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Resumen

El Sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) se caracterizado por
un envejecimiento prematuro y acelerado, lo que se debe a la expresion de
una variante mutante de la lamina A denominada progerina. Una nueva marca
del HGPS descrita por nuestro laboratorio es la hiperactividad de la
exportacion nuclear de proteinas mediado por CRM1. De manera interesante
la inhibicion farmacolégica de CRM1 con selinexor alivia diferentes marcas de
senescencia celular y promueve la degradacién de progerina. En este trabajo
analizamos si el selinexor tiene un efecto benéfico sobre la respuesta de dafio
al ADN en cultivos de fibroblastos dermales provenientes de pacientes con
HGPS. La respuesta de dafio al ADN la evaluamos mediante el analisis de la
forma fosforilada de la histona H2AX (yH2AX) y la fosforilacién de la cinasa
ATM (pATM), componentes esenciales el aparato de reparacion de ADN.
Observamos que cuando se induce dafio al ADN con Doxorrubicina, los
fibroblastos HGPS tiene una respuesta deficiente en comparacién con el
cultivo WT. De manera interesante, el tratamiento con selinexor eficientiza la
respuesta de dafio al ADN de los fibroblastos HGPS, lo que implica que la
normalizacion del trafico nucleo-citoplasmatico y la disminucién de progerina,
promovidos por el selinexor, tienen un efecto benéfico sobre la estabilidad

gendmica.



Abstract

Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS) is characterized by premature
and accelerated aging, which is due to the expression of a mutant variant of
lamin A termed progerin. A new hallmark of HGPS described by our laboratory
is the hyperactivity of the CRMIl-mediated nuclear export pathway.
Interestingly selinexor-mediated pharmacological inhibition of CRM1
alleviates different marks of cellular senescence and promotes also progerin
degradation. In this work we analyzed whether selinexor has a beneficial effect
on the DNA damage response in dermal fibroblasts from HGPS patients. We
assessed the DNA damage response by analyzing the phosphorylated forms
of the histone H2AX (yH2AX) and the kinase ATM (pATM), essential
components of the DNA repair apparatus. We found that HGPS fibroblasts
have a deficient response to DNA damage induced by Doxorubicin, compared
to WT culture. Interestingly, treatment with selinexor enhances the DNA
damage response of HGPS fibroblasts, implying that this drug has a beneficial
effect on genomic stability by both normalizing the nucleo-cytoplasmic
trafficking of proteins and promoting progerin clearance.
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Introduccién

Envejecimiento y senescencia

El envejecimiento desde un punto de vista biolégico es un proceso
degenerativo, gradual y adaptativo que ocurre de manera natural debido a
procesos multifactoriales que conllevan a la pérdida de las funciones fisicas y
mentales del individuo, debido al desgaste celular ocasionado por el paso de

los afios. Este proceso posee un origen multifactorial *.

El envejecimiento es el resultado de la pérdida de las funciones celulares que
ocasionan que las células puedan ser inducidas a muerte celular (apoptosis) o
senescencia (detencion de su ciclo celular como respuesta a cualquier tipo de
dafio o estrés) 2. A nivel celular/molecular, el envejecimiento presenta marcas
distintivas que incluyen inestabilidad gendémica, acortamiento de telémeros,
alteraciones epigenéticas, pérdida de la protedstasis, alteracion de la
comunicacion intercelular, agotamiento de células madre, desregulacion en la
toma de nutrientes, disfuncion mitocondrial y alteracion de la sefalizacién

intercelular 34.



Bases moleculares del sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford
(HGPS)

El sindrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) es una enfermedad
espontanea que se caracteriza por manifestar un fenotipo de envejecimiento
prematuro (Fig.1). EIl HGPS tiene una incidencia de 1:4’000°000 infantes, y es
letal, con una expectativa de vida alrededor de los 13 afios. La causa de
muerte es por fallas cardiacas °. El HGPS es causado por una mutacion
puntual en el gen LMNA gque codifica para las proteinas de la lamina nuclear
A y C, pertenecientes a su vez a la envoltura nuclear. Esta laminopatia
ocasiona envejecimiento prematuro que se caracteriza por pérdida de peso,
cabello, densidad 6sea y capacidad audiovisual, asi como por la presencia de
artritis, arterosclerosis generalizada; y arrugas y manchas en la piel. 6.

Figura 1. Imagen de dos nifios con HGPS. Obtenida de RL Pollex y RA Hegele, 2004.

A nivel molecular el HGPS se origina por un mal procesamiento de la lamina,

debido al uso de un sitio de splicing criptico en el exén 11 del gen LMNA,



ocasionado por la mutacién puntual (1824 C>T), la cual es silenciosa ya que
no genera un cambio en el aminoacido codificante. La variante mutante de la
prelamina-A (conocida como progerina), carece de 150 nucleétidos a nivel de
RNA mensajero y de 50 amino&cidos a nivel de proteina . La maduracién de
la prelamina-A da inicio con una farnesilacion (el farnesilo es un lipido de 15
carbonos) en el grupo tiol de la cisteina (C) del motivo CAAX, donde A es
cualquier residuo alifatico y X cualquier aminoacido. Posteriormente, la
molécula se trasporta a la envoltura nuclear; y en un segundo paso de
maduracion los 3 aminoacidos terminales (-AAX) son escindidos de la
prelamina-A quedando como aminoacido terminal la cisteina farnesilada; este
corte lo realiza la metaloproteinasa denominada Zmpste24. Por ultimo, se lleva
a cabo una metilacion de la cisteina farnesilada por la accion de la enzima
isoprenilcisteina carboxilo metiltransferasa, localizada también en reticulo
endoplasmatico. Enseguida, las importinas transportan a la prelamina-A hacia
el nucleo a través de los poros nucleares, donde finalmente esta proteina
inmadura experimenta nuevamente un corte proteolitico por accion de la
proteasa Zmpste24 para que se eliminen los ultimos 15 aminoacidos del
extremo carboxilo. La lamina-A madura se fija en la envoltura nuclear interna

para interaccionar con diversas proteinas 789,

En el HGPS, la progerina sufre los cambios de farnesilacion, metilacion y su
translocacién hacia el nucleo, pero su segmento terminal de 15 aminoéacidos
no puede ser escindido por la proteasa Zmpste24 (Fig. 2). Esto debido a que
la secuencia que reconoce esta enzima esta ausente, por lo tanto, la progerina
permanece farnesilada. La progerina se acumula en el nicleo alterando la
estructura y funcion de la envoltura nuclear, lo que a su vez ocasiona

inestabilidad genémica 7:8°.
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Figura 2. Procesamiento aberrante de la lamina A. Mecanismo que genera la proteina
mutante llamada progerina (derecha), en comparacién con el procesamiento normal de la
lamina A (izquierda), tomada de: Coutinho, H.D.M., et al., 2009.

