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Existen numerosas evidencias de que la enzima Poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1)
desempefia un importante papel en la modulacion de la expresion génica durante el
desarrollo y en respuesta a sefales celulares especificas, ejerciendo su accion a diferentes
niveles. PARP-1 pertenece a una familia de enzimas (PARP) que, usando NAD* como
sustrato, sintetizan y transfieren homopolimeros de ADP-ribosa en residuos de acido
glutdmico en proteinas aceptoras principalmente involucradas en la estabilidad de la
cromatina y en el metabolismo del DNA. La actividad de PARP-1, responsable de casi el
90% de la poli-ADP-ribosilacion en las células, podria modular la expresion génica a través
de la poli-ADP ribosilacién de otras proteinas o por asociacion fisica con proteinas

relevantes como son los factores de transcripcion.

En este trabajo nos hemos centrado en poner a punto un método cuantitativo de medida de
la actividad poli-ADP-ribosa polimerasa en células permeabilizadas utilizando *H-NAD"
como sustrato. Durante su caracterizacion, el método ha demostrado tener una buena
sensibilidad, precision, especificidad y exactitud. Una vez optimizado, dicho método se ha
empleado en el estudio de las reacciones de poli-ADP-ribosilacion mediadas por las

enzimas PARP en células del sistema inmune.

El estudio de la actividad PARP en timocitos procedentes de ratones deficientes para
PARP-1 (Parp-1") y de ratones Parp-2" frente a los timocitos procedentes de ratones no
modificados genéticamente pone de manifiesto que la actividad de poli-ADP-ribosilacién
mediada por PARP-2 no seria responsable de la mayor susceptibilidad a apoptosis
detectada en los timocitos de los ratones Parp-27/°, aunque el incremento significativo de la
actividad PARP en ausencia de PARP-2 si que podria, de alguna forma, afectar al fenotipo
observado. Dicho incremento de actividad nos sugiere también un efecto de PARP-2 en una

posible regulacion negativa de la actividad enzimatica de PARP-1.

Por otra parte los estudios de estimulacion de linfocitos T con PMA-+ionomicina y
anticuerpos anti-CD3 solos y en combinaciéon con anticuerpos anti-CD28, nos han
permitido demostrar la activacion de PARP en linfocitos T tras la respuesta a estimulos que

no producen dafio aparente en el DNA.



Sin duda alguna, la aplicacion de la metodologia optimizada en este trabajo puede ser de
gran ayuda en el campo de la investigacion de las reacciones de poli-ADP-ribosilacion y a

nivel clinico, si finalmente los ensayos clinicos con inhibidores de PARP en diferentes

patologias resultan de utilidad clinica.
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Introduccion

LA POLI-ADP-RIBOSA.

Mas de 40 afios después de su descubrimiento, la poli-ADP-ribosa (PAR) emerge como una
modificacion post translacional clave no so6lo en procesos fisiologicos como el
mantenimiento de la integridad del DNA o la regulacion de la transcripcion de genes, sino
también en el balance de vida/muerte celular en condiciones fisiopatoldgicas (Schreiber et
al., 2006), llegando, incluso, a ser considerada el tercer tipo de 4cido nucleico (D’ Amours

etal.,1999).

PAR es un homopolimero lineal o ramificado de tamafo variable, formado por la repeticion
de unidades de ADP-ribosa que se unen entre si mediante enlaces O-glicosidicos entre los
carbonos 1’’>2’. Las ramificaciones sobre la cadena lineal se producen mediante enlaces
O-glicosidicos 2”1 entre dos unidades de ribosa (Alvarez-Gonzalez y col., 1999; Kraus
y Lis, 2003). Presenta variabilidad tanto en su longitud (200 unidades de ADP-ribosa in
vitro) como en la extension de sus ramificaciones (aproximadamente 1 ramificacién cada
20-50 unidades de ADP-ribosa) (D’Amours et al., 1999), sin conocerse hasta el momento la
repercusion de dicha heterogenicidad en sus funciones. Cada residuo contiene un medio de
adenina capaz de unirse a bases o a hidrogenos, ademas de dos grupos fosfato con cargas
negativas (Amé et al., 2000), a través de los cuales interacciona intramolecularmente como
modificacion covalente especifica de lugar, como matriz de unién a proteinas o como

bloque estérico (D’ Amours, 1999).

Las enzimas responsables de la formacion de PAR, son las poli-ADP-ribosa polimerasas
(PARP) (Schreiber et al., 2006), las cuales forman el polimero a través de tres actividades
enzimaticas basicas (Alvarez-Gonzalez y col., 1999): (I) iniciacién o mono-ADP-
ribosilacion del sustrato: el primer mondémero de ADPr se une al grupo carboxilo de un
residuo aminoacidico mediante un enlace tipo éster (2) elongacion del polimero mediante la
incorporacion de las unidades de ADP-ribosa mediante enlaces O-glicosidicos 1722’, y
(3) ramificacion del mismo de forma irregular, por enlaces O-glicosidicos 2’21,
normalmente cada 20-50 unidades de ADPr en la cadena lineal (Alvarez-Gonzalez y col.,

1999; Kraus y Lis, 2003).
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El polimero de ADP-ribosa tiene una vida media corta, las cadenas sintetizadas en
respuesta a dafio en el DNA son degradadas en 1-2 minutos (Lindahl y col., 1995) mientras
que los polimeros existentes en condiciones fisioldgicas suelen presentar unas 7.7 horas de
vida media (D’Amours y col., 1999). La degradacion de PAR se inicia inmediatamente
después del inicio de su sintesis y finaliza minutos después del fin de ésta (D’Amours,
1999, Tulin and Spradling, 2003), indicando un nivel muy fino de regulacion. La
degradacion del polimero es llevada a cabo por dos enzimas diferentes, la poli-ADP-ribosa
glicohidrosilasa (PARG) y la ADP-ribosa liasa (ARL). PARG tiene actividad
exoglicosidasa y endoglicosidasa, responsables de la hidrolisis de los enlaces glicosidicos
tanto de los extremos como del interior del polimero (D’Amours y col., 1999; Amé y col.,
2000; Davidovic y col., 2001). La ADP-ribosa-liasa hidroliza el enlace éster entre la
proteina modificada y el primer mondémero de ADP-ribosa (D’Amours y col., 1999; Kraus
y Lis, 2003). Junto a la proteina nuclear PARG (110 kDa), se ha descrito una isoforma
mitocondrial mas corta de 65 kDa y otras isoformas de PARG menos habituales, cuyas
funciones y localizaciones en el citoplasma todavia no se conocen bien (Meyer-Ficca y col.,
2004). A pesar de que PARP-1 esta presente de 5 a 20 veces mas que la PARG, parece la
proporcion adecuada para mantener los niveles de pADPr en el nucleo celular (Alvarez-

Gonzalez, 1999, D’ Amours, 1999, Davidovic, 2001).

Recientes investigaciones han identificado una ruta de degradacion de pADPr alternativa
mediada por una proteina de 39 kDa que no tiene relacion estructural con PARG, ARH3
(ADP-ribosil arginina hidrolasa-3) pero que desempena la actividad de hidrolisis de PAR
(Okay col., 2006), confiriendo mayor complejidad al metabolismo de la poli-ADP-ribosa.

Los niveles constitutivos del polimero son relativamente bajos en células sin estimular, sin
embargo, al producirse dafo en el DNA, la actividad enzimatica sube, aumentando entre 10
y 500 veces con respecto a su nivel basal. La automodificacion resultante de la actividad
enzimatica regula la propia actividad catalitica de la enzima y su unioén al DNA. Se han
propuesto diferentes mecanismos que podrian explicar la regulacion de la actividad de
PARP, siendo el mejor caracterizado el modelo “shuttling” (D’ Amours y col., 1999). Este

modelo implica que, durante la automodificacion de PARP, la enzima va adquiriendo



Introduccion

gradualmente carga negativa de los grupos fosfato presentes en el polimero, de forma que
se crea una electro-repulsion entre PARP modificado y el DNA, produciendo la
inactivacion y disociacion de la proteina con el DNA. Posteriormente, las enzimas PARG y
ADP-ribosa-liasa hidrolizan el polimero presente en la enzima, permitiéndole estar
preparada para un nuevo ciclo de automodificacion en respuesta al dafo en el DNA. Este
modelo se ha demostrado durante la poli-ADP-ribosilaciéon de histonas y durante la

descondensacion de la cromatina (D’Amours y col., 1999).

En cuanto a las otras dianas de la poli-ADP-ribosilacion, se ha visto que presentan un
motivo de union que frecuentemente se solapa con un dominio funcional, lo que explicaria
que la poli-ADP-ribosa altere las propiedades funcionales de sus dianas (Schreiber et al.,
20006). Para el caso de proteinas como las histonas, p53, XRCC-1 se habla de un motivo de
unidn de 20 aminoacidos (aa) (Pleschke et al., 2000, Gagne et al., 2003). Recientemente se
ha visto un nuevo lugar de union, el “macrodominio” formado por 190 aa presente en

proteinas como macroH2A, o el doble macrodominio de PARP9 (Karras et al., 2005).

A la vista de las investigaciones realizadas parece que la produccién de poli-ADP-ribosa
responde varios propositos: (1) Contribucion a la relajacion de las fibras de cromatina,
aumentando el acceso a roturas en el DNA a través de la poli-ADP-ribosilacion de los
extremos N o C terminal de las histonas H1 y H2B o la interaccion selectiva de estas
proteinas con PARP-1 libre o unido a PAR (Poirier y col., 1982, Realini C.A. y col., 1992).
(2)Transmision de la extension del dafio en el DNA de manera que la célula prepara una
respuesta acorde a la severidad del dafio. (3) Reclutamiento de SSBR/BER en el lugar de la
lesion. Esta ultima comprobada por el hecho que la inhibicion de PARP inhibe el
reclutamiento de XRCC1 al lugar del dafio, y afecta al proceso de reparacion, mediado por

mecanismos SSBR/BER (Mortusewicz O. y col., 2007).

LA FAMILIA PARP.

La polimerizacion de ADP ribosa corre a cargo de las enzimas PARP, familia de 17

enzimas caracterizados por un dominio catalitico comun. El dominio PARP varia entre los
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miembros de la familia, de hecho el residuo catalitico (Glu 988 de PARP-1) se sustituye por
un residuo no conservado en miembros como TiPARP, PARP9/BAL1, PARP10, PARP13
y PARP16, cuestionando la actividad ribosiladora de estos enzimas. Hasta el momento
solo la enzima PARP-9/BAL1 es inactiva frente a tiPARP y PARP-10 con actividad
catalitica demostrada (Ma Q y col., 2001, Yu M y col., 2005, Aguiar R.C. y col., 2005). Es
pronto para concluir si dichas variaciones en los dominios son mutaciones o aportan

funciones especificas (Schreiber et al., 2006).
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Figura 1. Familia de PARP. Estructura de los dominios de los 17 miembros de la
superfamilia de PARP. La caracterizacion de la familia PARP se ha realizado utilizado el

dominio catalitico de PARP-1 para la busqueda exhaustiva de proteinas no redundantes en
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la base de datos del NCBI. Los dominios mas caracteristicos de los diferentes miembros de

la familia se representan con casillas de colores. Figura adaptada de Schreiber y

colaboradores (2006).

Atendiendo a funciones establecidas y dominios funcionales los miembros de la familia se

clasifican en:

« PARP DEPENDIENTE DE DNA.

PARP-1 y PARP-2 son los tnicos miembros de esta familia descritos hasta el momento con
actividad demostrada tras estimulacion in vivo e in vitro por roturas en las cadenas del
DNA (Menissier de Murcia y col., 2003; Ame y col., 1999, 2004; Schreiber y col., 2002),
por lo que se pueden considerar sensores moleculares del dafio en el DNA con funcion
reparadora. Parece claro que comparten funciones y proteinas diana, como por ejemplo la

vigilancia de la integridad de la heterocromatina.
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Figura 2. Estructura de PARP-1. FI y FII, dedos de zinc; NLS, sefial de localizacion
nuclear; HTH, hélice-giro-hélice;BRCT,BRCA like C terminus; LZ, cremallera de leucina.
También se indican sitios de corte de las caspazas-3, -7 y-8 y los posibles sitios de

interaccion con otras proteinas.
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PARP-1 (EC 2.4.2.30) es el fundador y miembro de la familia mejor conocido. Se trata de
una proteina nuclear de 113 kDa presente en la mayoria de células eucariotas y ausente en
levaduras (D’Amours y col., 1999), que fue descrita por primera vez hace mas de 40 afios

por Chambon y colaboradores (Chambon y col., 1963).

PARP-2 es una proteina nuclear de 62 kDa que fue descubierta hace pocos afios como
resultado de la presencia de una actividad de poli-ADP-ribosilacion residual tras dafio en el
DNA en fibroblastos embrionarios derivados de ratones deficientes en PARP-1 (Ame y
col., 1999). Realmente, la sospecha de la existencia de esta nueva enzima PARP fue
apoyada por el descubrimiento de un gen que codificaba un polipéptido de 72 kDa
relacionado con PARP en Arabidopsis thaliana (Lepiniec y col., 1995). Posteriormente, en
1998, se vio que tanto Arabidopsis thaliana como plantas de maiz, presentaban dos
proteinas PARP estructuralmente diferentes pero que con actividades de poli-ADP-ribosa
dependientes de DNA (Babiychuk y col., 1998, Mahajan y col., 1998). Seguidamente, una
actividad de poli-ADP-ribosilacion residual tras dafio en el DNA se observé en fibroblastos
embrionarios derivados de ratones deficientes en PARP-1 (Shieh y col., 1998), sugiriendo
que tanto en mamiferos como en plantas, estaba presente otro miembro de la familia PARP
distinto a PARP-1. Finalmente, en 1999, Am¢ y colaboradores clonaron el cDNA de este
nuevo miembro de la familia PARP (Ame y col., 1999).

o TANKIRASAS.

Las Tankirasas 1 y 2 se encuentran asociadas con las proteinas teloméricas (Smith y col.,
1998; Cook y col., 2002; Sbodio y col., 2002). Estas dos proteinas tienen alto grado de
homologia (superior al 85%) y so6lo difieren en el dominio amino terminal HPS. Las
tankirasas 1 y 2 interaccionan con las mismas proteinas (TRF1, IRAP, Glut4, Grb14, TAB
182 y NuMa.) y posiblemente tienen funciones que se solapan en la homeostasis del
telomero y en el trafico de vesiculas (en concreto en el transporte de glucosa) (Smith y de
Lange, 2000; Chang y col., 2005; Seimiya, 2006). Estas proteinas presentan multiples
localizaciones subcelulares: telomeros, poros nucleares, vesiculas de Golgi y material

pericentriolar durante la mitosis.
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e« PARPS TIPO CCCH.

Los PARPs tipo CCCH son 3: PARP-12, PARP-13 y tiPARP/ PARP-7. Comparten
estructuralmente una organizacion de dominios similar: estructura de dedos de zinc tipo
CX3-CX5-CX3, un dominio WWE (motivo de interaccion de proteinas que contiene
conservado dos residuos de triptéfano y un residuo de acido glutdmico) y un dominio

catalitico (Schreiber y col., 2006).