A nivel celular, la presencia de la progeria induce senescencia, la cual se

caracteriza por una morfologia celular aplanada y alargada, una morfologia

nuclear aberrante y la presencia de nucléolos expandidos, entre otras

caracteristicas (Fig.3). lan Garcia-Aguirre y colaboradores describieron en el

afio 2019 otra alteracion que se encuentra en el HGPS, la cual es la

exacerbacion del mecanismo de exportacion nuclear de proteinas 2.



Figura 3. Fibroblastos de pacientes con HGPS. Los fibroblastos HGPS presentan una
morfologia celular aplanada y alargada, en comparacion con la forma fusiforme de los
fibroblastos silvestres. Asimismo, los fibroblastos HGPS presentan ndcleos deformes y
nucléolos largados, en comparacion con los fibroblastos silvestres. Resultados no publicados
de la M. en C Luz Adriana Soto Ponce.

La respuesta de dafio al ADN (DDR) en el HGPS

El fenotipo celular caracteristico del HGPS es la senescencia, ocasionada por
la maduracion incorrecta de la prelamina que da lugar a la progerina; y a nivel
de organismo se caracteriza por envejecimiento acelerado, en el HGPS se
altera la sefalizacion de la respuesta de dafio al ADN®*. No obstante, existe
cierta controversia sobre el comportamiento de este proceso celular en el
HGPS. Por ejemplo, Liu y colaboradores en 2006 reportaron que un cultivo de
fibroblastos de individuo con HGPS mostré una cantidad mayor de la forma
fosforilada de la histona H2AX (yH2AX) H2AX. Esta modificacion de la histona
H2AX es ejecutada por la forma activa de ATM (pATM S1981), y sirve como
guimioatrayente para reclutar la maquinaria de reparacion del ADN; por lo
tanto, este resultado sugiere que el mecanismo de reparacion del ADN esta
activado en las células HGPS. Sin embargo, la respuesta del dafio al ADN no
es un mecanismo tan sencillo de comprender y como veremos a continuacion,

algunos otros factores podrian estar influyendo tanto en la respuesta de dafio



al ADN (DDR) asi como en la reparacion de dafio al ADNL. Por ejemplo, la
presencia de niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
cultivos de fibroblastos HGPS se asocia con errores durante la replicacion, asi
como con la induccion de dafio al ADN, especificamente cortes en la doble
cadena (DSB).

Por otra parte, José Rivera-Torres y colaboradores en 2013, mediante marcaje
con isotopos estables hallaron que en el HGPS existen niveles bajos de
proteinas involucradas en la fosforilacion oxidativa mitocondrial, con lo que se
asocié a una disfuncion mitocondrial por la acumulacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) tanto en fibroblastos humanos con HGPS como en los
fibroblastos del modelo de ratén que porta la mutacion en el gen LMNA
(LmnaCt09G/Ge09G) -y de jgual manera hallaron estos resultados en tejido
obtenido de dichos ratones'?. Dichos precedentes sentaron al estrés oxidativo

como una marca asociada al envejecimiento y a la inestabilidad genémica.

Inestabilidad gen6mica

Una marca asociada al envejecimiento tanto prematuro como inducido es la
presencia de inestabilidad genémica, misma que es inducida en presencia de
factores exd6genos como la radiacion ionizante, agentes quimicos y/o
farmacos, asi como por factores endégenos como errores durante la
replicacion y presencia de radicales libres. La alteracidbn en las marcas
epigenéticas asociadas a los niveles de heterocromatina como es el caso de
la marca H3K9me3 también inducen a una inestabilidad gendmica y de igual
manera la disfuncién telomérica, ya sea por la pérdida y/o acortamiento de los
telomeros, contribuyen a una mayor presencia y/o acumulacién de dafio al
ADN
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Figura 4. Relacién entre el acortamiento telomérico y el mecanismo de reparacién del
ADN. Ambos procesos son fundamentales para evitar inestabilidad genémica y acumulacion
de dafo en el ADN. Imagen modificada de S. Gonzalo, 2014.

Disfuncién telomérica

El acortamiento telomérico, asi como la pérdida de proteccion en los extremos
de los telémeros, inducen cortes en la doble cadena de ADN (DSB),
ocasionando aberraciones cromosomales. En el sindrome de HGPS se ha
observado que esta alteracién se encuentra exacerbada, o que ocasiona una
senescencia prematura. Se ha descrito ademas que, la presencia de progerina
conlleva a una disfuncion telomérica y con ello se induce la acumulacién de

dafio en el ADN, que desencadena un arresto proliferativo.

Zhang y colaboradores en 2016 mostraron que los niveles de la forma

fosforilada de la histona H2AX (yH2AX) se encuentran muy bajos en



fibroblastos con HGPS, lo cual afecta la cascada de sefalizacion en el

reclutamiento de factores involucrados en la reparacion del ADN#15,

Se ha observado que factores como 53BP1, Rad50 y Rad51 tienen un retraso
en su reclutamiento hacia los sitios de lesion dentro del ADN, generando asi,
una acumulacién de diferentes tipos de dafio en el ADN, como lo son los cortes
de una o ambas cadenas del ADN (SSB y DSB respectivamente)®1’. Debido
a que en el HGPS existe una disfuncion telomérica y estrés oxidativo, existe
acumulacion de dafio en el ADN asi como un retraso en la respuesta y
reparacion de dafio al ADN, lo que conlleva a un envejecimiento celular

prematuro y senescencia replicativa.

Estado actual de las terapias contra HGPS

Actualmente existen diferentes acercamientos y terapias contra el sindrome
de progeria (HGPS), empezando por el uso de herramientas dirigidas a la
edicion del genoma como CRISPR/Cas9, con la finalidad de eliminar la
mutacion que causa el HGPS del genoma, ya que la acumulacion de progerina
es la causa del fenotipo de la enfermedad *8. Otra terapia en desarrollo es el
uso de oligos antisentido, dirigidos contra el sitio del procesamiento criptico,
ubicado en el en el exon 11 del gen LMNA. Esto impediria la generacion del
mRNA de la progerina *°. Sin embargo, estas terapias estan actualmente en
fase experimental. A la fecha, la principal terapia utilizada es la farmacoldgica,
empleando inhibidores de la farnesilacién de la prelamina-A, con la finalidad
de evitar la acumulacion de la proteina farnesilada en la envoltura nuclear. Sin
embargo, esta terapia ocasiona cardiotoxicidad como efecto secundario; por
lo tanto, se tiene que administrar cardioprotectores como complemento a la

terapia farmacolégica 20Y 21,



Respuesta del dafio al ADN

En los dltimos afios se ha descrito que las laminas nucleares tienen un papel
importante en la organizacion de la estructura de la cromatina, ya que proveen
un andamiaje para el reclutamiento de complejos de proteinas asociadas a la
envoltura nuclear y/o la cromatina, asi como para la interaccion entre la
cromatina y las laminas nucleares por medio de los Dominios Asociados a
Laminas (DAL) 13.

Es través del reclutamiento de la cinasa ATM que se lleva a cabo la activacion
de la respuesta de dafio al ADN. Este proceso comienza cuando ocurre un
corte en la doble hebra del ADN, ocasionado por radiacion ionizante o agentes
quimicos. Dicha ruptura en la doble hebra genera una cascada de sefializacion
que inicia con el reclutamiento de la cinasa ATM en su forma dimérica hacia el
complejo MRN compuesto de 3 proteinas (MRE 11, NBS1 y RAD 50). Es
mediante la proteina NBS1, que se lleva a cabo el reclutamiento de la cinasa
ATM para formar el complejo MRN-ATM, a su vez que se facilita la
autofosforilacion de ATM (pATM) en el residuo de Serina 1981. Su cambio de
conformacién permite la formacién del complejo MRN-pATM sobre el sitio de
la lesidon. Asi mismo, la histona H2AX es fosforilada en la serina 139 para
originar la histona yH2AX. Esto permite la interaccion del residuo de Serina
139 de la histona fosforilada con los dominios BRCT de la proteina MDC1
estabilizando asi el complejo MDC1/MRN/ATM, permitiendo que la cinasa
pATM fosforile la histona H2AX, incrementando la sefializacion en la region del

sitio de doble ruptura®.

Este complejo (MDC1/MRN/ATM) permite el reclutamiento de otras proteinas
como RNF8 y RNF168 (proteinas E3 ubiquitina ligasas), que mediante la
ubiquitinacion de RNF8 hacia proteinas en la proximidad del sitio de lesion,
entre ellas la histona 1 (H1), se logra el reclutamiento y anclaje de RNF 168

para la posterior ubiquitinacion de las histonas H2A y H2AX. Paralelamente, la



metilacion en la lisina 20 de la histona 4 (H4K20me) permite el anclaje de la
proteina 53BP1, involucrada directamente en el proceso de reparacion de
dafio al ADN, asi como de proteinas efectoras como RIF1 y PTIP. De esta

manera se regula la via de reparacién de dafio al ADN.?® Ver Figura 8.

Figura 5. Mecanismo de respuesta de Dafio al ADN. ATM (1) es reclutada al sitio de lesion,
mediante los complejos MRN (2) y MDC1 que fungen como andamiaje para que ATM pueda
auto escindirse y auto fosforilarse (flecha verde), fosforilar a la histona H2AX (flecha roja) (3)
y a MDC1. En su conjunto, esto permite el reclutamiento de una ubiquitina ligasa (RNF8) para
gue haya otras modificaciones en la cromatina como la ubiquitinacion de la histona H1 y de la
histona H2AX, mediada por RNF8 (3,) para que se permita el proceso de metilacién de la
histona H2AX y a su vez el reclutamiento de la proteina 53BP1 (5). Esta ultima determina el
tipo de reparacion que se llevara acabo. Imagen modificada de Adamowicz, 2018.

Selinexor (KPT-330)
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Figura 6. Estructura quimica del selinexor.



El selinexor fue desarrollado para el tratamiento de mieloma multiple, en donde
evita que oncoproteinas y proteinas supresoras de tumores sean exportadas

al citoplasma, lo que finalmente induce apoptosis 4.

El selinexor (KPT-330) es un farmaco aprobado por la FDA desde junio de
2019, es capaz de inhibir de manera selectiva la exportacion nuclear de
proteinas mediante su union especifica y reversible al residuo de cisteina 528
de CRM1. Se cataloga como un miembro de la familia de los inhibidores
selectivos del exporte nuclear (SINE); impide la union de CRM1 con sus
proteinas cargo que portan una sefial de exporte nuclear (NES). Debido a

estas cualidades se empled selinexor para el presente trabajo.

Doxorrubicina

El hidrocloruro de doxorrubicina (5,12-Naftacenodiona, 10-[(2-amino2,3,6-
tridesoxi-alfa-L-lixo-hexopiranonosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
8-) es un antibidtico, proveniente de Streptomyces peucetius, este farmaco
derivado de las antraciclinas es utilizado para el tratamiento oncoldgico, es
capaz de sensibilizar células tumorales e inducirlas a muerte celular, por ello
es considerado un neoplasico efectivo que en combinacién con otros
farmacos, resulta ser una opcién para el tratamiento de tumores sélidos

(sarcomas, leucemia, neuroblastomas y linfomas) *2.

El mecanismo de accién de la doxorrubicina se lleva a cabo mediante su
intercalacion en el ADN vy la inhibicion de la topoisomerasa I, esto da lugar a
cambios en la cromatina, asi como el impedimento del reclutamiento de la
maquinaria de reparacion del ADN. Por otra parte, también genera radicales
libres con el consecuente dafo oxidativo. De esta manera lleva a cabo rupturas
en el ADN bicatenario, o que ocurre por la union entre la Doxorrubicina y el
Proteosoma en el citoplasma, y el posterior transporte del complejo al nucleo

por medio de los poros nucleares. En el nucleo, la doxorrubicina se disocia



para poder unirse ahora al ADN ya que posee una mayor afinidad por el que
por el proteosoma. De esta manera, la topoisomerasa Il no pueda unirse al
ADN, inhibiendo la transcripcién y replicacion celular. Adicionalmente, la
doxorrubicina es capaz de interactuar con la mitocondria, interfiriendo asi con
el ciclo de la cadena respiratoria, generando especies reactivas de oxigeno, y

también rupturas en la doble cadena de ADN®°.