El gen de tiPARP (PARP-7) esta inducido por 2, 2, 7, 8, tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD). La sobreexpresion de tiPARP puede estar relacionada con el detrimento de ciertas

funciones neurologicas (comportamiento, aprendizaje y memoria) (Schreiber y col., 2006)

PARP-13 existe en dos isoformas que se diferencian en que una de ellas es mas corta
porque no posee el dominio PARP (ZAP) y han sido relacionadas con infeccion retroviral

(Gao y col., 2002).

La funcion de PARP-12 no se conoce hasta el momento pero se sabe que estd

estrechamente relacionada con PARP-13.

« MACROPARPS.

Constituyen este grupo las isoformas PARP-9/BAL1, PARP-14/BAL2/CoasSt6 y PARP-
15/BAL1, las cuales se caracterizan porque ademas del dominio catalitico PARP, poseen de
1 a 3 macro dominios. El macro dominio también estd presente en la variante de la histona
H2A que esta implicada en la inhibicion transcripcional e inactivacion del cromosoma X.
El macro dominio de PARP-9 pueden unir ADP-ribosa y PAR (Karras y col., 2005),
mientras que el macro dominio de macroH2A1.1 une O-actil-ADP-ribosa (Kustatscher y
col., 2005). Las tres isoformas de macroPARPs estan localizadas en la misma region del
cromosoma 3g21. Se piensa que actuan como cofactores de la transcripcion, y mientras que
PARP-9 parece tener una actividad inhibidora (Aguiar y col., 2005), PARP-14 activa a

STAT6, un activador de la transcripcion en células T estimuladas con interleukina-4
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(Goenka y col., 2006). También se ha visto que la sobreexpresion de PARP-9 promueve la

migracion de células B de linfoma (Aguiar y col., 2000).

e OTROS PARPS.

Dentro de este apartado se incluyen aquellos miembros de la familia PARP que no se han

podido clasificar dentro de las otras 4 subfamilias.

La proteina PARP-3 estd asociada con los centriolos hijos dentro de los centrosomas
(Augustin y col., 2003). Aunque su actividad es apenas detectable, se ha visto que interfiere
en la maduracion de los centriolos, en la fase G1-S del ciclo celular. PARP-3 interacciona
con PARP-1 en el centrosoma lo que sugiere una relaciéon entre los mecanismos de
supervivencia a través de la reparacion de dafo en el DNA y los puntos de control de la

fidelidad mitotica (Kanai y col., 2003).

La proteina vVPARP es la mas grande de la familia con un tamafio de 192.6 KDa. Esta
proteina se asocia con proteinas “vault” (boveda) y su funcion no estd bien definida, pero se
cree que participa en el transporte celular y que puede estar relacionada con la resistencia a
drogas en algunas lineas celulares (Kickhoefer y col., 1999; Scheffer y col., 2000; Liu y
col., 2004). vPARP esta localizada en el nicleo y asociada al huso mitotico durante la
mitosis. También, se ha visto que interacciona con TEPI1, una proteina asociada a la
telomerasa, (también presente en vaults) aunque la interrupcion del gen de TEP1 o/y
vPARP no altera la funcion del telémero. Los ratones PARP-4/VPARP ™ presentan unas
proteinas vault normales si bien son susceptibles de tumores inducidos en colon

reafirmando asi su papel en la respuesta a genotdxicos (Raval-Fernandes S y col., 2005).

La proteina PARP-10 est4 implicada en la regulacion de la cromatina (poli-ADP-ribosila la
histona H2A) y en la transformacion celular mediada por la proto-oncoproteina nucleolar c-
Myc, (en la que no necesita su actividad PARP) (Yu y col., 2005). Se encuentra localizado

en el citoplasma y en el ntcleo.

14



Introduccion

Hasta el momento, no se han encontrado dominios conocidos en PARP-6, PARP8, PARP-
11 y PARP-16 (excepto un dominio WWE en PARP-11), por tanto, ha sido imposible

especular sobre sus funciones.

PARP-1Y PARP-2.

Tal y como se indicé anteriormente, en 1999 se aislé un cDNA que codificaba una proteina
de 62kDa con gran homologia con el dominio catalitico del PARP-1. Dicha proteina fue
bautizada como PARP-2. La presencia de actividad catalitica en este nuevo enzima ha
hecho que tanto PARP-1 como PARP-2 hayan sido objeto de un amplio estudio por su

papel en la supervivencia y muerte celular, asi como en diversos procesos fisioldgicos.

o Estructura de PARP-1 y PARP-2.

PARP-1, estd compuesta por 1014 aminoéacidos divididos en seis dominios estructurales,
de los cuales solo cuatro estan perfectamente descritos funcionalmente. El dominio A,
dominio de unién al DNA (DBD, DNA Binding Domain) de 46 kDa, situado en el extremo
amino terminal (N), contiene dos estructuras de dedos de zinc (FI y FII) a través de los
cuales se produce la interaccion de PARP-1 con el DNA dafiado, estimulando su actividad
catalitica (Lindahl y col., 1995; Caldecott y col.,, 1996). Este dominio también estd
implicado en homo (Bauer y col., 1990; Schreiber y col., 2002) y heterodimerizacién con
otras proteinas nucleares incluyendo a PARP-2 (Schreiber y col., 2002). El dominio B,
donde se encuentra la secuencia de localizacion nuclear (NLS, Nuclear Localization
Sequence), por tanto, es el responsable de la localizacion nuclear de PARP-1. Ademas, este
dominio estd interrumpido por una secuencia aminoacidica DEVD reconocida por la
caspasa-3 y -7, y sobre la cual se realiza el corte proteolitico ejercido por estas enzimas en
la muerte celular apoptotica. Este proceso es uno de los eventos mas tempranos de la

apoptosis y es utilizado como marcador de dicha muerte celular (Kaufmann y col., 1993;

Lazebnik, 1994). Los dominios C y E, son los que estan peor descritos hasta el momento y
su funcion especifica es desconocida. El dominio C contiene los motivos HTH (Helix Turn

Helix), descritos como dominios de union entre proteinas y el DNA (Brennan y Mathews,
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1989; Gradwohl y col., 1990). Se ha sugerido que la estructura HTH podria mediar la unién
de PARP-1 al DNA intacto, aunque parece claro que esta union es ineficiente para inducir
la actividad catalitica de la enzima (D’Amours y col., 1999). El dominio D, dominio de
automodificacién de 22 kDa que contiene la mayoria de los residuos de acido glutdmico
involucrados en la automodificacion de PARP-1 por poli-ADP-ribosilacion. Ademas
contiene un motivo de cremallera de leucina (LZ, Leucine Zipper), responsable de
interacciones proteina—proteina en reacciones de homo y heterodimerizacion. Este dominio
también contiene un motivo BRCT (Breast cancer susceptibility protein C-terminus,
BRCA1 C-terminal) de 95 aminoacidos débilmente conservados, a través del cual PARP-1
podria interaccionar con diferentes proteinas, entre las que se incluyen los factores de
transcripcion NF-kB, Ying Yang 1 (YY1) y Oct-1, la enzima humana conjugadora de
ubiquitina hUBC9 (Nash y col., 1997; Masson y col., 1998), y otras enzimas asociadas con
el DNA y su reparacion como histonas, XRCC1 (X-Ray Repair Cross-Complementing 1)y
DNA polimerasa B (Nie y col., 1998; Griesenbeck y col., 1999) . El dominio F es el
dominio catalitico de 46 kDa localizado en el extremo carboxilo terminal (C) y responsable
de la actividad enzimatica de PARP-1 . Presenta una estructura terciaria formada por
lamina B-hélice o-loop-lamina B-hélice o, donde se une el NAD", similar a la de otras
mono-ADP-ribosil transferasas. Los aminoacidos que ocupan las posiciones 859-908 en
humanos, estan filogenéticamente bien conservados (100% en los vertebrados y un 92% en
todas las especies) (Kraus y Lis, 2003), y comprenden la denominada“firma de PARP-1”
mediante la cual se ha podido establecer una familia de proteinas PARP actualmente
formada por 17 miembros (Schreiber y col., 2006) (Ver apartado 1.1). Aunque la funcién
bioldgica de muchos de los miembros de la familia todavia no se conoce, es posible sugerir
que las reacciones de poli-ADP-ribosilacion pueden estar relacionadas con multiples

funciones en las células.

PARP-2 es una proteina de 559 aminodcidos que se divide en tres dominios basdndose en
su funcién bioquimica aunque hasta el momento, s6lo a dos de ellos se les ha podido

asignar una funcion especifica. El primer dominio, situado en el extremo amino terminal

(Nt), comprende aminoacidos del 1-65 y contiene el dominio de unién al DNA (DBD),

secuencias de localizacion nuclear (NLS) (Ame y col., 1999) y secuencias de localizacion
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nucleolar (NoLS), ademas de estar implicado en la interaccion con otras proteinas nucleares
como la proteina telomérica TRF2 (Dantzer y col., 2004) y el factor nucleolar B23 (Meder
y col., 2005). Este dominio no tiene homologia con ningin PARP descrito anteriormente y,
en lugar de contener estructuras de dedos de zinc como PARP-1 es rico en aminoacidos
basicos (27% lisina o arginina) (Ame y col., 1999). Sin embargo, presenta homologia con el
dominio SAP (Aravind y col., 2000) encontrado en varias proteinas nucleares como APE-1
y Ku70 implicadas en la organizacién cromosémica y en la reparacion del DNA. Ademas,
contiene un sitio de reconocimiento por caspasa-3 localizado en la secuencia aminoacidica

*DNRD®' (conservada en humanos y ratén), que separa el dominio DBD vy el dominio E

(Menissier de Murcia, 2003). El segundo dominio, dominio E (homologo al dominio E de
PARP-1) comprende los aminoacidos 65-198 y actia como un dominio de
automodificacién y heterodimerizacion (Schreiber y col., 2002). Ademas, este dominio
presenta dos sitios potenciales de reconocimiento por caspasa-8: ''°Leu-Glu-Asp-Asp'"”
(LEDD) y '™Leu-Gln-Met-Asp'®® (LQMD), los cuales estan conservados en humanos
(Benchoua y col., 2002). La secuencia aminoacidica LQMD marca la separacion entre el
dominio E y el tercer dominio y, se ha visto que esta secuencia es muy similar al sitio de
reconocimiento por caspasa-8 en la proteina pro-apoptotica Bid (Li y col., 1998). El tercer
dominio, dominio F (corresponde al dominio F en PARP-1) localizado en el extremo
carboxilo terminal (Ct), comprende los aminoéacidos del 199-559 y contiene el sitio
catalitico de la enzima que estd muy conservado: sitio donador de ADP-ribosas que
incluyen los aminoacidos 401-450 y sitio aceptor que incluye el glutamato catalitico en la
posicion 534, constituyendo la “firma de PARP” (Ame y col., 1999). Este dominio posee
una homologia del 69% con el dominio catalitico de PARP-1 (Amé y col., 2004), pero la
determinacion de la estructura tridimensional del fragmento catalitico de PARP-2 ha puesto
de manifiesto diferencias en la vecindad del sitio aceptor, lo cual podria reflejar diferencias

en las proteinas que son ADP-ribosiladas por las dos enzimas (Oliver y col., 2004).

e Actividad enzimatica de PARP-1 y PARP-2.

PARP-1 y PARP-2 se activan en respuesta al dafio en el DNA inducido por diferentes

agentes genotoxicos como la radiacion ionizante, agentes alquilantes o radicales libres,
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catalizando la reaccion de poli-ADP-ribosilacién de proteinas aceptoras. Para ello toma
NAD+ como sustrato, rompe el enlace glicosidico entre la nicotinamida y la ADPribosa, y
libera unidades de este azlicar que une covalentemente al grupo 7y carboxilo de los residuos
de glu de proteinas diana, incluyendo a ellas mismas (automodificacion, la mas frecuente,
con mas del 90% de PAR encontrado (Huletsky et al., 1989, D’Amours et al., 1999)),
histonas, factores de transcripcion y otras proteinas nucleares (heteromodificacion),
modificandolas de forma transitoria (de Murcia y Shall, 2000).La poli-ADP-ribosilacién
estd mediada principalmente por PARP-1, mientras que PARP-2 es responsable sé6lo del 5-
10% de la actividad total de PARP en extractos celulares estimulados por roturas en el
DNA (Amé y col., 1999, Schreiber y col., 2002). Estas proteinas se unen o bien a roturas
del DNA de cadena sencilla (PARP-1) o bien a gaps (PARP-1 y PARP-2) y son
enzimaticamente activadas, siendo la activacion para PARP-1, aproximadamente de 500
veces por encima de sus niveles basales (Oliver y col., 2004). En este sentido, tanto PARP-
1 como PARP-2 actuarian como moléculas de sefializacion a nivel nuclear. Recientemente,
se han obtenido evidencias de otros estimulos diferentes al dafio en el DNA tales como
hormonas esteroides, estrés e infeccion, que son también capaces de activar PARP-1 en
sitios especificos de los cromosomas (Tulin y Spradling, 2003; Gordon-Shaag y col., 2003).
Actualmente se ha demostrado que la poli-ADP-ribosilacién también actia en cascadas de
sefalizacion reguladas por kinasas (ERKs), que median procesos de crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular. Estos trabajos revelan una via alternativa de
activacion de PARP, la cual no implica uniéon o dafio al ADN (Cohen-Armon, 2007,

Cohen-Armon et al., 2007, Valdor et al., 2007)

La K., de la enzima por su sustrato, NAD", varia en funcién del tipo de estimulador del
dafio en el DNA y del estado de automodificacion de la enzima. Los valores de K, de
PARP-1 purificada varian desde 20 uM a 80 uM y la K¢, disminuye un 25% después del
primer minuto de reaccion, debido a la disminucion de la afinidad de PARP-1 por el DNA
(D’Amours y col., 1999). Estudios de la medida in vitro de la actividad catalitica de PARP-
1 humano y de PARP-2 murino, bajo las mismas condiciones cinéticas donde la unica
variable es el sustrato NAD", ponen de manifiesto que la afinidad de PARP-2 por NAD" es
2.6 veces menor que la de PARP-1 (se obtiene una K;;, de130 uM para PARP-2 frente a una
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Ky, de 50 uM para PARP-1), y que la actividad catalitica de PARP-2 es 18 veces menor que
la de PARP-1 (el radio de K¢./K,, de PARP-2 es 323 ST M frente a un radio 6000 S M™!
para PARP-1), un valor en consonancia con la actividad residual de 5-10% encontrada en
los extractos de células Parp-1-/- estimuladas por la rotura de DNA (Amé y col., 1999;
Schreiber y col., 2002).