Via de reparacién no homéloga (NHEJ)

De manera general el dafio al DNA puede ocasionar cambios en la expresion
genética e inducir una proliferacién celular descontrolada y finalmente arresto
celular. Las células dafadas pueden tomar dos caminos senescencia o
apoptosis. El dafio al DNA ocurre por diferentes causas, como es la accién de
las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS respectivamente),
asi como diferentes tipos de radiacidon ionizante y contaminantes exdégenos
como aminas e hidrocarburos de arilo; solo por mencionar algunos *’.La via
de reparacion no homologa es dependiente del ciclo celular y en ella participan
2 factores primordiales: la proteina 53BP1 que promueve la via de reparacién
no-homologa (NHEJ) durante la fase GO/G1 del ciclo celular y BRCA1 que
induce la via de reparacion homologa (HR) durante la fase S. La histona
H4K20me2 es clave para que la via de reparacion NHEJ se lleve a cabo, ya
que se posiciona alrededor del corte de la doble cadena de DNA, formando
una barrera que rodea la cromatina y bloquea la ligacién de la doble hebra,
inhibiendo asi la via HR *8. La via de reparacién no homdéloga comienza con el
reclutamiento del complejo MRN formado por Mrell, Rad50 y Nbsl. hacia los
extremos libres que se generaron en el sitio de corte. Posteriormente el
complejo reclutara a la cinasa maestra ATM en su forma dimérica (inactiva), lo

gue induce su autofosforilacion en el residuo 1981 de serina.

Este paso ocasiona la formacion de dos mondmeros fosforilados de ATM

(forma activa). Una vez que ATM se encuentra activa puede fosforilar a la



histona H2AX, convirtiéndose en su forma activa gamma-H2AX (yH2AX), lo
que amplifica la sefal de respuesta al dafio al DNAS, debido a la
retroalimentacion que que ocurre entre ATM y yH2AX. Enseguida, ATM
fosforila a la proteina 53BP1, la cual es la encargada de inhibir la via de
reparaciéon homéloga (HR) para que se pueda acomplejar con la proteina RIF1.
RIF1 a su vez, es la responsable de inducir la via de reparacion de DNA no
homologa (NHEJ).

Una vez que se ha formado el complejo inicial de reparacion se reclutan las
proteinas ku70 y ku80, quien a su vez recluta a las proteinas cinasas de DNA
(DNA-PKCcs). Este nuevo complejo recluta y fosforila a la proteina Artemis para
inducir el corte de los extremos cohesivos de ambas cadenas del DNA. Un
paso posterior es el reclutamiento de la ligasa IV, XRCC4 y XLF para que se
logre la religacion de los extremos romos del DNA. Cabe destacar que este
proceso es un mecanismo sujeto a errores, denominadas

inserciones/eliminaciones (INDELs) 1% 292122 (Figs. 7 y 8)



Model: 53BP1- Rif1 mediated NHEJ
and BRCA1.CHiP mediated HR
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Figura 7. Mecanismo de reclutamiento de la via no homodloga e inhibicién de la via
homologa durante la fase G1 de ciclo celular. La cinasa ATM, se encarga de fosforilar rio
abajo a 53BP1, el cual forma un complejo con RIF1 y PTIP para salvaguardar el sitio de corte,
durante el reclutamiento del resto de las proteinas para llevar a cabo la reseccién del sitio
dafiado. A su vez, 53BP1 fosforilada inhibe la fosforilacién de BRCAL impidiendo que la via
homologa de reparacion tenga lugar. Imagen modificada de: Chit Fang Cheok et al., 2014

Respuesta de dafio al DNA (DDR) en las células HGPS

La progerina ocasiona diversas alteraciones moleculares, incluyendo una
morfologia nuclear aberrante, la exacerbacién del mecanismo de exportaciéon
nuclear de proteinas, una deficiente respuesta de dafio al DNA, acortamiento
telomeérico y expansion nucleolar. En su conjunto, estas alteraciones inducen

senescencia celular e inestabilidad genémica®®.
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Figura 8. Mecanismo general de reparacion del DNA por laviano homéloga (NEHJ). Una
vez que se lleva a cabo un corte en la doble hebra del DNA (A), el complejo Ku70/80 resguarda
el sitio de corte de la doble hebra (B). (C) Se reclutan DNA-PKcs, XLF, y el complejo
XRCC4/Ligasa IV y se dejan expuestos los sitios cohesivos de la ruptura en la doble hebra.
(D) Los extremos expuestos son susceptibles a la degradacién por endonucleasas (E) Una
vez escindidos los extremos cohesivos del sitio de corte, la ligasa IV realizara la unién de los
enlaces fosfodiéster mediante sus sitios cataliticos. Imagen tomada de Sishc, B., y Davis, A.,
2017.



Zhang y colaboradores en 2016 reportaron que las células HGPS pierden la
marca epigenética H3K9me3, lo que ocasiona una falla en la activacion de la
cinasa maestra ATM. Consecuentemente, ATM es incapaz de fosforilar a la
histona H2AX. En su conjunto estas alteraciones generan un retraso en la
respuesta de dafio al DNA (DDR), lo que se hace evidente cuando se induce
dafo al DNA en las células HGPS mediante tratamiento con doxorrubicina. En
este mismo estudio se observo que la recuperacion de la marca epigenética
H3K9me3 rescata la activacion de ATM, y por ende, la fosforilacion de la
histona H2AX (YH2AX). La consecuencia final es el correcto reclutamiento de
la maquinaria de reparacion del DNA, mediante el reclutamiento de 53BP1,
factor involucrado en la activacion de la via NHEJ durante la fase GO/G1 del

ciclo celular (Figs. 9y 10) 2.
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Figura 9. Deficiente respuesta de dafio al DNA en las células HGPS. Se puede observar
en los experimentos de Western Blot, que los niveles de pATM y yH2AX son bajos en los
pasajes tardios de las células HGPS, con respecto a las células normales, indicando una falla
en la activacion de pATM y yH2AX, las cuales estan involucradas en el reclutamiento de la
magquinaria de respuesta de dafio al DNA. Se utiliz6 doxorrubicina como inductor de la
respuesta de dafio al DNA. Tomado de Zhang et. al., 2016.
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Figura 10 Las células HGPS tienen un retraso para reclutar la maquinaria de respuesta
de dafio al ADN después de la induccidon con doxorubicina. En las células HGPS se
observa un nivel bajo de fluorescencia para yH2AX 53BP1 y RIF1, en comparacién con las
células normales. Tomado de Zhang et. al., 2016.

Antecedentes

Aumento de la exportacion nuclear y deslocalizacion de proteinas en los
fibroblastos HGPS

Se sabe que la exportacion nuclear es dependiente de la exportina CRM1, la
cual reconoce sus proteinas blanco para trasportarlas del nucleo hacia el
citoplasma. Las proteinas cargo deben contener una secuencia/sefial de
exportacion nuclear (NES) para unirse a CRM1. La exportacion nuclear
también requiere la accién de RanGTP para que el complejo CRM1-proteina
blanco pase a través de los poros nucleares. Nuestro grupo de trabajo report6
recientemente que los fibroblastos de pacientes con HGPS tienen un nivel
elevado de CRM1, lo que ocasiona la exportacion nuclear exacerbada de
proteinas!®. De manera importante, la modulacién farmacolégica de la
actividad de CRM1, utilizando un inhibidor especifico de CRM1 llamado el

farmaco llamado leptomicina B (LMB), aminoré significativamente las marcas



de senescencia de los fibroblastos de pacientes con HGPS, a través de la

relocalizacion de proteinas nucleares (Figura 11) 2223,
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Figura 11. Exportacidon nuclear exacerbada en los fibroblastos HGPS. Debido a la
sobreexpresion de CRM1 se presenta una deslocalizacion de proteinas nucleares hacia el
citoplasma y la consecuente aparicion de marcas celulares de senescencia (HGPS). La
administracion de leptomicina B (inhibidor selectivo de CRM-1) normaliza la exportacién
nuclear y disminuye las marcas de senescencia (HGPS+LMB). Imagen tomada de: Bulmaro
Cisneros e lan Garcia-Aguirre, 2020.



En el grupo de trabajo se ha utilizado otro inhibidor selectivo de CRM1 llamado
selinexor (Figura 6), este farmaco tiene propiedades farmacoldgicas
superiores y menor citotoxicidad, en comparacion con LMB. Ademas, tiene la

capacidad de disminuir los niveles de CRM1 y progerina (Figura 12).
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Figura 12. El selinexor reduce los niveles de CRM1 y progerina en los fibroblastos
HGPS. Los lisados de cultivos celulares previamente tratados con selinexor o con el vehiculo
solamente se analizaron mediante Western Blot, utilizando anticuerpos dirigidos contra CRM1,
y actina (control de carga). Resultados no publicados del D. en C. lan Alain Garcia Aguirre.



El selinexor se desarrollé para el tratamiento de mieloma multiple, en donde
provoca la acumulacion nuclear de diferentes oncoproteinas y proteinas
supresoras de tumores, lo que finalmente induce apoptosis ?4. El selinexor
(KPT-330) es un farmaco aprobado por la FDA en junio de 2019; es capaz de
inhibir de manera selectiva la exportacion nuclear de proteinas mediante su
unién especifica y reversible al residuo 528 (cisteina) de CRM1, con lo que se
cataloga como un miembro de la familia de inhibidores selectivos de la
exportacion nuclear de proteinas (SINE). La union de selinexor a CRM1 impide
el reconocimiento de proteinas cargo que portan una sefial de exporte nuclear
(NES).

De manera interesante, la administracion de selinexor por 6 dias a los
fibroblastos HGPS recuperé los niveles de H3K9me3, mientras que el
tratamiento por 3 dias resulté en una disminucién de las especies reactivas de
oxigeno (Figuras 12 y 13). Tomando en consideracion la funcion de la histona
H3K9me3 en la via no homologa de reparacion del DNA (NHEJ) asi como la
disminucién de especies reactivas de oxigeno, es posible que el tratamiento

con selinexor mejore la respuesta de dafio al ADN en los fibroblastos HGPS.
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Figura 13. El tratamiento con selinexor recuperé la marca de heterocromatina H3K9m3.
Después de un tratamiento con Selinexor durante 6 dias, los niveles de la histona h3K9m3 se
recupero en los fibroblastos HGPS. Imagen proporcionada por M.C. Luz Adriana Soto Ponce.
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Figura 14. El tratamiento con selinexor disminuyé las especies reactivas de oxigeno en
los fibroblastos HGPS. El tratamiento con selinexor fue durante 3 dias. Se utilizo el kit
DCFDA / H2DCFDA que mide las especies reactivas de oxigeno a nivel celular. Se muestra
la induccion de especies reactivas mediante tratamiento de fibroblastos WT con H202 (control
positivo). La intensidad de fluorescencia se observd por medio de microscopia confocal.
Imagen proporcionada por la M.C. Luz Adriana Soto Ponce.



Justificacion

Los fibroblastos de pacientes con HGPS presentan una falla en la respuesta
de dafio al DNA, lo que ocasiona inestabilidad gendmica. De manera
importante, nuestro laboratorio observé que el tratamiento con selinexor de los
fibroblastos de pacientes con HGPS induce la degradacién de progerina,
disminuye las ROS y recupera el nivel de la marca epigenética H3K9me3. Por
lo tanto, consideramos relevante analizar el efecto del selinexor sobre la

respuesta de dafio al DNA en los fibroblastos HGPS.

Objetivos

Generales
Analizar el efecto del selinexor sobre el mecanismo de reparacion DDR en
fibroblastos de pacientes con progeria.

Particulares
1. Analizar comparativamente la respuesta de dafio al DNA de los
fibroblastos WT y HGPS tratados con el inductor de dafio al DNA

doxorrubicina.

2. Analizar el efecto del selinexor sobre la respuesta de dafio al DNA de
los fibroblastos HGPS tratados con el inductor de dafio al DNA

doxorrubicina.

Hipotesis
El tratamiento con selinexor mejorara la respuesta del dafio al ADN que se

encuentra alterada en las células de pacientes con HGPS, por medio de la
disminucién del nivel de progerina y la relocalizacion nuclear de ATM.



Estrategia experimental

En la figura 16 se muestra un diagrama de flujo que ilustra la estrategia
general del proyecto. Se planted el analisis comparativo de la respuesta del
dafio al DNA (DDR) en cultivos de fibroblastos primarios provenientes de un
individuo aparentemente saludable y de dos pacientes con HGPS. Los cultivos
fueron tratados con doxorrubicina para inducir cortes en la doble cadena (DSB)
del ADN, lo que nos permiti6 analizar la respuesta de dafio al DNA. Para
analizar este proceso celular se monitore6 el nivel y la localizacién subcelular
de la cinasa ATM (Ataxia-telangiectasia mutated; cinasa maestra que dirige el
mecanismo de reparacién del ADN) y de la histona yH2AX (marcador de
reparacion de ADN) por medio de ensayos de inmunodeteccion en fase solida
y de inmunofluorescencia indirecta. Los cultivos de fibroblastos se trataron con
el mutageno doxorubicina para encender el mecanismo de reparacion de ADN.
En la segunda parte del estudio se analiz6 el efecto del selinexor sobre el
mecanismo de reparacion de dafio al ADN en los fibroblastos HGPS, utilizando

las técnicas mencionadas anteriormente.
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Figura 15 Estrategia experimental general
Materiales y metodos
Modelo de estudio
Se emplearon fibroblastos primarios provenientes de un individuo

aparentemente sano y de dos pacientes con HGPS. Los cultivos primarios

fueron adquiridos del instituto para la investigacién médica Coriell, New Jersey

EE. UU. Las caracteristicas generales de los fibroblastos se muestran en la

Tabla 1).



Tabla 1 Generalidades de los cultivos primarios que se utilizaran en este trabajo.