El “reciclaje” y las sintesis “de novo” son las dos grandes vias de obtencion de NAD+ en el
organismo (Rongvaux et al., 2003). Existen varias rutas de recuperacion, una de ellas parte
de acido nicotinico que se convierte en acido nicotinico mononucle6tido (NaMN) (a través
de la ruta Preiss-Handler), acido nicotinico adenina dinucledtido (NaAD) y finalmente
NAD+. Otra emplea la nicotinamida como precursor, con nicotinamida mononucledtido
(NMN) de intermediario. La tercera ruta emplea la nicotinamida ribosa (NR) como
precursor de NAD+ conectandose a la ruta de recuperacion a través de nicotinamida
mononucledtido (NMN) (Bieganowski and Brenner, 2004). La ruta “de novo” parte del
triptéfano que pasa a 4cido quinolinico, conectandose a continuaciéon con la ruta de
recuperacion a través del NaMN. Parece claro que la disponibilidad de NAD+ afecta a las
funciones de los enzimas PARP. Estudios in vitro han demostrado que la concentracion de
NAD+ afecta a la longitud de PAR sintetizado por PARP-1 (Alvarez Gonzalez y Mendoza
Alvarez, 1995), ademas de a la regulacion de los efectos del enzima en la estructura de la

cromatina y en la transcripcion (Kim et al., 2004).

NAD+ sirve de sustrato en procesos celulares en lo que ADP-ribosa se transfiere a un
aminoacido (mono o pliadpribosilacion mediada por PARP) o a un grupo acetilo generando
2’-o0-acetil-ADPribosa, esta segunda reaccion ocurre durante la desacetilacion de residuos
de lisina, proceso mediado por SIRT. En la mayoria de los tejidos de mamiferos, la
nicotinamida producida en la hidrélisis de NAD+ mediada por el PARP-1 y el SIRT-1 es el
precursor mas relevante de NAD+ y por tanto el principal regulador de las funciones de
PARP-1 (Rongvaux et al., 2003). Se cree que PARPs y SIRT-1 pueden competir por un
pool comuin de NAD+ que podria estar comprometido en situaciones de dafio en el DNA

severo (Zhang, 2003).
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La nicotinamida se convierte en NMN a través de la NAMPT (nicotinamida
fosforribosiltransferasa). La producciéon de NAD+ a partir de NMN y ATP se cataliza por la
familia de NMN adenililtransferasas (Magni et al., 2004). Ya que los PARP son
fundamentalmente enzimas nucleares, necesitan una fuente de NAD+ nuclear. La forma
predominante de NMNAT en mamiferos es la NMNAT-1, proteina nuclear (Schweiger et
al., 2001). Aunque existen otras formas extranucleares parece claro que esta isoforma es
capaz de regular los procesos nucleares dependientes de NAD+. Faltan estudios para
relacionar PARP-1 con NMNAT-1 aunque estudios preliminares indican que se modulan el

uno al otro (Ruggieri et al., 1990; Schweiger et al., 2001).

HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE PARP-1 y PARP-2.

Desde su descubrimiento en 1963 por Chambon y colaboradores, la fisiologia y
fisiopatologia de PARP ha sido ampliamente estudiada, utilizando herramientas
farmacoldgicas y genéticas. Farmacos como la benzamida y la 3-aminobenzamida han
permitido ver la implicacién de estos enzimas en la reparacion del DNA, la supervivencia
celular, la expresion génica, la diferenciacion celular o la carcinogénesis. Posteriormente
estos descubrimientos han sido corroborados con el desarrollo de ratones deficientes en

PARP (Cosi y col., 2002).

e Inhibicion trans-dominante.

Es una de las primeras estrategias desarrollada para determinar el papel fisiologico de
PARP-1 en respuesta celular frente a agentes que dafian el DNA. Esta inhibicion consiste
en la sobreexpresion del dominio DBD de la proteina, de forma que impide la union de
PARP-1 al DNA por inhibicion competitiva. Esto parece no afectar al nivel enddgeno de
PARP-1 pero si a su activacion catalitica, disminuyendo los niveles del polimero hasta un
90% en cultivos celulares (Kiipper y col., 1995 y 1999; Schreiber y col., 1995). Aunque
esta estrategia se ha llevado a cabo tanto in vitro como in vivo, existe el inconveniente de
no poder controlar las interacciones que pueden producirse entre el fragmento DBD y otras

proteinas nucleares, y por tanto, sus posibles efectos bioldgicos (Aoufouchi y col., 1999).
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o Ratones deficientes en PARP.

La generacion de lineas de ratones deficientes en PARP-1 o PARP-2 (Parp-l'/ "o Parp-2'/ )
ha sido uno de los grandes avances en el estudio de la funcién bioldgica de estas proteinas.
Hasta el momento, se han generado tres lineas de ratones Parp-l'/ " frente a una unica linea
de ratones Parp-2"". Las lineas de ratones Parp-17" se han generado mediante insercion por
recombinacion homologa en el exon 2 (Wang y col., 1995), en el exén 4 (Ménissier de
Murcia y col., 1997) y en el ex6on 1 (Masutani y col., 1999a) de un casete del gen neo, de
resistencia al antibidtico neomicina, que carece del promotor y de la secuencia ATG
correspondiente a la metionina inicial y que tiene un codon de terminacion (TGA) y un sitio
sintético de poli-adenilacion. El fondo genético de los animales obtenidos es para cada
grupo: 129/Sv x C57BL/6, 129/Sv] x C57BL/6 y 129/SJ x ICR respectivamente. A pesar de
las diferencias en el fondo genético o en los puntos de interrupcion del gen Parp-1, las tres

lineas de ratones Parp-l'/ " presentan un fenotipo similar.

A partir de la interrupcion del gen Parp-1 ha sido posible el descubrimiento de la proteina
PARP-2 (Shieh y col., 1998; Ame y col., 1999), y por consiguiente, la interrupcion de su
gen. La linea de ratones Parp-2'/ " se ha generado mediante insercion por recombinacion
homologa en el exén 9 (en la posicidon correspondiente al residuo I»gs del gen parp-2) de un
casete del gen hygromycin que es un gen de resistencia a higromicina. El fondo genético de
la linea generada es 129/Sv x C57BL/6. Aunque existe una gran diferencia entre las
actividades enzimaticas de PARP-1 y PARP-2, los ratones deficientes en PARP-2

, L. . /-
presentan algunas caracteristicas de fenotipo comunes con los ratones Parp-1"".
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de los ratones Parp-l'/ i

Fenotipo Parp-1""

Referencias

Viables, fértiles

Wang y col., 1995
Menissier de Murcia y col., 1997
Masutani y col., 1999a

Afectada la capacidad de reparar el dafio en el DNA

Inestabilidad genémica frente a  estimulos
genotoxicos

Wang y col., 1995 y 1997
Menissier de Murcia y col., 1997
Trucco y col., 1998
Simbulan-Rosenthal y col., 1999a
Masutani y col., 1999*
Conde y col., 2001

Acumulacion G2/M

Inestabilidad cromosdmica dependiente del dafio en
el DNA no asociado a disfuncioén centromérica

Menissier de Murcia y col., 1997
Simbulan-Rosenthal y col., 1999a

Acortamiento de la longitud de los telomeros y alta
frecuencia de fusiones teloméricas y de roturas
cromosomas/cromatidas

Longitud normal de los teldomeros, baja frecuencia
de fusiones teloméricas y alta frecuencia de roturas
cromosomas/cromatidas

D’Adda di Fagagna y col., 1999
Samper y col., 2001

Proteccion frente a diabetes inducida por
estreptozotocina

Pieper y col., 1999a
Burkart y col.,1999
Masutani y col., 1999a
Gonzalez y col., 2002

Proteccion frente a artritis inducida por peroxinitrito

Szabo y col., 1998

Proteccion frente a Parkinson inducido por MPTP
Proteccion frente a isquemia cerebral focal

Mandir y col 1999

Eliasson y col 1997
Endres y col 1997
Tokime y col 1998

Nakajima y col 2005

Resistente a shock séptico inducido por LPS

Kiihnle y col., 1999
Oliver y col., 1999

Atenua la severidad de la pancreatitis aguda

Mota y col., 2005
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Tabla 2.Caracteristicas fenotipicas de células y ratones Parp-2'/ “frente a Parp-l'/ )

Funcién Fenotipo Parp-2" Fenotipo Parp-17 Refs.
Inestabilidad Hipersensibilidad a Hipersensibilidad a radiaciones Menissier, dM et al.,
gendmica radiaciones ionizantes (>2Gy) ionizantes (>2Gy) y agentes 2003

y agentes alquilantes alquilantes
Aumento de sensibilidad a Sensibilidad normal a bajas Chalmers, A et al.,
bajas dosis de radiacion dosis de radiacion (<2Gy) 2004
Repacion DNA  Reclutamiento de XRCC1 a No hay reclutamiento de Scheiber V et al.,2002;
SSB. Reparacion de SSB XRCCI1 a SSB. Reparacion de Trucco C et al., 1998;
retardada SSB retardada Fisher A. E. et al., 2007
Letalidad  embridnica en Letalidad embridnica en ratones Menissier, dM et al.,
ratones Parp-17Parp-2" Parp-17Parp-2" 2003
Letalidad  embridnica  en
ratones Parp-2”"Atm™ Letalidad embrionica en ratones  Menissier de Murcia J
Parp-2""Atm™ etal., 2001; Huber A et
Impedimento de al., 2004
reorganizacion TCR Vy a J, No hay efecto en el desarrollo de
timocitos Yélamos J et al., 2006
Integridad de la  Segregacion incorrecta de No determinada Menissier, dM et al.,
heterocromatina  cromosoma inducida 2003
centromérica espontaneamente y por dafio
en DNA
Estabilidad de Longitud normal de telomeros Longitud de telomeros normal.  Dantzer F et al., 2004;
telomeros y actividad de telomerasa No hay disfuncion espontanea de
normal pero aumento telomero.
espontaneo de la frecuencia de
telomeros sin extremos Aumento de la fusion extremo-  Goémez M et al., 2006
detectables extremo de cromosomas y
extremos de telomeros sin sefial
inducidos por dafio en DNA
Estabilidad de Inestabilidad de cromosoma X Estabilidad de cromosoma X en Menissier, dM et al.,
cromosoma X en hembras Parp-1"Parp-2”~  ratones Parp-17Parp-2"" 2003
Muerte celular Liberacion AIF mitocondrialy No hay liberacion de AIF  Moubarak R. S. et al.,
necrosis inducidos por dafio en inducida por dafio en DNA 2007

DNA.

No hay proteccion frente a
pancreatitis  inducida  por
ceruleina 'y  pancreatitis
asociada a dafio pulmonar.

Sobreexpresion de Noxa y
Puma en timocitos
CD4'CD8".Alta
susceptibilidad a apoptosis

Proteccion frente a pancreatitis
aguda inducida por ceruleina y
dafio pulmonar asociado

Desarrollo normal de timocitos

Mota R. A. et al., 2005

Yélamos J et al., 2006

Diferenciacion ~ Espermatogénesis dafiada Espermatogénesis normal Dantzer F et al., 2006
Adipogénesis dafiada No determinado Bai P etal.
Timopoyesis dafiada Timopoyesis normal Yélamos J et al., 2006

Inflamacién Efectos nulos o menores en Inflamacion sistémica reducida Mota R. A. et al., 2005;

inflamacion sistémica

Kofler J et al., 2006
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A partir de estos ratones se han obtenido lineas celulares inmortalizadas con las que se ha
podido estudiar a nivel celular las funciones fisiologicas de PARP-1 y de PARP-2. El tinico
inconveniente del estudio con ratones Parp-17" o Parp-2” es el no poder distinguir si los
resultados obtenidos son debidos a una pérdida de la proteina en si misma (con una
actividad estructural, arquitectonica, modulacién de otras proteinas mediante interaccion

fisica, etc) o debidos a una pérdida de la actividad enzimatica.

o Inhibidores farmacologicos de PARP.

El interés suscitado por los inhibidores farmacolégicos de PARP se debe a las multiples
posibilidades terapéuticas que ofrecen. Los inhibidores de PARP han sido propuestos para
restaurar la sensibilidad de tumores resistentes a agentes alquilantes como la temozolomida
(TMZ) o inhibidores de la topoisomerasa I, farmacos utilizados durante el tratamiento de
tumores como quimioterapia estandar (Tentori y col., 2005; Jagtap y Szabd, 2005). Otra
aplicacion potencial de estos inhibidores en el tratamiento del cancer es la relacionada con
la intensificacion de los efectos antitumorales de la radioterapia (Chalmers, 2004). Ademas,
proporcionan proteccion frente los efectos perjudiciales ejercidos por ciertas drogas
anticancerigenas, las cuales causan estrés oxidativo y por consiguiente, sobreactivacion de
PARP (Tentori y col., 2005). Por otra parte, estos inhibidores ejercen efectos de proteccion

frente a determinadas enfermedades agudas y cronicas en modelos de animales.

La mayoria de los inhibidores de PARP son activos en el centro catalitico del enzima y en
general actian como sustitutos del NAD+ de manera competitiva. En funcién de las
condiciones del ensayo, muchos inhibidores pueden actuar como inhibidores mixtos,
actuando como inhibidores competitivos en el lugar catalitico e inhibidores reversibles en el
complejo enzima-sustrato. (Cosi y col., 2002). Los nuevos inhibidos son en su mayoria de
tipo competitivo, sin embargo su selectividad por los distintos miembros de la familia esta

por determinar.
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A Inhibidores clasicos.

La mayoria de los inhibidores descritos act@ian sobre el dominio de unién a la
nicotinamida, comportindose como inhibidores competitivos. Entre los clasicos, la
nicotinamida, la 3-aminobenzamida y la benzamida han sido ampliamente utilizados por
no presentar toxicidad in vitro y presentar una buena tolerancia in vivo. Estas herramientas
han sido utilizadas para estudio del papel fisiologico del PARP y para conocer su utilidad
como coadyuvantes en la quimio y radioterapia, a pesar de ser compuestos relativamente
débiles y poco especificos, por lo que para conseguir un efecto adecuado se hace necesaria
la administracion de altas dosis (ICsy nicotinamida 210 uM, ICsy benzamida 22 uM, ICsg
3-AB = 33 uM) (Banasik y col., 1992; Szab6o y Dawson, 1998)). La busqueda de
inhibidores con mas potencia condujo a las dihidroisoquinolinas, con valores de ICsg

inferiores a 0.5 UM (Suto y col., 1991).

La nicotinamida es un inhibidor débil que a concentraciones milimolares interfiere en la
sintesis de NAD+ y sirve como sustrato para los enzimas metabolicos del NAD+. Pero la
administracion de este compuesto a nivel celular no siempre produce una accioén
inhibidora, con frecuencia estimula la ADP ribosilaciéon (Bredehorst y col., 1980) e
incluso actua con scavenger de radicales libres en algunos modelos experimentales

(Halliwell y col., 1985, Ledoux y col., 1988).