Caddigo de Fenotipo Edad Sexo Procedencia

Cultivo

GMO03440 WT 20 Masculino Piel de un
pierna

AG11513 HGPS 1 8 Femenino Piel de una
pierna

Figura 16. Imagen de fibroblastos de un individuo aparentemente saludable. Instituto
Coriell, New Jersey, EE. UU.



Cultivo celular

Se emplearon cultivos de fibroblastos primarios de un individuo aparentemente
sano (GM03440) y de individuo con HGPS (AG115133), provenientes del
instituto Coriell. Los cultivos fueron mantenidos y expandidos en medio
esencial minimo (MEM) suplementado con aminoacidos y 10% de suero fetal
bovino. Para su crecimiento se empled una incubadora con suministro de CO2
al 5% y una temperatura de 37°. Para expandir los cultivos primarios se lavaron
3 veces de manera suave con PBS a temperatura ambiente y posteriormente
se retird el PBS y se afiadio tripsina diluida 1:3 en PBS por un lapso de 30-45
segundos para hidrolizar los enlaces peptidicos y obtener el cultivo en
suspension. Por ultimo, se afiadi6 medio (MEM) para inactivar la tripsina y
homogenizar el cultivo en suspensién para verterlo sobre cajas Petri. El medio
de cultivo se cambi6 dos veces por semana y los experimentos se realizaron
cuando los cultivos alcanzaron una confluencia del 55-65%. Cuando se indica
los cultivos celulares se trataron con 1 uM de doxorrubicina diluida en DMSO
(0.03% de DMSO concentracion final). Se utilizé una solucién madre de 74.95
UM de doxorrubicina disuelta en DMSO). La induccion de dafio al ADN se
realizé durante 2 horas, y posteriormente las células se lavaron 3 veces con
PBS, se les afiadio medio nuevo y se les dejé en recuperacion en la incubadora
de COg, durante 30 minutos, previo a su procesamiento para los experimentos
de Inmunofluorescencia o Western Blot. El tratamiento con 60 nM de selinexor
diluido en DMSO se realizé durante 72 h, afiadiendo farmaco nuevo a las 48
h. Cuando se llevaron a cabo tratamientos combinados
(doxorubicina/selinexor), los cultivos se trataron primero con selinexor por 72

h y posteriormente con doxorubicina por 2 h.



Farmacos utilizados
Para el presente trabajo se emplearon 2 farmacos para realizar los

tratamientos, que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2 Farmacos empleados, incluyendo disolvente y concentraciones utilizadas.

Farmaco Diluyente Concentracion final
Doxorrubicina DMSO 1puM
Selinexor DMSO 60 nM

Tratamientos

Doxorrubicina:

El tratamiento con Doxorrubicina se realiz6 empleando como vehiculo DMSO
diluido en agua inyectable, y para el caso de Doxorrubicina se emplearon
alicuotas a una concentracién de 74.95 uM disueltas en DMSO. EI DMSO final
guedo a un porcentaje de 0.03% en el cultivo. La concentraciéon final de
Doxorrubicina en el cultivo fue de 1 uM. La induccion de dafio se realizé
retirando el medio y realizando un lavado suave con PBS (3 veces), y
adicionando medio fresco con Doxorrubicina 1 pM o el vehiculo solamente
durante 2 horas. Posteriormente las células se lavaron 3 veces con PBS y se
les afiadid6 medio nuevo (MEM), se les dej6 en recuperacion en la incubadora
a 37° con 5% de CO: durante 30 minutos. Enseguida se fijaron y se
visualizaron por ensayos de Inmunofluorescencia. O se utilizaron para la

extraccion de proteinas y ensayos de Western Blot.



Selinexor:

Se emplearon alicuotas de selinexor de 100 puM para llegar a una
concentracion final de 60 nM en el cultivo celular, y 0.06% de DMSO. El
tratamiento se realiz6 durante 72 horas, haciendo el cambio de medio con
selinexor cada 48 horas.

Tratamiento combinado:
Una vez realizado el tratamiento con Selinexor, se realiz6 la induccion del dafo

con Doxorrubicina.

Anticuerpos

Para los experimentos de inmunofluorescencia indirecta se emplearon los
siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal de raton anti-yH2AX (Ser139)
1:500 (05-636, Millipore) y anticuerpo monoclonal de conejo anti pATM
(Ser1981) 1:200. Para los ensayos de Western blot se emplearon los
siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal de ratén anti-yH2AX (Ser139)
1:1500 (05-636, Millipore), anticuerpo monoclonal de conejo anti-pATM
(Ser1981) 1:5000 (ab81292, Abcam), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
ATM 1:2000 (aa2250-3100; Abcam) y anticuerpo monoclonal de ratén anti-
progerina 1:300 (sc-81611; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).

Inmunofluorescencia indirecta acoplada con microscopia confocal

Las células se sembraron sobre cubreobjetos y cuando alcanzaron una
confluencia de 70-80% se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10
minutos. Enseguida las preparaciones se lavaron dos veces con PBS y se
permeabilizaron y bloquearon durante 10 minutos con la solucién
amortiguadora IF [10 mg/mL BSA, 0.1 % Triton X-100 y 0.2 % SDS)).
Posteriormente los cubreobjetos se lavaron con PBS dos veces y con agua

miliQ entre cada lavado con PBS, y se dejaron secar para afiadir el anticuerpo



primario y dejarlo incubando toda la noche a 4°C. Enseguida se realiz6 un
lavado con PBS por 5 minutos en agitacion constante y dos lavados con PBS
y agua miliQ sin agitacion, y se dejaron las preparaciones para incubarlas con
el anticuerpo secundario a temperatura ambiente durante 1 h en obscuridad y
condiciones humedas. Finalmente se repitieron los lavados con PBS 3 veces
sin agitacion y se permitié el secado de las preparaciones. Se tifieron los
ndcleos incubando las preparaciones durante 10 minutos con una dilucién
1:500 de 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y llevando a cabo lavados
posteriores con PBS. Cuando se indica las células se tifieron durante 10
minutos con faloidina rodaminada (dilucion 1:150 en PBS) para decorar el
citoesqueleto. Después de lavar las células con PBS y permitir el secado de
los cubreobjetos, se les afiadié una gota de VECTASHIELD (fotoprotector)
para preservar la fluorescencia, y se sellaron con barniz de uias. Las muestras
se preservaron a 4° en la obscuridad hasta su visualizacion en un microscopio

confocal invertido.

Extraccion de proteinas totales y ensayos de Western Blot

A partir de una caja Petri de 100 mm que contenia un cultivo de fibroblastos a
una confluencia del 80%, se retird el medio de cultivo y se afiadié 1 mL de PBS
1x frio; enseguida se recolectaron las células con un gendarme y se trasfirieron
a tubos conicos de 1.5 mL. Posteriormente se afadido la solucion
amortiguadora de lisis RIPA (NaCl 150mM, Tritén 1%, Tris-HCI pH:8 50mM,
SDS 0.1%, Desoxicolato de sodio 0.5%), ortovanadato de sodio, fluoruro de
sodio, Complete 1x y PMSF 1x. Se homogenizé la pastilla celular suavemente
y se dejo reposar 5 minutos en hielo. Enseguida, los preparados celulares se
sometieron a sonicacion para obtener los lisados de proteinas totales,
empleando pulsos de 15 segundos a 3.5 micrones y 30 segundos de reposo,
repitiéendose este proceso 3 veces. El lisado celular se centrifug6 a 10°'000

r.p.m. durante 4 minutos a 4°, se recupero el sobrenadante evitando su



contaminacion con restos celulares y se procedié con la cuantificacion de
proteinas por el método de Bradford, midiendo la absorbancia a 595 nm en un
lector de microplacas. Se procedid con los ensayos de inmunodeteccion en
fase sélida mediante electroforesis en geles de acrilamida con SDS (SDS-
PAGE) usando una corriente de 100 volts. Una vez terminada la electroforesis,
las proteinas se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa utilizando la
solucion amortiguadora de transferencia 1x (Tris-glicina 1x con 20% metanol),
una camara para transferencia semi-humeda y una corriente de 20 V. El
tiempo de trasferencia varié en funcién del peso molecular de la proteina de
interés. Posterior a la transferencia, la membrana se tifio con rojo de Ponceau
para verificar la eficacia del proceso y después de lavar con Tris-Salino-
Tween-20 (TBST 1x), la membrana se bloqued durante 1 h a temperatura
ambiente en TBST 1x con leche baja en grasa al 5%. Enseguida se incubo la
membrana con el anticuerpo primario a 4° toda la noche con en agitacion
suave y constante y posteriormente se lavé 3 veces con TBST 1x y se incubo
con el anticuerpo secundario durante 1 hr a temperatura ambiente en agitacion
constante. Por ultimo, se realizaron 3 lavados de la membrana con TBST 1xy
se procedi6é con el revelado empleando la solucién de quimioluminiscencia
basada en luminol (ECL) por 12 minutos y el scanner C-Digit Blot-Scanner.
Posteriormente se realiza la incubacion con un anticuerpo contra B-actina para

normalizar los niveles relativos de la proteina de interés.



Resultados

La respuesta de dafio al ADN esta alterada en los fibroblastos HGPS

Con la finalidad de evaluar la respuesta de dafio al ADN (DDR) en los
fibroblastos WT y HGPS, se realizaron cortes en la doble cadena de ADN por
medio del tratamiento con Doxorrubicina y los resultados se evaluaron
mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal.
Llevamos a cabo la inmunofluorescencia de yH2AX para monitorear la
respuesta celular en respuesta al dafio al ADN. Observamos la aparicién de
focos de yH2AX después del tratamiento con Doxorrubicina, tanto en los
cultivos WT como los cultivos HGPS. Sin embargo, el numero e intensidad de
los focos de yH2AX fue significativamente mayor en las células WT con
respecto a las células HGPS (Fig. 17-20). Estos resultados sugieren que la
respuesta del dafio al ADN evaluada mediada la activacion de yH2AX, se

encuentra alterada en los fibroblastos HGPS.
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Figura 17. El tratamiento con Doxorrubicina indujo la fosforilacion de la histona H2AX en
los cultivos WT. Las células se trataron con Doxorrubicina 1uM o el vehiculo solamente, y
transcurridas 2 horas y 30 minutos de recuperacion se visualizaron por microscopia confocal.
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Figura 18. El tratamiento con Doxorrubicina indujo la fosforilacién de la histona yH2AX en los
cultivos HGPS. Las células se trataron con Doxorrubicina 1uM o el vehiculo solamente durante dos horas
y después de retirar el mutageno se dejaron reposar los cultivos por 30 minutos y se procedié con el
ensayo inmunofluorescencia y analisis por microscopia confocal.
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Figura 19. Analisis comparativo delainduccion de yH2AX entre el cultivo WT y el cultivo
HGPS. Se evidencia la respuesta alterada del cultivo HGPS ante la induccién de dafio al ADN
en las imagenes de microscopia confocal.
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Figura 20. Andlisis cuantitativo de la cantidad de focos de yH2AX entre los cultivos WT
y HGPS.



Analisis de los niveles relativos de la histona yH2AX por

inmunodeteccion en fase solida

Se llevo a cabo la inmunodeteccion en fase solida de la histona yH2AX en los
cultivos de fibroblastos WT y HGPS sometidos a dafio al ADN mediante
tratamiento con Doxorubicina. Como se puede apreciar en la Figuras 21y 22,
la cantidad de la histona yH2AX es significativamente menor en el cultivo
HGPS, en comparacion con el cultivo WT.
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Figura 21. Los fibroblastos HGPS presentan una menor activacion de la histona yH2AX
después del tratamiento con Doxorrubicina. Los cultivos WT y HGPS se sometieron a dafio
genético con Doxorrubicina y posteriormente se sometieron a ensayos de inmunodeteccién en
fase sélida usando anticuerpos contra yYH2AX y B-actina (control de carga).
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Figura 22. Cuantificacion de yH2AX en los fibroblastos WT y HGPS después de la
induccidn de dafio al ADN con Doxorrubicina. Se utilizé B-actina como control de carga.



Activacioén de la cinasa ATM durante la respuesta de dafio al ADN

Debido a que ATM es la cinasa encargada de la fosforilacién de la histona
H2AX, procedimos a analizar su localizacion subcelular y niveles, utilizando
anticuerpos que identifican su forma fosforilada (pATM). Como se puede
observar en las Figuras 23 y 24, la sefal fluorescente de pATM se incremento

después del tratamiento con Doxorrubicina en ambos cultivos, WT y HGPS.

DAPI pPATM MERGE

Figura 23. La sefial nuclear de pATM se increment6 en los fibroblastos WT después del

tratamiento con Doxorrubicina (1 uM). Se muestran imagenes representativas de microscopia
confocal.
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Figura 24. La sefal nuclear de pATM se incrementé en los fibroblastos HGPS después del
tratamiento con Doxorrubicina. Se muestran imagenes representativas de microscopia confocal.
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Figura 25. El nivel de la cinasa ATM fosforilada es mayor en los fibroblastos HGPS. Los
cultivos WT y HGPS se trataron con Doxorrubicina y posteriormente se sometieron a ensayos de
inmunodeteccion en fase sélida.