La benzamida presentada por Shall como inhibidor de PARP (Amstad y col., 1992) es un
analogo a la nicotinamida, sin anillo de nitrégeno y con solubilidad limitada en agua
debido a su estructura hidrofobica. Para superar esta limitacion se desarrollaron derivados
con sustituyentes polares en la posicion 3 del anillo. La presencia del grupo carbamilo en
la molécula era esencial para tener actividad. La introduccion de un anillo de nitrogeno
adicional era bien tolerada y la actividad descendia considerablemente o incluso
completamente tras la alquilacion o la reduccion del anillo de nitrogeno (Purnell y col.,
1980). Estos nuevos compuestos mantenian la actividad inhibidora mejorando la
solubilidad en agua. Se caracterizaron como inhibidores competitivos y 2 de ellos, 3-

amino y 3 metoxibenzamida, con una K; de menos de 2 uM (Cosi y col., 2002). Desde
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entonces estos compuestos han sido ampliamente utilizados para probar las funciones
fisiologicas de PARP, afiadiendo més informacion a la relacion estructura-actividad y a la

selectividad de los derivados de la benzamida.

La benzamida y 3-aminobenzamida en concentraciones cercanas a 5 mM inhiben el
metabolismo de la glucosa y la sintesis de DNA en células lipoideas (Milam y col., 1984),
inhiben débilmente las actividades de AMPc fosfodiesterasa, carboxipeptidasa A y

quimotripsina e inhiben la nicotinamida N-metiltransferasa.

Estudios cuantitativos que comparan la actividad inhibidora de la benzamida y sus
derivados contra PARP, mono(ADP-ribosa) transferasa y NAD+ glicohidrolasa in vitro,
indicaban que estos compuestos inhiben PARP selectivamente en concentraciones
micromolares. La benzamida era 3-4 ordenes de magnitud mas potente como inhibidor
que la mono ADP ribosa transferasa y la NAD-+glicohidrolasa. Sin embargo, para la
nicotinamida, 5-bromo-deoxiuridina o la teofilina se necesitaban concentraciones de 3 a 5

veces mas altas para conseguir el mismo nivel de inhibicion.

Las evidencias obtenidas a través de ratones y células K.O. PARP-1 son coherentes con
los resultados obtenidos utilizando inhibidores tipo benzamida y refuerzan la idea de que
la benzamida protege del dafio celular a través de la inhibicion selectiva de PARP-1 (Cosi

y col., 2002).

A partir de los derivados 3 sustituidos de las benzamidas, Suto y colaboradores (Suto y
col,, 1991) desarrollaron una serie de analogos rigidos, las dihidroisoquinolinonas y
demostraron que la orientacion del grupo carbamilo en la conformacién anti o sin era
crucial en facilitar interacciones puente de hidrégeno entre el inhibidor y el dominio de
unidn al NAD+. Las dihidroisoquinolinonas sustituidas en 5 con el grupo carboxamida en
posicion anti en el lugar activo, demostraron gran potencia in vitro con ICs, inferior a 0.5
UM. En esta linea se ha llegado a herramientas muy potentes en la ayuda a antitumorales

como PD128763 60 veces mas potente que la 3-AB (Sebolt-Leopold y Scavone, 1992).
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La 1,5-dihidroxiisoquinolina demostr6 ser un agente mas potente contra la neurotoxicidad
mediada por NMDA-NO, en concordancia con los resultados in vitro que la perfilaban
como un inhibidor més potente que la benzamida (Banasik y col., 1992). Sin embargo no
se vio correspondencia in vivo en varios estudios, viendo incluso menos efecto protector

contra neurotoxicidad inducida por MPTP (Cosi y col., 1996).

Los estudios desarrollados por Banasik (Banasik y col., 1992) evaluaron la influencia de
170 compuestos en la actividad de PARP ayudando a clarificar la relacion estructura
actividad: la presencia de un grupo carbamil NH2 no sustituido es esencial para la
actividad inhibidora, un grupo carbamil buen dador de electrones es importante para la
unidn del inhibidor al PARP a través del punto de union al NAD+ y esta capacidad se
puede aumentar por conjugacion con un anillo aromatico rico en electrones o un anillo
lactdmico o una imida. La orientacion del grupo carbamilo es crucial para falicitar las
uniones puente de hidrogeno entre inhibidor y dominio de union de NAD+ (Suto y col.,

1991, Liy col., 1992).

A Nuevos inhibidores de PARP.

Los descubrimientos anteriormente descritos y el mejor conocimiento del dominio
catalitico del PARP (Ruf y col., 1996) han permitido el desarrollo de nuevos inhibidores
de mayor potencia. Del grupo de isoquinolinas hay dos prototipos, la 3,4-dihidro-5-[4-(1-
piperidinil)butoxil]-1(2H)-isoquinolina (DPQ) y la 1,11b-dihidro-[2H]benzopirano[4,3,2-
delisoquinolin-3-ona (GPI-6150). Estos compuestos parecen ser Utiles en tratamiento de
patologias como el dafio tisular, muerte cerebral, isquemia cerebrovascular, enfermedades
neurodegenerativas, SIDA, diabetes o artritis. GPI-6150 ejerce un efecto protector
significativo a una dosis de 20-40 mg/kg en casos de derrames, dafio cerebral traumatico,
neurodegeneracion, shock circulatorio, diabetes mellitus y varias enfermedades
inflamatorias (LaPlaca y col., 2001; Mazzon y col., 2001; Mazzon y col., 2002a; Mazzon
y col., 2002b; Feng y LeBlanc, 2002; Zhang, 2002). El primero pertenece a un grupo de

compuestos que inhiben la actividad de PARP recombinante humano con ICsy de 0.056 a
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100 uM, el segundo es el prototipo de una serie de compuestos heterociclicos con ICsy de

0.046 a 5 uM. (Takahashi y col., 1999).

N-(6-0x0-5,6-dihidrofenantridin-2-il)-2-(N,N-dimetilamino)acetamida  (PJ34) es el
prototipo de una clase de nuevas fenantridinonas sustituidas con gran potencia inhibidora
(ICsp= 0.3-1 uM para inhibicion de PARP en timocitos). Parecen beneficiosas en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la produccion de mediadores de la
inflamacion y la muerte celular. Recientemente se ha visto que PJ34 protege a las neuronas
in vitro contra la deprivacién de glucosa y oxigeno y también se ha visto la proteccion
contra dafio isquémico cerebral al administrar PJ34 intravenosa bolus antes de oclusion
arterial (Abdelkarim y col., 2001). A una dosis de 3-30 mg/kg confiere proteccion en
modelos in vivo de derrames, infarto de miocardio, shock circulatorio, diabetes, colitis,

artritis, uveitis y fallo cronico en corazén (Jagtap y Szabd, 2005).

Los derivados 2-aril de 1H-benzimidazol-4-carboxamidas, son reconocidos como
inhibidores ttiles como coadyuvantes de agentes citotoxicos o radioterapia en terapia
antitumoral. De hecho, hay constancia de desarrollo preclinico de 2-aril-1H-benzimidazol-
4-carboxamida como agentes que modifican la resitencia a quimioterapicos en terapias

tumorales (13th International Symposium on ADP ribosilation, 2001).

El NU-1085 ( 2-(4-hidroxifenil)benzimidazol-4-carboxamida) y el NU-1025 (8-hidroxi-2-
metilquinazolin-4-(3H)ona) se ha visto que potencian la citotoxicidad de topotecan y

temozolomida en lineas celulares tumorales humanas. (Delaney y col., 2000).

Las series de indoles con grupo lactamico triciclicos son potentes inhibidores
(concentraciones nanomolares) con propiedades fisicas y caracteristicas in vivo favorables.
Estos nuevos compuesto son todos inhibidores de tipo mixto, actuando como inhibidores
competitivos en el lugar de uniéon al NAD+ y en el complejo NAD-enzima en un lugar
diferente al de union al NAD+ (13th International Symposium on ADP ribosilation, 2001).
La industria farmacéutica ha desarrollado derivados triciclicos con K; para inhibicion de

PARP de 0.7 a 1 nM, nuevos compuestos basados en ftalazinona con ICsy 30-100 nM para
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PARP-1, nuevos derivados de acido hidroximico insaturado y nuevos derivados de bis-
benzamidas. A pesar de que se ha mejorado la capacidad de inhibicion de PARP a través de
estos nuevos compuestos, muchos de los nuevos inhibidores presentan la limitacion de

escasa hidrosolubilidad haciendo su futura aplicacion in vivo limitada.

Recientemente Li y cololaboradores (Li y col., 2001) han descrito la sintesis de 5[H]-
fenantridin-6-onas con una hidrosolubilidad aceptable y ICso de 0.01 uM.

Los nuevos derivados de isoindolinonas estdn en estudio, parecen apropiados para el

tratamiento de dafios tisulares relacionados con la inflamacion y la reperfusion.

Nuevas piperazinas en fase de desarrollo parecen ttiles en el tratamiento de desordenes

relacionados con inflamacion, degeneracion neuronal y cancer.

A Inhibidores de PARP de dedos de cinc.

Propuestos por Kun y colaboradores (Bauer y col.,, 1990), estos inhibidores actian

selectivamente en uno de los dos dedos de cinc en el dominio de union al DNA.

Son compuestos C-nitroso-sustituidos derivados de la oxidacion de ligandos con grupos
amino. Estos compuesto oxidan uno de los dedos de cinc del PARP, resultando en una
inactivacion de la enzima sin afectar a las uniones de la enzima a DNA. Algunos de estos
compuestos como la 3-nitrosobenzamida, tienen actividad citostatica e inducen apoptosis
en células tumorales, ademas de inhibir infeccion por VIH-1 en linfocitos humanos (Rice y
col,, 1993). El compuesto iodo-nitrobenzamida (INO2BA)estd bajo investigacion por
Octamer para el tratamiento del cancer y del SIDA. Este compuesto ha sido probado in vivo
en monos mostrando buena tolerancia y sin efectos toxicos secundarios y ha sido aprobado

por la FDA para la administracion oral en Fase I en experimentos clinicos.
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A Inhibidores selectivos de PARP-2.

Aunque existe una alta homologia entre los dominios cataliticos de PARP-1 y PARP-2, y
probablemente muchos inhibidores afectan a las dos enzimas, se estan realizando progresos
para desarrollar inhibidores mas selectivos de las dos isoformas de PARP. Asi,
recientemente se ha desarrollado el compuesto FR261529, 2-(4-Clorofenil-) 5-
quinoxalinacarboxamida), que es un inhibidor que protege in vitro frente a dafio celular
inducido por ROS (especies reactivas de oxigeno) y frente a dafio dopaminérgico en
neuronas inducido por METH (Methamphetamine) en un modelo in vivo de Parkinson
(Iwashita y col., 2004), y es mas potente para PARP-2 que para PARP-1 (ICso=7 uM, ICsy
= 33 uM), indicando que la quinoxalinas y sus derivados serian la primera clase de
inhibidores que tienen algin grado de selectividad para PARP-2. Posteriormente, han sido
identificadas los derivados de las quinazolinonas y derivados de quinoxalinas como
inhibidores potentes y selectivos de PARP-1 y PARP-2, respectivamente (Iwashita y col.,
2005).

Tabla 3. Inhibidores de poli-ADP-ribosa polimerasas (Banasik y col., 1992, Cosi, 2002)

Compuesto 1Cso (UM)

Nicotinamida 210

Benzamida 22

3-AB 33

5-AIQ 12

NU1025 0.40
PD128763 <0.50
DPQ 1.90
TIQ-A 0.45
DIQ 0.39
GPI-6150 0.15
6(5H)-fenantridinona 0.30
2-nitro-6(5H)-fenantridinona 0.35
PJ34 0.02
4-amino-1,8-naftalimida 0.18
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FUNCIONES BIOLOGICAS DE PARP.

e Deteccion de daiio en el DNA y reparacion.

Tanto PARP-1 como PARP-2 desempefian un papel clave en la reparacion del DNA y el
mantenimiento de la integridad gendmica (Schreiber y col., 1995, Shall y de Murcia., 2000,
Smulson y col., 2000, Biirkle y col., 2001, Ziegler y Oei, 2001, Schreiber y col., 2002,
Meénissier de Murcia y col., 2003), si bien es cierto que con bajos niveles de dafio en el
DNA el PARP-1 actua como un factor de supervivencia implicado en la deteccion de dafo
y reparacion mientras que altos niveles de dafio hacen que PARP-1 promueva la muerte
celular (Biirkle 2001a). PARP-1 y PARP-2 son estimuladas por la presencia de roturas en el
DNA que proceden de la rotura directa del esqueleto azucar-fosfato o de la rotura de bases,
las cuales son reparadas por los procesos de reparacion de roturas de cadena sencilla
(SSBR, Single Strand Break Repair) o de reparacion por excision de bases (BER, Base
Excision Repair) respectivamente (Ame y col., 1999). Se ha demostrado que PARP-1 y
PARP-2 pueden heteromodificarse y dimerizarse in vitro reciprocamente (Meder y col.,
2005) y que interaccionan con las mismas proteinas nucleares implicadas en estos procesos
de reparacion, tales como XRCC1 (X-Ray Repair Cross-Complementing 1), B-polimerasa
de DNA, y la DNA ligasa III (Schreiber y col., 2002), sugiriendo que ambas proteinas

forman parte del mismo complejo de reparacion del DNA.

Las células deficientes en PARP-2 o en PARP-1 son altamente sensibles a agentes
genotoxicos y muestran un retraso en el reordenamiento SSB (Menissier de Murcia, 1997;
Schreiber y col., 2002). Por tanto, la ausencia de PARP-2 es tan dramatica como la de
PARP-1 aunque la actividad de PARP-2 sea 10 veces menor que la de PARP-1 en respuesta
al dafio en el DNA. Esto se podria explicar o bien porque en ausencia de cualquiera de los
dos PARPs no se forma el heterodimero PARP-1/PARP-2 necesario para la eficiencia del
proceso de reparacion, o bien porque intervienen separadas en pasos distintos del proceso
de SSBR/BER. Esta ultima hipoétesis, viene apoyada por el hecho de que, a diferencia de
PARP-1, PARP-2 no es requerida para el reclutamiento de XRCCI1 a los sitios del DNA
dafiados (Schreiber y col., 2002), ademas de que PARP-2 no reconoce roturas en el DNA
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de cadena sencilla como PARP-1 sino que reconoce gaps o estructuras flap, probablemente

por las diferencias en sus dominios de unién al DNA (Schreiber y col., 2006).

PARP-1 también esta implicado en la reparacion de danos de cadena doble (DSBR),
mediante el sistema de reparaciéon no homoéloga. PARP-1 poli-ADP-ribosila la proteina de
reparacion DNA-PK regulando su funcionamiento (Chalmers y col., 2004). El saber si
PARP-1, PARP-2 y PAR participan directamente en la reparacion de DSBs es una cuestion
abierta, aunque se especula que la descondensacion rapida y local de la cromatina en DSBs
(Roturas de cadena doble) podria ser atribuida a la produccion de PAR mediada localmente

por PARP-1 (Schreiber y col., 2006).

Otro mecanismo clave en la reparacion, es la capacidad de PARP-1 de modificar
transitoriamente a proteinas involucradas en la estructura de la cromatina, principalmente
histonas y las proteinas HMG (High Mobility Group), produciendo el relajamiento y
apertura de la cromatina y favoreciendo el acceso de determinadas proteinas implicadas en
la reparacion a los sitios del DNA dafiados (D"Amours y col., 1999). Recientes estudios
muestran como PARP-1 poli-ADP-ribosila preferentemente a la histona H1, mientras que

PARP-2 modifica preferentemente a la histona H2B (Schreiber y col., 2004).

Por tanto, los pasos implicados en el proceso de reparacion serian los siguientes: 1)
deteccion de la rotura de DNA por PARP-1; ii) traduccion y amplificacion de la sefial del
dafio: la poli-ADP-ribosilacion de las histonas H1 y H2B o la interaccion selectiva de estas
proteinas con PAR libre o unido a PARP contribuye a la relajacion de la fibra de cromatina
e incrementa el acceso de enzimas de reparacion a las roturas del DNA; iii) reclutamiento
de los factores SSBR/BER al sitio de la lesion; iv)la Polinucledtido kinasa (PNK),
estimulada por XRCCI, convierte los extremos del DNA en grupos 5’-fosfato y 3’-
hidroxilo. El tamafio del parche de reparacion estd controlado por PARP-2; v) la DNA
polimerasa 3 estimulada por PARP-1 rellena el hueco; vi) el paso de ligacion, que es

llevado a cabo por la DNA ligasa III, cuya estabilidad es controlada por XRCCI1.
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e Muerte celular.

PARP ha sido implicado en los dos principales mecanismos de la muerte celular: apoptosis

y necrosis, aunque la mayoria de estudios estan referidos principalmente a PARP-1.

La apoptosis, también llamada muerte celular programada, es un proceso bioldgico que
juega un papel esencial en el desarrollo precoz, la homeostasis celular, desérdenes
neurodegenerativos y en cancer. La apoptosis puede ocurrir en respuesta a estimulos tales
como el dafio genotdxico, la retirada de factores de crecimiento, o tras la activacion de
receptores especificos como CD95 o el receptor de TNF. Se caracteriza por cambios en la
membrana plasmatica (translocacion de fosfatidilserina de su cara interna a la externa),
reduccion celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA, hasta que,
finalmente, la célula se fragmenta en pequefias vesiculas que son degradadas por los

macrofagos circulantes sin llega a ser una amenaza para los tejidos y 6rganos de alrededor

(Oliver y col., 1999).

PARP-1 es uno de los primeros sustratos identificados de las caspasas (cysteine aspartyl-
especific proteases), las principales ejecutoras de la apoptosis. Se encuentran
constitutivamente expresadas en las células como pro-enzimas inactivas (zimogenos), y son
activadas por roturas proteoliticas (Cryns y Yuan, 1998, Thornberry y Lazebnik, 1998).
Durante la apoptosis, PARP-1 es cortada por las caspasas 3 y 7 en dos fragmentos de 89 y
24 kDa (Kaufmann y col., 1993, Tewari y col., 1995, Germain y col., 1999). Estas caspasas
reconocen la secuencia DEVD que se encuentra en la secuencia de localizacion nuclear
(Lazebnik y col., 1994), y rompen la enzima separando el dominio de union al DNA del
dominio catalitico, produciendo asi su inactivacion. Los fragmentos generados por la
accion de las caspasas contribuyen a la inactivacion de la enzima intacta, ya que inhiben su
homodimerizacion y su union al DNA (Kim y col., 2000a, b, D’Amours y col., 2001).
Segtin estos resultados, la existencia de esta retroinhibicion, sugiere que la rotura de PARP-
1 es vital para el apropiado funcionamiento de la maquinaria apoptotica, preservando la
energia celular necesaria para determinados pasos de la apoptosis que requieren ATP. Pero
se han obtenido resultados algo contradictorios en ratones deficientes en PARP-1 ya que

presentan patrones de desarrollo normal, lo que indicaria que PARP-1 no tiene un papel
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activo en apoptosis (Wang y col., 1995). La rotura de PARP-1 mediada por caspasas esta
bien documentada, pero poco es sabido sobre la posible rotura de PARP-2. Recientemente,
se ha visto que PARP-2 es cortada por la caspasa 8, considerada como una caspasa
iniciadora, responsable principal de la via extrinseca de apoptosis mediada por receptores
de muerte situados en la membrana celular. En la apoptosis de neuronas inducida por
isquemia, la caspasa-8 se transloca al nlicleo y rompe a PARP-2 en la secuencia LQMD de
forma similar a PARP-1, separando los dominios de union al DNA y el catalitico e
inactivando la enzima (Benchoua y col., 2002). Ademas, se ha visto que tras dafo
restaurado en el DNA, PARP-2 también es cortada por la caspasa-3 en la secuencia
aminoacidica “*DNRD®' dejandola inactiva, de manera que se evita la reparacion
innecesaria y se facilita la desintegracion nuclear durante la apoptosis (Menissier de Murcia

y col., 2003).

Datos recientes indican que PARP-1 también juega un papel central en la ruta de apoptosis
mediada por AIF (4poptosis Inducing Factor) que es independiente de caspasas (Yuy col.,
2002, Wang y col., 2003, Hong y col., 2004). La sintesis de PAR resultante de la activacion
de PARP-1 es necesaria para que AIF se transloque de la mitocondria al nucleo, donde
induce la fragmentacion a gran escala del DNA y la condensacion de la cromatina en la
periferia nuclear (Wang y col., 2002, Modjtahedi y col., 2006). El mecanismo exacto por el
cual la activacion de PARP dirige la liberacion de AIF no ha sido descrito. Apenas se
conoce la implicacion de PARP-2 en esta ruta, pero hay indicios para pensar que la
activacion de PARP-2 no induce la translocacion de AIF ya que en neuronas Parp-l'/ “no se

ha detectado translocacion de AIF (Yu y col., 2002).

La necrosis o muerte celular no programada, se diferencia de la apoptosis en la
desintegracion de la membrana plasmatica, dejando escapar el contenido celular a los
tejidos de su alrededor originando una respuesta inflamatoria. La concentracion de NAD" y
ATP celular son determinantes para que la muerte se produzca por uno u otro mecanismo,
especialmente en células sometidas a estrés oxidativo (Virdg y Szabo, 2002). En este
sentido PARP-1, como consumidor de NAD", ha sido descrito como un interruptor entre la
apoptosis y la necrosis. De esta forma, el estrés oxidativo originado en diferentes patologias

induce la sobreactivacion de PARP-1 que produce la deplecion de las reservas de NAD" y
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ATP, dando lugar a la disfuncioén y necrosis celular. Este mecanismo de muerte celular ha
sido asociado a diferentes patologias relacionadas con procesos inflamatorios e isquémicos

(Szabo y Dawson, 1998b; Pieper y col., 1999b; Virdg y Szabd, 2002).

Durante mucho tiempo, ha habido controversia sobre el papel de PARP en la sefializacion
producida por el dafio en el DNA, especialmente en la muerte celular inducida por el daio
en el DNA. En 2002, Virdg y Szabo propuso una teoria (Virdg y Szabo, 2002) basada en el
hecho de que las células que estan expuestas a agentes que danan el DNA pueden participar
en tres rutas dependiendo de la intensidad del estimulo. En la primera ruta, PARP activado
por estimulos moderadamente genotdxicos, facilita la reparacion del DNA, al menos
parcialmente por su interaccion con las enzimas de reparacion del DNA como XRCC1 y
DNA-PK. Como resultado, el dafio en el DNA es reparado y las células sobreviven. En la
segunda ruta, un dafo mas severo del DNA induce muerte celular por apoptosis,
eliminando las células con dafio en el DNA. En la tercera ruta, la sintesis de PAR por
PARP-1 en respuesta a un dano extenso en el DNA puede promover la muerte celular por
necrosis, que se produce como resultado de una deplecion de NAD+ y ATP celular y como
consecuencia de un fallo energético en la célula (Decker y Muller 2002, Bouchard y col.,
2003). Segtn esto, la inhibicion farmacologica o genética de PARP en células sometidas a
un dafio moderado o severo dirige a las células hacia la segunda ruta. En el primer caso,
esta inhibicién suprime la reparacion del DNA conduciendo a las células a morir por
apoptosis via p53, y en el segundo caso, preserva el ATP y las células mueren por apoptosis

en lugar de por necrosis.

El por qué el PARP-1 escoge apoptosis o necrosis en respuesta a un estimulo genotdxico
no esta claro, aunque se cree que el tipo y la duracion del estimulo junto con el tipo de
célula influyen (Virag y col., 2005). Ademas el pool de ATP celular influye ya que la
apoptosis depende de ATP, por tanto, aquellas células que se hayan quedado sin ATP por
una activacion de PARP-1 moriran por necrosis. Estudios recientes indican que el estado
metabolico celular es un factor determinante en coémo los niveles de ATP son afectados por

la activacion del PARP-1 (Zong y col., 2004, Ying y col., 2005).
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e Modulacion de la estructura de la cromatina.

El PARP-1 y PAR regulan la estructura de la cromatina independientemente de la presencia
o ausencia de dafio en el DNA. Existen estudios que muestran la influencia de PAR en la
regulacion epigenética de la estructura de la cromatina y la expresion génica en condiciones
fisiologicas en las que hay integridad en el DNA. (Slattery y col., 1983) Varios estudios
soportan la idea de que PARP-1 facilita la condensacion y descondensacion de la cromatina
dependiendo de la sefial fisioldgica. Por otra parte, dichos estudios demuestran que la
descondensacion y la activacion transcripcional requieren de la presencia de PAR (Mi
Young Kim y col., 2005). Parece que la apertura de la estructura de la cromatina ocurre en
la rotura del ADN gracias a la retirada de las histonas tras su poliADPribosilacion y tras su
asociacion no covalente con el PARP-1 poliADPribosilado (Poirier y col., 1982, Realini y

col., 1992).

PARP-1 es fundamental en la organizaciéon de los dominios de la cromatina. En D.
megalogaster se ha visto que PARP-1 es un factor esencial en la organizaciéon de la
cromatina durante todo el ciclo vital (Tulin y col., 2002). Existe una cooperacion entre
PARP-1, PARG vy la proteina SIR-2 que promueve el silencio de dominios especificos de
cromosomas. Sintesis locales de PAR abren la cromatina de manera temprana facilitando el
acceso de SIR2 a las histonas. PARG acude a reciclar las moléculas poliADPribosiladas y
regulando la funcion de SIR-2, controlando la localizacion subcelular de SIR-2 (Tulin y

col., 2006).

e Control de la transcripcion.

El papel de PARP-1 y PAR en la regulacion transcripcional de genes especificos se ha
demostrado en diferentes contextos fisioldgicos como ensayos de transcripcion in vitro,
ensayos de genes reporteros, RNAi y delecion génica in vivo (D’ Amours et al., 1999, Hassa
y Hottinger, 2002, Kraus y Lis, 2003). A partir de esto estudios se conocen dos mecanismos
a través de los que el PARP-1 regula la transcripcion: 1) la alteracion de la estructuras de la

cromatina a través de la modificacién de histonas y proteina HMGs, en donde PARP-1
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puede modificar mediante poli ADP-ribosilacion proteinas nucleares que forman parte de la
cromatina, generando una repulsion electrostatica entre el DNA y las proteinas, de manera
que la cromatina se relaja permitiendo el acceso del complejo de inicio de la transcripcion
al DNA, y ii) actuando como un activador o represor a través de la interaccion fisica con
factores de transcripcion y/o uniéndose a secuencias reguladoras o promotoras de distintos
genes (Schreiber y col., 2006). Determinados factores de transcripcion como TFIIF, TBP
(TATAbox binding protein), YY1, SP-1, NF-xB, p53, TEF-1 y en menor medida CREB son
sustratos de PARP-1 (Rawling y Alvarez-Gonzalez, 1997; Oei y col., 1998; Malanga y col.,
1998; Butler y Ordahl, 1999) puediendo ser poli ADP-ribosilados modificando asi su
capacidad de union al DNA. Ademas, se ha demostrado interacciones directas entre PARP-
1 y algunos factores de transcripcion como OCT-1, estabilizando y aumentando su union al
DNA (Nie y col., 1998), AP-1 (Andreone y col., 2003), AP-2 (Kannan y col., 1999), B-
MYB (Cervellera, 2000), E2F-1 (Simbulan-Rosenthal y col., 1999b), y NF-xB (Hassa y
col., 2001), de manera que se une a ellos, aumentando la activacion de estos factores.
PARP-1, también puede regular la transcripcion mediante la unién directa a ciertas
secuencias promotoras de genes como Reg (Akiyama y col., 2000) y Cxcll (Nirodi y col.,

2001).

Numerosos estudios han demostrado como PARP-1 tiene un efecto dual en la regulacion de
la transcripcion, comportdndose como un inhibidor o como un estimulador de la misma
(Simbulan-Rosenthal y col., 2000, Ha y col., 2002, Chiarugi, 2002, Kraus y Lis, 2003,
Carrillo y col., 2004).

La modulacion de la transcripcion de PARP-1 tiene generalmente efecto estimulante sobre
estos factores y cofactores sin necesidad de actividad PARP, es el caso de la estimulacion
de NF-kP (factor de transcripcion que regula genes de respuesta inflamatoria ¢ inmune)
aparentemente en ausencia de actividad PARP (Hassa y col, 2003, Oliver y col, 1999). Por
el contrario, la actividad PARP-1 es crucial en otros procesos de transcripcion como el
aumento de trasncripcion de los genes controlados por TEF1 en células musculares (Butler

y col., 1999).
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Coémo PARP-1 se puede activar en ausencia de rotura en DNA sigue siendo un punto a
estudiar. Se sabe por ejemplo que se activa en neuronas tras movilizaciéon de calcio
intracelular contribuyendo a la neuroproteccion (Visochek y col.,, 2005). En Aplysia
californica hay un aumento de actividad de PARP-1 durante le establecimiento de la
memoria a largo plazo, posiblemente para favorecer la transcripcion de los genes
implicados en el aprendizaje (Cohen Armon y col., 2004). Estructuras de DNA especiales
como burbujas, cruciformes, horquillas se consideran activadores potenciales (Lonskaya y
col., 2005, Pion y col., 2005). Alternativamente modificaciones post-transcripcionales de

PARP-1 pueden funcionar como inductores de actividad.