Con la finalidad de analizar si el selinexor mejora la respuesta de dafio al ADN
en los fibroblastos HGPS, se llevd a cabo un tratamiento conjunto, donde
primero se trataron los cultivos WT y HGPS con selinexor durante 72 horas y
posteriormente se indujo dafio al ADN con Doxorrubicina. Como se observa
en las Figuras 26, 27 y 28, los focos de yYH2AX disminuyen en los fibroblastos
WT tratados previamente con selinexor, mientras que en el caso del cultivo
HGPS tratado con selinexor los focos de yH2AX aumentaron.
Consistentemente, el analisis de estos experimentos mediante
inmunodeteccion en fase sélida indican que el contenido de yH2AX disminuyo
en los fibroblastos WT tratados con selinexor, mientras que en los fibroblastos
HGPS tratados con selinexor el nivel de la histona fosforilada fue mayor
comparativamente (Fig. 29). Por lo que respecta a la cinasa ATM, la sefal
fluorescente que corresponde a la cinasa fosforilada se acumula en el nacleo.
pero esta localizacién subcelular no sufre algun cambio significativo por el

tratamiento con selinexor (Fig. 30-32),
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Figura 26 El tratamiento con selinexor disminuy6 la activacién de yH2AX en los
fibroblastos WT.
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Figura 27. El tratamiento con selinexor aumenté la activacion de yH2AX en los
fibroblastos HGPS.
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Figura 28. El selinexor tiene un efecto diferente sobre la activacion de yH2AX entre los
cultivos WT y HGPS.
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Figura 29. Evaluacion del contenido de yH2AX después del tratamiento con selinexor y
lainduccion de dafio al ADN con Doxorrubicina en los cultivos WT y HGPS.
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Figura 30. Localizacion subcelular de la cinasa ATM fosforilada (pATM) en los cultivos
WT tratados con selinexor previamente a la induccion de dafio al ADN con
Doxorrubicina.
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Figura 31. Localizacién subcelular de la cinasa ATM fosforilada (pATM) en los cultivos
HGPS tratados con selinexor previamente a la inducciéon de dafio al ADN con
Doxorrubicina.
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Discusién

Nuestro grupo de trabajo demostré previamente que el tratamiento de los
fibroblastos HGPS con selinexor mitiga diferentes marcas de senescencia
celular, incluyendo la morfologia nuclear aberrante la expansion nucleolar, la
pérdida de heterocromatina periférica y la disfuncion mitocondrial. Con la
finalidad de extender el analisis del efecto anti-senescente del selinexor en
este estudio analizamos si este farmaco regula la respuesta de dafio al ADN.
Previamente se demostré que esta respuesta celular estd comprometida en
los fibroblastos HGPS8, Se sabe que el reclutamiento de53BP1, Rad50 y
Rad51 hacia los sitios de dafio en el ADN sufre un retraso en los fibroblastos
HGPS, acumulandose cortes en el ADN 617, Estos autores demostraron que
el ensamblaje del aparato de respuesta al dafio al ADN se altera en el HGPS
debido al impacto negativo que causa la progerina sobre la heterocromatina.
Ademas, Cobb AM y colaboradores®’ reportaron que la progerina ocasiona
una pérdida de afinidad de 53BP1 por el complejo de reparacion MRN;
53BP1 determina el tipo de reparacion de dafio al ADN que se va a ejecutar.

Para analizar la respuesta de dafio al ADN utilizamos anticuerpos para
detectar diferentes componentes de este sistema, incluyendo la cinasa ATM y
la histona H2AX fosforiladas. Mientras que para inducir la repuesta de dafio al
ADN utilizamos el mutageno Doxorrubicina. Observamos que se activa yH2AX
como respuesta al tratamiento con Doxorrubicina en ambos cultivos (WT y
HGPS). No obstante, la respuesta de los fibroblastos HGPS fue mas débil,
como lo demuestra el nimero menor de focos de YH2AX y la reduccion de su
contenido, en comparacion con los fibroblastos WT. Asi mismo, ATM se activa
como respuesta a Doxorrubicina y se acumula en el nucleo. De manera
interesante, el tratamiento con selinexor previo a la induccion de dafio al ADN

con Doxorrubicina modifico la activacion de yH2AX. El numero de focos y



contenido de yH2AX fueron menores en los fibroblastos WT tratados con
selinexor, en comparacion con el cultivo no tratado. Por otra parte, los
fibroblastos HGPS tratados con este farmaco mostraron un incremento tanto
de los focos como de los niveles de yH2AX, en comparacion con el cultivo
HGPS no tratado. Postulamos que en las células WT la incubacion con
selinexor ayudo a que la respuesta de dafio al ADN se resolviera mas rapido
que en el cultivo WT no tratado. Por lo que respecta a los fibroblastos HGPS,
se sabe que el selinexor recupera la marca de heterocromatina H3K9me3,
marca esencial para una activacion optima de ATM3*; por lo que la respuesta
de dafio al ADN de los fibroblastos HGPS pudo ser méas robusta en presencia
del farmaco. En el mismo sentido, Chojnowski A y colaboradores®® reportaron
qgue la ganancia de heterocromatina esta asociada indirectamente con una
respuesta mas efectiva de dafio al ADN. Asi mismo el selinexor reduce las
especies reactivas de oxigeno presentes en los fibroblastos HGPS 8datos no
publicados), por lo que se espera que haya menos dafio oxidativo sobre el
ADN en los cultivos tratados. Finalmente, es importante resaltar que el
selinexor induce una caida en el nivel de la progerina por un mecanismo no
conocido aun, por lo que este hecho por si solo debe reflejarse en un alivio del
estrés celular y una mejoria general de la fisiologia de los fibroblastos HGPS,

incluyendo una mitigacion de la inestabilidad gendémica.

Es necesario profundizar nuestros estudios analizando otros componentes
del aparato de reparacion de dafio al ADN como 53BP1, ya que este sirve
como andamio para el anclaje de otras proteinas involucradas en la
reparacion del dafio al ADN, asi como analizar la estabilidad de los telomeros
en presencia del selinexor. Ya que el incremento de la fosforilacion de la
histona H2AX no indica directamente que exista una disminucion en el dafio
al ADN, se debe evaluar la integridad del ADN gendmico por medio de un

ensayo cometa en las diferentes condiciones experimentales.



Conclusiones

La administracion de Selinexor sobre los cultivos HGPS mejor6 la
respuesta de dafio al ADN, de acuerdo con la eficiente fosforilacion de
la histona H2AX (yH2AX).

La acumulacién nuclear de ATM mediada por selinexor en células

HGPS, implica una respuesta optima al dafio al ADN.
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