Otros miembros de la familia estdn relacionados con la regulacioén de la transcripcion sin
saber todavia si su actividad es necesaria. Es el caso del PARP-2 que interacciona con
factor de transcripcion del tiroides (TTF-1) y regula la expresion de la proteina B
surfactante en pulmones (Maeda y col., 2006). TTF1 es un factor de transcripciéon que
pertenece a la familia Nkx-2, que desempefla un papel critico en la morfogénesis,
diferenciacion celular del epitelio respiratorio, y en la expresion génica en pulmon,
regulando la expresion de genes que se expresan selectivamente en células del epitelio
respiratorio, incluyendo los genes que codifican las proteinas surfactantes-A, B, C y D
(Sftpa, Sftpb, Sftpc y Sftpd) (Whitsett y col., 1998). PARP-1 y PARP-2 muestran una
similar capacidad de co-activacion independiente de la actividad enzimadtica,
interaccionando con TTF-1 para activar la expresion del gen Sftpb pero no modifica la
expresion de Sftpa, Sftpc y Sftpd. Asi, se demuestra que PARP-1 y PARP-2 poseen papeles

potenciales de complementariedad en la transcripcion génica del epitelio respiratorio.

e El aparato mitético.

Se sabe que al menos 6 enzimas de la familia PARP tienen relacion con varios
componentes del aparato mitotico (Smith, 2001, Amé y col., 2004). PARP-1 y PARP-2 se
localizan en los centromeros (Earle y col., 2000, Saxena y col., 2002), mientras que PARP-
1, PARP-3 y tankirasas estdn asociados a centrosomas (Smith and Delarge, 1999, Kaminker

y col., 2001, Agustin y col., 2003, Kanai y col., 2004).
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La presencia de los enzimas PARP y PARG en el aparato mitdtico sugiere que la
regulacion del metabolismo de PAR interviene en el control de las funciones mitdticas.
Soportando esta idea esta el hecho de que la concentracion de PAR en la célula aumenta
draméaticamente en la metafase y la anafase-telofase mitdtica (Bakondi y col., 2002). Chang
y col (Chang y col., 2005) sugieren que esta alta concentracion de PAR estd implicada en el

ensamblaje y estructura del huso mitdtico, a pesar de no conocerse todavia el rol exacto.

e Control de la division celular.

Los centromeros son los lugares de formacion del cinetocoro y de sujecion de los
microtubulos que median la division fiel de las cromatidas hermanas durante la division
celular mitética (Choo, 1997). La localizacién subcelular de PARP-1 y PARP-2 en los
centromeros nos da una pista del posible papel fisiologico de la poli ADP-ribosilaciéon en la
regulacion de la division celular. La primera observacion importante fue que PARP-1 y
PARP-2 se encuentran localizados en los centromeros de mamiferos donde interaccionan
con las proteinas constitutivas del cinetocoro CENP-A, CENP-B y con la proteina
facultativa de control del huso mitético BUB3 durante la mitosis, y dicha interaccion esta
asociada con la actividad del centromero (Saxena y col., 2002a; Saxena y col., 2002b).
Ademas, estas tres proteinas centroméricas son aceptores de polimeros de ADP-ribosa tras
el dafio en el DNA (Saxena y col., 2002a). Por tanto, la poli ADP-ribosilacién de BUB3
tras y-irradiacion, implica a PARP-1 y a PARP-2 en el sistema de control del huso durante
el dano en el DNA, y la deteccion de poli-ADP-ribosilacion en al menos dos proteinas
constitutivas centroméricas, CENP-A y CENP-B, sugiere un posible mecanismo mediante
el cual PARP-1 y PARP-2 relajan las estructuras de la cromatina del centromero altamente

condensadas, permitiendo el acceso a las enzimas de reparacion del DNA al sitio dafiado.

Pero las localizaciones de PARP-1 y PARP-2 no se encuentran sincronizadas, mientras que
los niveles de PARP-2 son evidentes en los centromeros durante la prometafase, aumentan
durante la metafase, disminuyen en la anafase y llegan a ser indetectables en la telofase,
PARP-1 permanece en la cromatina condensada durante la metafase y la anafase temprana.
Esta asociacion dinamica de PARP-2 con los centromeros es semejante a la descrita para

las proteinas del control del ensamblaje del huso como son Z74W10, MAD1, MAD2,
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BUBI1, BUBR1 y BUB3 (Chen y col., 1996; Li y Benezra, 1996; Chen y col., 1998; Chen y
col., 1999; Jablonski y col., 1998; Martinez-Exposito y col., 1999), mostrando patrones
similares de distribucion del ciclo celular. Asimismo, BUB3 y PARP-2, tienen una
localizacién comun en la region mas externa del centrémero y ambas proteinas se acumulan
en el centrémero tras el tratamiento de drogas que detienen las células en mitosis, tales
como demecolcina y paclitaxel. Esto, plantea un papel de PARP-2 en la modulacion de la

actividad del control del huso, y por tanto en la transicion de la metafase a la anafase

(Saxenay col., 2002b).

Ademas, a diferencia de lo que ocurre en ratones Parp-17", la interrupcion del gen Parp-2 en
ratones provoca una mis-segregacion cromosomica dependiente de dafio en el DNA que
estd asociada con el cinetocoro defectuoso, lo cual indica que PARP-2 tiene una funcioén
crucial como guardidn de la integridad de la heterocromatina pericéntrica (Saxena y col.,

2002b).

Todos estos resultados, por un lado, indican posibles papeles diversos de PARP-1 y PARP-
2 en la modificacion de la estructura y en las funciones reguladoras del centrémero en
mamiferos, concretamente durante el dafio del DNA inducido por 7y- irradiacion. Por otro
lado, sugieren que PARP-1 y PARP-2 funcionan normalmente como heterodimeros y que
sus papeles podrian ser redundantes. Lo cual podria explicar la ausencia de un grave
fenotipo asociado al centréomero en ratones Parp-1"".

La asociacion PARP-1 y PARP-3 con centrosomas (Augustin y col., 2003) parece estar

relacionada con la division celular aunque su significado todavia no esta muy claro.

La poliADPribosilacion de la tankirasa 1 parece ser crucial en la formaciéon y
mantenimiento de “spindle bipolarity”. La actividad PARP de la tankirasa-1 parece ser

requerida para una separacion normal del telémero antes de la anafase.

Todos estos estudios indican la importancia del PAR y los enzimas PARP en la regulacion

de la segregacion cromosoémica.
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e Telomeros.

Los telomeros, regiones de DNA no codificantes ubicadas en los extremos de los
cromosomas de eucariotas, consisten en secuencias de DNA altamente conservadas,
repetidas en tandem (TTAGGG)n (varias kb en humanos y cientos de kb en ratones) que
protegen a los cromosomas y evitan que esas repeticiones sean reconocidas y procesadas
como roturas del DNA (Blackburn, 2001; de Lange, 2002). Han sido descritas varias
proteinas de union a las secuencias repetidas que son esenciales para la funcion de los
telomeros, tales como TRF1, un regulador negativo de la longitud telomérica (Van Steensel
y de Lange, 1997), y TRF2, que esta implicada en la formacion de una estructura en forma
de lazo llamada “T-loop” que impide su unidon a los extremos de otros cromosomas,
previniendo la fusion telomérica (van Steensel y col., 1998, Griffith y col., 1999). Los
telomeros sufren pérdidas progresivas de sus secuencias repetitivas durante cada division
celular, a menos que la telomerasa, una transcriptasa reversa especializada sintetiza las
secuencias repetitivas de los telomeros, estabilizando la longitud de los mismos (de Lange,

2002).

Trabajos realizados en células derivadas de ratones Parp-17" muestran un acortamiento en la
longitud de los telomeros y una alta frecuencia de fusiones teloméricas, dando lugar a una
inestabilidad cromosomica (d’Adda di Fagagna y col.,, 1999), mientras que estudios
posteriores, obtienen una longitud telomérica normal y una baja frecuencia de fusiones
teloméricas, probablemente como resultado del defecto de reparacion del DNA asociado a
la deficiencia de PARP-1 y no a una disfuncion telomérica (Samper y col., 2001). Sin
embargo, recientemente se ha visto que PARP-1, también interacciona con TRF2,
regulando su actividad de uniéon al DNA telomérico (Gomez y col., 2006). Estos autores
sugieren que tras dafio en el DNA, PARP-1 seria activado y reclutado a los telomeros
erosionados, donde catalizaria la poli ADP-ribosilacion de TRF2, disociandola de los
telomeros y permitiendo el acceso de proteinas de reparacion del DNA al sitio dafiado.
Ademas, la pérdida de la funciéon de PARP-1 conduce a una disfuncién telomérica y
anormalidades cromosdmicas en fibroblastos endoteliales murinos sometidos a agentes que

producen dafio en el DNA. Por tanto, PARP-1 estaria implicado en la proteccion de
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telomeros erosionados mediante la regulacion de TRF2, y por consiguiente, en la

estabilidad telomérica.

La posible participacion PARP-2 en el mantenimiento de la integridad genomica de los
teldmeros ha sido mostrada porque esta proteina interacciona fisicamente con TRF2 con
alta afinidad y regula negativamente su actividad de union al DNA telomérico. Esta
regulacion es llevada a cabo a través de dos vias: i) por heteromodificacion covalente de
TRF2, en la que se produce una repulsion electrostatica entre TRF2 y el DNA debido a los
polimeros de ADP-ribosa cargados negativamente presentes en TRF2, y ii) unién no
covalente del polimero de ADP-ribosa a TRF2, donde el polimero sintetizado por PARP-2
compite con el DNA telomérico por el sitio de union a TRF2, liberando la proteina
telomérica del DNA (Dantzer y col., 2004). La ausencia de PARP-2 en células derivadas de
ratones Parp-2'/' aunque no afecta ni a la longitud de los telémeros ni a su actividad,
presentan una alta frecuencia de roturas espontdneas en los cromosomas y en las
cromatidas, ademas de un incremento de terminaciones carentes de repeticiones T,AGs
(Dantzer y col., 2004). Por tanto, todos estos resultados sugieren un papel funcional de la

actividad de PARP-2 en el mantenimiento de la integridad telomérica.

FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DE PARP.

e Respuesta inflamatoria.

PARP-1 estd implicado en la fisiopatologia de la respuesta inflamatoria. Esto ha sido
demostrado por la resistencia de ratones deficientes en PARP-1, asi como ratones silvestres
tratados con inhibidores farmacoldgicos en procesos inflamatorios, como la diabetes
inducida por estreptocina, shock séptico inducido por LPS y dafio por isquemia/reperfusion
(Oliver y col., 1999, Burkat y col., 1999, Mabley y col., 2001, Virag y Szabd, 2002)
mientras que ratones con deplecion selectiva de la isoforma de 110 KDa PARG A2-3A2-3

muestran un aumento de susceptibilidad (Cortés y col., 2004).

PARP-1 estd implicado a varios niveles. Primero, PARP-1 funciona como co-activador de

los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, dando lugar a la sintesis de mediadores pro-
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inflamatorios (Hassa y col., 2003, Hassa y col., 2005). Ente ellos, la enzima inducible 6xido
nitrico sintetasa (iNOS) produce 6xido nitrico y posteriormente, peroxinitrilos y radicales
hidroxilos reactivos que, causan dafio en el DNA de la célula diana. A continuacion, el
resultado de la activacion de PARP-1 induce muerte celular independiente de caspasas, lo
que implica la liberacion de la flavoproteina AIF de la mitocondria (Yu y col., 2002,
Modjtahedi y col., 2006) donde induce la fragmentacién a gran escala del DNA y la
condensacion de la cromatina en la periferia nuclear (Wang y col., 2002, Modjtahedi y col.,
2006). Por ultimo, al no estar implicadas las caspasas en este proceso, tanto PARP-1 como
PARP-2 quedarian intactas para ser activadas por los fragmentos de DNA, causando
masivamente la sintesis de PAR, y deplecion de NAD" y ATP vy, en tltima instancia, la
muerte celular (Yu y col., 2002). Una sobreactivacion de PARP-1 similar que est4 asociada
con la liberacion de AIF, ha sido mostrado que tiene un importante papel en muerte celular
de miocardio y neuronas, terminando en isquemia y reperfusion (Jagtap y Szabo, 2005).
Los inhibidores de PARP o interrupcion genética de PARP-1 o PARP-2 en ratones impiden
estos efectos toxicos (Jagtap y Szabo, 2005). Estas investigaciones indican que PARP y
AIF serian potencialmente interesantes dianas terapéuticas en el tratamiento de muchos

desordenes inflamatorios, neuroldgicos y cardiacos.

Muy poco se sabe sobre el papel de PARP-2 en la respuesta inflamatoria. Solo dos estudios
han mostrado que la inhibicion de PARP-2 atenuta la inflamacion, en un modelo de colitis
créonica en el que se utiliza un oligonucledtido antisentido quimicamente modificado
denominado ISIS 110251 (Popoft'y col., 2002), y en un modelo de isquemia cerebral focal
utilizando ratones Parp-2"~ (Kofler y col., 2006). La reduccion selectiva de PARP-2 debido
a ISI 110251 en el modelo de colitis cronica, produce una disminucion de la secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias y de la actividad de iNOS, atenuando la inflamacion. Sin
embargo, el mecanismo por el cual la deficiencia de PARP-2 proporciona proteccion frente
a isquemia cerebral todavia no se conoce, pero se plantean tres hipotesis iniciales basadas
en lo que ocurre con PARP-1 (Kofler y col., 2006): i) La deplecion de NAD" y el consumo
masivo de ATP, ha sido propuesto como el principal mecanismo por el cual la
sobreactivacion de PARP-1 después de una isquemia y reperfusion lleva a la célula a la
deplecion energética y la muerte celular (D’ Amours y col., 1999, Endres y col., 1997). En

células Parp-2"" la actividad de PARP total es sélo reducida en un 10-15%, y se cuestiona si
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esta reduccion tan pequefia puede tener suficiente efecto sobre el estado de energia de la
célula. Después de una isquemia cerebral focal, los niveles de NAD" eran comparables en
ratones Parp-17" o animales tratados con un inhibidor especifico de PARP (Endres y col.,
1997), sugiriendo que la deplecion de PARP era debido principalmente a la activacion de
PARP-1, y no a las otras isoformas. Sin embargo, carecemos de la informacion de los
niveles de NAD" después de estimulos genotdxicos en células Parp-27". ii) Recientemente,
ha sido mostrado que la activacion de PARP-1 causa la translocacion de AIF y la activacion
de la ruta de apoptosis independiente de caspasas (Yu y col., 2002, Hong y col., 2004;
Komjati y col., 2004). La translocacion de AIF no es detectable en neuronas corticales
Parp-l'/ " (Yu y col, 2002) sugiriendo que la activacion de PARP-2 no induce la
translocacion de AIF. Sin embargo, no existen evidencias directas para descartar que la
neuroproteccion mediada por la deleccion PARP-2 implique la translocacion de AIF. iii) El
tercer mecanismo por el cual PARP-1 contribuye al dafio celular o isquemia es la
regulacion positiva de genes pro-inflamatorios mediante la co-activacion de NF-kB (Hassa
y Hottiger, 2002). A si mismo, un efecto anti-inflamatorio similar al que ocurre con el
tratamiento con ISIS 110251, podria contribuir a la neuroprotecciéon en ratones Parp-2"".
Sin embargo, otros estudios han puesto de manifiesto que los ratones Parp-2” muestran una
respuesta inflamatoria asociada a la pancreatitis aguda similar a la encontrada en los ratones
silvestres, mientras que los ratones Parp-l'/ " muestran una respuesta inflamatoria reducida

(Corral J. y col., 2005).

e Carcinogénesis.

La carcinogénesis es un proceso de multiples pasos que implica aberraciones en una gran
variedad de procesos celulares, incluido el mantenimiento gendémico, el control del ciclo
celular, la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular.( Mi Young Kim y col., 2005).
PARP-1 y la poli-ADP-ribosilacion han sido relacionados con todos estos procesos

(Masutani y col., 2003).

A pesar de que los ratones Parp-1 ™ no muestran propension al desarrollo de tumores de
forma espontédnea, si tienen un mayor indice de formacién tumoral en modelos cancerosos

transgénicos o inducidos quimicamente (Masutani y col., 2005), como es el caso de ratones
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tratados con agentes alquilantes (azoxymetano y N-nitrosobis(2-hidroxipropil)amina) en los
que se ha visto una mayor incidencia de tumores en colon e higado que en ratones Parp-1""
(Tsutsumi y col., 2001, Nozaki y col., 2003). Atn asi, la incidencia de tumores en respuesta
a otros agentes que dafian el DNA no difiere entre ratones Parp-17"y Parp-1 *~ ( Masutani
y col 2005), lo que sugiere que la naturaleza del dafio en DNA dicta la contribucién

especifica de PARP-1 en la prevencion del cancer.

Otros modelos de estudios en ratones sugieren importantes interacciones funcionales entre
PARP-1 y otros factores de mantenimiento gendémico en la prevencioén de carcinogénesis.
Ratones Parp-1 " con inmunodeficiencia combinada severa tiene mayor incidencia de
linfoma de células T (Morrison y col., 1997). La deplecion simultanea de PARP-1 y p53 ha
generado resultados dispares en 2 modelos de ratones. Tong y colaboradores (Tong y col.,
2001) mostraron que la deficiencia en en PARP-1 debida a la deleccion bialelica del exon 2
en el gen de PARP-1 acelera espontaneamente la formacién de tumores en ratones p53” en
comparacion con ratones Parp-17* p53”. En contraste, Conde y colaboradores(Conde y
col., 2001) mostraron que la deficiencia en la deleccion bialélica del exon 4 del gen de
Parp-1 aumenta la latencia en la formacion de tumores de ratones p53'/' en relacion con
ratones Parp-17" p53™. La razon de esta discordancia no estd clara, pero parece estar
relacionada con factores genéticos. Ambos estudios, estdn de acuerdo, sin embargo, que las
células de PARP-17" p53'/' muestran mas estabilidad genomica que PARP-1"* p53'/',

apuntando a una cooperacion entre p53 y PARP-1 en la integridad genomica.

De manera global, los datos indican que la funcion normal de PARP-1 es importante en la
prevencion del cancer en respuesta a dano en DNA. Parece que PARP-1 y PARP-2
cooperan con otros factores de mantenimiento de genoma para mantener la integridad y

prevenir la formacion espontdnea de tumores. (Mi Young Kim y col., 2005).

o Edad.

La acumulacién de dafios macromoleculares, especialmente dafio en el genoma esta
relacionado con el proceso de envejecimiento. Por la implicacion demostrada en la

respuesta celular a varios dafos en el genoma, PARP-1 y otros PARP han sido relacionados
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con la edad y la longevidad (Burkle y Beneke, 2004, Burkle y col., 2005). El primer estudio
a este respecto relacionaba la sintesis de PAR en células mononucleares sanguineas de
diferentes especies mamiferas con la longevidad de dichas especies (Grube y Burkle, 1992).
Estudios posteriores hablan de la importancia de la interaccion fisica y funcional de PARP-
1 con WRN, un miembro de la familia de las RecQ helicasas que forma parte del complejo
de replicacion de DNA en respuesta al daiio en DNA y en la prevencion de defectos
cromosodmicos y cancer (Lebel y col., 2003). Por otra parte, se ha visto que PARP-1 y otros
PARP, como las tankirasas o el PARP-2, intervienen en la longitud y estructuras del
telomero (Cook y col., 2002, Dantzer y col., 2004, Dynek y Smith, 2004; O’Connor y col.,
2004), cuyo mantenimiento del telomero es importante para la prevencion de la senescencia

(ver apartado 5.7).

e Funcion neuronal.

PARP-1 ha sido relacionado con la patologia neuronal y mas recientemente con la funcion
neuronal también. La mayoria de los estudios estan centrados en la necrosis inducida por
PARP-1 ante dafios neuronales, incluyendo exocitotoxicidad isquemia-reperfusion y
heridas traumaticas (Szabo y Dawson, 1998, Cole y Pérez Polo, 2004). Los dafios
neuronales liberan cantidades significativas de radicales libres derivados de oxigeno y
nitrogeno (superoxido, radicales hidroxilo, oxido nitrico) particularmente neurotdxicos
(Cole y Pérez Polo, 2004) que generan una reacciéon en cadena consistente en dafio en
DNA, activacion de PARP-1 y necrosis. La inhibicién quimica o deplecion genética de
PARP-1 en mamiferos bloquea estos efectos neurotdxicos (Mandir y col., 2000, Cole y

Pérez Polo, 2004).

En contraste la mutacion con pérdida de funcion de PARG en Drosophila promueve la
neurodegeneracion progresiva acortando la vida en animales adultos (Hanai y col., 2004).
Esto sugiere la importancia de PAR en el mantenimiento de la funcién neuronal normal.
Estudios recientes también sugieren la importancia de PARP-1 en el aprendizaje y memoria
(Satchell y col., 2003, Cohen-Armon y col.,, 2004). Los autores especulan sobre la
importancia de la poli-ADP-ribosilacion de proteinas nucleares regula la expresion génica

implicada en la memoria a largo plazo.
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PARP Y QUIMIOTERAPIA.

En la década de los ochenta, la 3-aminobenzamida demostré potenciar los efectos
citotoxicos del dimetilsulfato (Durkacz y col., 1980) en combinacion con la bleomicina en
carcinoma mamario de ascitos de Ehrlich (Kawamisu y col., 1982). Los inhibidores de
PARP parecen potenciar la actividad antiproliferativa de la temozolomida, las radiaciones
ionizantes, el irinotecan o el topotecan, tanto en cultivos de células humanas como en
xenotrasplante en ratones (Curtin NJ, 2005).Tras varias décadas de desarrollo, se ha llegado
a inhibidores mas potentes y con propiedades farmacocinéticas mas favorables, como el
AG14361 y su derivado AG014669, actualmente en fase Il de ensayos clinicos con la

temozolomida para tratamiento de melanomas malignos (Calabrese y col., 2004).

La potenciacion de los efectos citotoxicos de los anticancerigenos por inhibicion
farmacolégica de PARP-1 se observa igualmente en las células Parp-1 7 (Schreiber y col
2006). Aun asi, queda por dilucidar hasta qué punto la inhibicion de otros PARPs
contribuye a los efectos mencionados (Curtin NJ, 2005). En este sentido, nuevos
desarrollos apuntan a inhibidores especificos de PARP-5 como buenas dianas

anticancerigenas por su accion en la funcion de la telomerasa (Seimiya y col., 2005).

Los inhibidores de PARP muestran una gran potencia y selectividad en la muerte de células
deficientes en BRCA1 o BRCA2, relacionadas con el cancer de mama (Farmer y col., 2005,
Bryant y col.,, 2005). Asimismo la inhibicion de PARP sensibiliza a las células no
neoplésicas deficientes en BRCA-2, lo que permite pensar en los inhibidores de PARP
como un potencial tratamiento profilactico en mujeres heterocigéticas para el gen BRCA2

(Hay y col., 2005).

Los inhibidores de PARG no han sido estudiados en profundidad en combinacién con
agentes antineoplésicos. Existe una primera aproximacion, la combinacion de (N-bis-(3-
fenil-propil)-9-oxo-fluoreno-2,7-diamida) con temozolomida para el tratamiento de cancer
resistente a este ultimo farmaco (Tentori y col., 2005). Por tanto, PARG se perfila como

una nueva diana en quimioterapia.
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Por otra parte, se ha visto que ratas con dieta deficiente en niacina presentan valores de
NAD+ en médula 6sea claramente disminuidos, con la consiguiente reduccion de poli-
ADP-ribosa (Kirkland, 2003). Dichos animales presentan alta sensibilidad a la

etilnitrosourea, particularmente reflejada en la induccion de leucemias.

En contraste, ratas con altos niveles de niacina o nicotinamida en la dieta incrementan el
NAD+ y los niveles de poli-ADP-ribosa en ratas expuestas y no expuestas a
etilnitrosourea, con la particularidad de que en el segundo caso, la induccion de cancer por

etilnitrosourea es mas lenta (Kirkland, 2003).

A la vista de los resultados y ya que el NAD+ interviene en varios procesos fisiologicos, es
posible que los efectos preventivos de la niacina se deban a su influencia en las enzimas de

la ADP-ribosilaciéon y de otras reacciones dependientes de NAD+.

METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
PARP.

Se emplean métodos indirectos que, basandose en la cantidad de producto sintetizado o de

sustrato consumido, permiten obtener una estimacion de la actividad enzimatica de PARP.

La sintesis de PAR se puede determinar por western blot (Scheiber y col., 2002), o por
inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos especificos anti-PAR. Estas técnicas
son utiles para la monitorizacion cualitativa o semicuantitativa in situ de diferencias
significativas en la actividad enzimatica (Grube y col., 1991). Para estudios cuantitativos se
recurre a la determinacion de la incorporacion de sustrato. Para ello se emplea NAD+
marcado, bien con un radioisétopo como tritio (Grube y col., 1991, Muiras y col., 1998) o
fosforo-32 (www.trevigen.com) o bien con biotina (Zhang y col., 1993). En ambos casos el
PARP activado transforma el NAD en nicotinamida y ADP-ribosa marcada que se
polimeriza y se une a proteinas. En el caso de muestras radiactivas, la cuantificacion de la
incorporacion de polimero a las proteinas celulares se hard en centelleo liquido y en el caso

de la biotina, el producto se detecta con estreptavidina-peroxidasa.
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El método basado en NAD+ marcado con tritio se describid por primera vez por Althaus y
col, en el estudio de la repercusion del metilsulfonato y la luz ultravioleta en la actividad
PARP de hepatocitos murinos (Althaus y col., 1982). Posteriormente se ha aplicado en
otros estudios; dafio celular por oxidacion en macréfagos murinos y linfocitos humanos
(Schraufstatter y col., 1986), dafio celular por peroxinitrito en macrofagos y miocitos
murinos (Szabd y col., 1996), dafio celular por peroxinitrito en timocitos (Virdg y col.,
1998) o relacion longevidad-actividad de PARP (Muiras y col., 1998), en todos ellos, el

método parece adecuado para la determinacion de la actividad enzimatica de PARP.
Deteccion de eventos radiactivos. El centelleo liquido.

En el afio 1896 H Becquerel, estudiando la fluorescencia y los rayos X, descubre la
radiactividad natural. A partir de ahi, el matrimonio Curie centra sus investigaciones en la
busqueda de nuevas sustancias radiactivas, aislando el polonio a partir de la pechblenda.
Hoy se conocen aproximadamente 1850 nuclidos de los cuales, inicamente 280 son
estables. Aunque existen radionuclidos de origen natural como ***U, ***Th o '*C, la mayoria
tienen un origen artificial, generandose a partir del bombardeo de nucleos estables con

particulas como neutrones, protones, deuterones o particulas alfa.

La utilizacién de radioisétopos no solo tiene una aplicacion, mas que reconocida, en la
clinica diaria, sino también en la investigacion. Numerosos radioisotopos han sido
ampliamente utilizados en el estudio de rutas metabdlicas, biodistribucion o

farmacocinética.

La deteccion y cuantificacion de las sustancias radiactivas se basa en la interaccion de la
radiacion ionizante con los medios materiales, que tiene como consecuencia una
deposicion parcial o total de su energia en el medio, originando procesos de excitacion,
ionizacion o calor en la mayor parte de sustancias. A lo largo de los afios, y en paralelo
con el desarrollo cientifico y tecnologico se han implementado diversos sistemas de
deteccion aplicados a la medicina, la industria quimica o la investigacion basica, como en

el caso de los detectores de centelleo liquido.
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El contaje por centelleo liquido es una técnica analitica consistente en la incorporacion
uniforme de un analito radiomarcado a un medio liquido capaz de convertir la energia
cinética de las emisiones nucleares en luz. Su desarrollo comienza en los afios cincuenta
cuando Kallman (Kalman H, 1950) y Reynolds (Reynolds G T y col., 1950), de forma
independiente, describen el uso de un tubo fotomultiplicador para el recuento de emisores
radiactivos beta de baja energia en una matriz llamada disolucion de centelleo.
Actualmente es la técnica mas extendida para la medida de estos radioisotopos asi como

para medir emisiones de rayos X débiles, particulas alfa e incluso gamma de baja energia.

El detector. Fundamento del funcionamiento.

Un contador de centelleo liquido se compone de dos tubos fotomultiplicadores enfrentados
entre si y separados por un espacio en el que ird la muestra a analizar. Los eventos
detectados en coincidencia temporal por ambos fotomultiplicadores son procesados y

transformados en cpm ¢ dpm.

Previamente a la medicion, la muestra debe ser procesada en el interior de un vial con un
liquido centelleador. En general, el liquido centelleador estd compuesto de un disolvente y
dos o mas solutos centelladores. La funcion del disolvente es, ademas de disolver los
solutos centelleadores, facilitar la distribucion homogénea de la muestra en el centelleador
y transmitir su energia de excitacion al soluto. Los solutos transforman la energia en luz,

con longitud de onda adaptada a la sensibilidad del fotomultiplicador.

El elemento radiactivo de la muestra se desintegra emitiendo una particula beta negativa
que transfiere su energia cinética a la solucidon de centelleo, excitando sus moléculas.
Dichas moléculas emiten luz para desexcitarse y volver a su estado de reposo. Esta luz llega
al fotocatodo y se traduce en electrones que por efecto del tubo fotomultiplicador

amplifican la sefial eléctrica de origen, para, finalmente, convertirse en una sefal digital.
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Consideraciones en el analisis radioisotopico.
e Quench o extincion.

Se trata de una reduccion en la eficiencia de deteccion que se refleja no solo en una
disminucién en la eficiencia de recuento sino también en una degradacion del espectro
hacia zonas de bajas energias. Se distinguen tres tipos de quench , el fotonico, basado en la
pérdida de energia por transferencia incompleta de la misma de las particulas beta a las
moléculas de solvente, el quimico, debido a factores como el pH o la presencia de
moléculas que interfieren en el proceso, y el dptico que produce atenuacion en los fotones
generados. La extincion quimica absorbe las particulas beta antes de transformarse en

fotones mientras que el optico, actia sobre los fotones en el medio.

Debido a la trascendencia de este fendmeno en el analisis de una muestra, se hace necesaria
su correccion, normalmente mediante el método de patron externo, a través de una fuente

gamma externa incluida en el propio contador.

e Procesamiento de las muestras y eleccion de coctel de centelleo.

Las muestras se combinan con las soluciones centelleadoras segiin la composicion, el
estado y la polaridad de la muestra (Simon R Cherry y col., 2003). En ocasiones las
muestras marcadas no son liquidas o presentan una solubilidad limitada, incluso pueden
estar depositadas en papel de filtro que se resuspende en el coctel para el contaje. Las
posibles limitaciones de manipulacion y procesamiento de las muestras se superan con la
gran variedad de cocteles de centelleo existentes en el mercado, clasificados en dos grandes
grupos: los cécteles emulsificantes, también conocidos como acuosos y los organicos o
lipofilicos. Los disolventes tradicionales como el tolueno y el xileno han dado paso a
nuevas generaciones de disolventes como el diisopropilnaftaleno, el fenilxilitano o el 2,5-

difeniloxazola que permite el recuento de muestras acuosas con alta eficiencia de contaje.
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Hipotesis y objetivos

Numerosos estudios implican a PARP en diversos procesos patoldgicos, como el dafio por
isquemia-reperfusion, el shock séptico, cancer o enfermedades inflamatorias cronicas como
la artritis o la esclerosis multiple. Estudios preclinicos muestran que la modulacion
farmacoldgica de la actividad de PARP es una herramienta ttil como adyuvante en el
tratamiento de células tumorales con diferentes grados de sensibilidad a los antineoplasicos
de unién al DNA. Actualmente se estan desarrollando ensayos clinicos para valorar la
sinergia entre inhibidores de PARP y antineoplasicos en ciertos tumores. El estudio del
grado de activacion del enzima en estos y otros procesos ayudaria a conocer en mayor
profundidad no s6lo su comportamiento, sino los mecanismos fisiopatoldgicos en los que

esta implicado, contribuyendo asi al desarrollo de futuras terapias.

Los objetivos de este trabajo son:

1. Optimizacion de un método de medida radioisotdpico cuantitativo que
permita determinar in vitro la actividad enzimatica de PARP tanto en situaciones

basales como de estimulacion o inhibicion.

2. Determinacion, mediante dicho procedimiento, de la actividad enzimatica
de PARP en células del sistema inmune de ratones tanto normales como

modificados genéticamente para PARP-1 6 PARP-2.
3. Estudiar el grado de activacion de PARP en linfocitos T humanos, primarios

y procedentes de una linea celular T (Jurkat), en presencia de estimuladores e

inhibidores de la actividad enzimatica de PARP.
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Material y métodos

1. AISLAMIENTO DE POBLACIONES CELULARES DE RATON.

1.1. Ratones.

Se utilizaron ratones procedentes de Estrasburgo, Francia (cortesia del Dr. de Murcia), que
tienen inactivado mediante recombinacion homoéloga el gen Parp-1 (Parp-1"") (Ménissier-
de Murcia y col.,,1997), y ratones que tienen inactivado el gen Parp-2 (Parp-2")
(Ménissier-de Murcia y col., 2003). Los ratones recibidos son de la cepa 129Sv x C57BL/6.
Los ratones Parp-l'/ " se han cruzado en el laboratorio del Dr.Yélamos con ratones
C57BL/6]J, de forma que la descendencia al completo es heterocigota para Parp-1 (Parp-1""
), estos ratones se cruzan entre ellos (evitando cosanguinidad) y el 25% de la descendencia
aproximadamente es Parp-17". Esta camada, denominada F1, se vuelve a cruzar con ratones
C57BL/6J (Parp-l” ") repitiendo los cruces anteriormente descritos, hasta llegar a la camada
F5, y a partir de esta se considera que los ratones Parp-17" estan en un fondo genético
C57BL/6J. El mismo proceso se ha realizado con los ratones Parp-2"". De esta forma, todos
los ratones utilizados en estos experimentos se encuentran en fondo genético C57BL/6J.
Todos los ratones fueron genotipados y suministrados por la Unidad de Cirugia

Experimental del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca.

1.2. Obtencion de timocitos.

Los timocitos se obtuvieron de timos procedentes de ratones de edad comprendida entre 8
y 10 semanas. Se extrajo el timo de los ratones, previo sacrificio de los mismos en
atmosfera de CO,, y se procedid a su disgregacion, con el émbolo de una jeringuilla,
sobre tamiz de 100 um de tamafio de malla (BD Biosciences, Bedford, USA) ajustado a
la boca de un tubo de 50 ml (BD Biosciences), mantenido en hielo, hasta conseguir una
suspension celular en 10 ml de medio de cultivo RPMI 1640 frio (BioWhittaker, Veviers,
Bélgica). La suspension celular se hizo pasar por una pipeta Pasteur provista de filtro para
retener agregados celulares y a continuacion se centrifugd a 500 x g, durante 5 minutos, a
4°C en una centrifuga Eppendorf 5818 (Eppendorf GA, Hamburgo, Alemania) para

eliminar el sobrenadante. El boton celular se resuspendié en disolucion fria tampon
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fosfato (PBS) (Biomérieux, Marcy-I’Etoile, Francia) y se le efectu6é recuento celular. Se

mantuvo en hielo hasta su utilizacion.
1.3. Obtencion de esplenocitos totales.

Los esplenocitos se obtuvieron de bazos procedentes de ratones de edad comprendida entre
8 y 10 semanas. Se extrajo el bazo de los ratones, previo sacrificio de los mismos en
atmosfera de CO,, y se procedid a su disgregacion, con el émbolo de una jeringuilla, sobre
un tamiz de 100 um de tamafio de malla (BD Biosciences) ajustado a la boca de un tubo de
50 ml (BD Biosciences), mantenido en hielo, hasta conseguir una suspension celular en 10
ml de medio de cultivo RPMI 1640 frio (BioWhittaker). Tras la centrifugacion (Eppendorf
5810) a 500 x g, 5 minutos a 4° C y eliminacién del sobrenadante, se procedid a lisar los
hematies, resuspendiendo el boton celular en 1 ml de tampon de lisis (ACK,
BioWhittaker), durante 3 minutos, en hielo. Seguidamente, se resuspendi6 el boton celular
en 9 ml de una disolucion fria tampén fosfato (PBS) (Biomérieux) para restablecer la
osmolaridad y se hizo pasar por una pipeta Pasteur provista de filtro de fibra de nylon para
retener agregados celulares. A continuacion, se realizo el recuento celular y se mantuvieron

las muestras en hielo hasta su utilizacion.

1.4. Aislamiento de linfocitos T a partir de esplenocitos totales.

Para el aislamiento de linfocitos T se recurri6 a la utilizacion del kit “Pan T cell Isolation
Kit” (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se tomaron 25x10° células de la anterior suspension celular de esplenocitos
totales. Una vez centrifugada la muestra a 500 x g, a 4°C durante 10 minutos (Eppendorf
5810) se elimind el sobrenadante y se resuspendio el boton celular en 110 pl de PBS-S
(PBS1x/SBF 0’5%/EDTA 2mM) para aislamiento de linfocitos T. A continuacion, se
anadi6 a la suspension celular, mantenida a 4°C, 25 pl de de coctel de anticuerpos
biotinilados (anti-CD11b/Mac-1 (rat IgG2b), anti-CD45R/B220 (rat 1gG2a), anti-DX5 (rat
IgM) y anti-TER-119 (rat IgG2b)) agitando la mezcla. Tras 10 minutos de incubacion se
afadieron 75ul de PBS-S y 50 pl de Anti-Biotin Micro Beads (bolas magnéticas conjugadas

con un anticuerpo monoclonal (Bio3-18E7.2, IgG1 de ratdn) anti-biotina) prolongando la
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misma 15 minutos adicionales. A continuacidn, se lavd la suspension anterior dos veces,
con un volumen de PBS-S, 10-20 veces el inicial, y se centrifugé a 500 x g, a 4°C, durante
10 minutos, para eliminar el sobrenadante. Se resuspendi6 el boton celular en 500 pl de
PBS-S y se pasé por columna MS (Miltenyi Biotec) colocada sobre un separador
magnético MACS (Miltenyi Biotec) para recoger el volumen eluido en un criotubo
(fraccion de células no marcadas) que representa la fraccion de células T. Se volvid a eluir
la columna con 500 ul de PBS-S, 3 veces mas, recogiendo el volumen eluido. Todos los
reactivos utilizados durante la purificacion estaban a 4°C y las células constantemente en
hielo. El grado de pureza de las células obtenidas fue, en todos los casos, superior al 96%

determinada por citometria de flujo mediante marcadores propios de los linfocitos T.

1.5 Aislamiento de linfocitos B a partir de esplenocitos totales.

Para el aislamiento de linfocitos B a partir de esplenocitos totales se recurrié a la
utilizacion de anticuerpos monoclonales especificos acoplados a bolas magnéticas. Se
tomaron 25x10° células de la suspensién celular de esplenocitos totales. Una vez
centrifugada la muestra 5 minutos, a 4°C y 500 x g (Eppendorf 5810) se elimin6 el
sobrenadante y se resuspendio el boton celular con los anticuerpos anti-linfocitos B
(Imag anti-mouse CD 45R/B220 particles DM (RA3-6B2) de BD Biosciences), en la
proporcion de 50 pl de anticuerpos por 10 x 10° células. Tras incubacién a 4°C durante 30
minutos, se afiadieron 500 pl de buffer DPBS-S (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline,
Sigma, Sant Louis, Missouri, USA) frio por cada 10x10° células. Seguidamente, las
muestras se pusieron en contacto con el iman durante 6 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, se aspird el sobrenadante, se hicieron tres lavados con 1 ml de
DPBS-S vy, tras el ultimo, se resuspendieron las células en 1 ml de DPBS-S frio. A
continuacion se realizo el recuento de las mismas en hemocitdmetro de Neubauer y se

mantuvo la suspension en hielo hasta su utilizacion.
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2. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA.

2.1. Aislamiento de células mononucleares.

Las células mononucleares de sangre periférica humana se aislaron a partir de sangre
venosa heparinizada procedente de donantes adultos y sanos, mediante un gradiente de
densidad Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Para ello, unos
20 ml de sangre de cada extraccion, fueron diluidos con suero salino (NaCl al 0,9 %) (B
Braun, Melsungen, Alemania) y posteriormente, la sangre fue afiadida sobre un volumen de
ficoll (en proporcion 1:2), densidad 1.077 g/ml, en un tubo Falcon de fondo conico (Becton
Dickinson). Después de una centrifugacion a 500 x g en una centrifuga Eppendorf 5810
(Eppendorf) (sin aceleracion ni frenado), durante 30 minutos, a temperatura ambiente, se
obtuvieron cinco capas: la inferior que contenia los hematies, sobre ella una capa blanca de
leucocitos polimorfonucleares, la capa de ficoll, un anillo blanco de células mononucleares
y el plasma. La suspension mononuclear fue recogida cuidadosamente con una pipeta
Pasteur de plastico (Startdted) y posteriormente, se lavo con 10 ml de medio RPMI 1640
(BioWhittaker), centrifugando a 450 x g durante 5 minutos. Se repitieron dos lavados mas y

finalmente, el sedimento celular fue resuspendido en 2 ml de medio RPMI completo.

2.2. Purificacion de linfocitos T humanos.

La purificacion de linfocitos se efectud por un método de separacion de linfocitos T y B,
que utiliza la observacion empirica consistente en que los linfocitos B tienen la propiedad
de adherirse a la fibra de nylon, mientras que los linfocitos T no presentan dicha propiedad

(Danilovs J et al., 1980; Darke C and Dyer P, 1983).

Previamente al aislamiento de células mononucleares, se procedi6 a la preparacion de la
columna de filtracion y para ello, 300 mg de fibra de nylon (Fluka, Buchs, Suiza) se
colocaron en una jeringa de 10 ml, procurando que la columna quedase bien desilachada y
vaporosa (esta cantidad era suficiente para la separacion de 40 millones de células en 1 ml).
Posteriormente, la fibra se lavo alternativamente con 10 ml de HCl (Merk, Darmstadt,
Alemania) 0.2 N y 10 ml de agua destilada, vertiendo el liquido a chorro a través de la

jeringa. Esta operacion se repitid cinco veces hasta terminar con agua destilada.
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Seguidamente, la columna fue aclarada con 50 ml de medio RPMI y posteriormente con 10
ml de RPMI mas suero de ternera fetal (Gibco, Grand Island, NY, USA) al 40 %.
Finalmente, se hizo un ultimo lavado con medio RPMI incompleto, seguidamente se
rellend hasta que el medio super6 un poco el nivel de la fibra, se sellaron los extremos con
papel Parafilm y se incub6 a 37 °C durante 10 minutos, evitando el reseque o

contaminacion de la columna.

Una vez preparada la columna, se elimind el exceso de medio presionando la jeringa con el
embolo hasta 2,5 ml, se sell6 de nuevo el extremo inferior, se afadié la suspension de
linfocitos y se tapo el extremo superior para la incubacion de la columna a 37 °, durante 30

minutos.

Finalmente, se recuperaron las células no adherentes (principalmente linfocitos T),
manteniendo la columna vertical y pasando 10 ml de medio RPMI incompleto atemperado.
El grado de pureza de las células obtenidas se analiz6 mediante citometria de flujo tras la
tincion con anti-CD4-PE y anti-CD8-FITC, obteniendo una pureza del 80 % de las células

positivas para estos marcadores propios de linfocitos T.

2.3. Células Jurkat.

La linea celular Jurkat, linea tumoral de linfocitos T humanos, procedente de la coleccion
de cultivos americanos (ATCC, Manassas, VA), fue cultivada en medio RPMI completo, en
un incubador (Forma Scientific) a 37 °C y con una atmosfera del 5 % de CO,. Las células
fueron expandidas y mantenidas en frascos de cultivo de 175 c¢m” (Becton Dickinson), en
crecimiento exponencial de 3 x 10° células/ml de medio, evitando su sobre crecimiento. El
dia previo a la realizacion de experimentos de activacion, las células fueron mantenidas en
medio RPMI completo con FCS al 1%, reduciendo en lo posible, la activacion de las rutas

de senalizacion.
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3. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD Y RECUENTO CELULAR.

Se tomaron muestras de la suspension celular para comprobar al microscopio (Olympus CX
40, Olympus Optical Co Ltd, Tokio, Japén) la viabilidad celular mediante tincion con azul
Tripan (Sigma) Las células vivas se reconocen por su evidente refringencia, conservan
integra su membrana externa, mientras que si la membrana estd dafada, el colorante se

introduce en el citoplasma y se tifie de color azul.

La concentracion celular se calculd mediante recuento en hemocitometro de Neubauer.

4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PARP.

El daio o la rotura en las cadenas de ADN induce la activacion de PARP, que cataliza la
adicion de ADP-ribosa a determinadas proteinas nucleares utilizando NAD+ intracelular
como sustrato. Se ha determinado la actividad enzimatica de PARP en muestras celulares
a partir del consumo de NAD+ en situacion basal (actividad enzimatica de PARP
endogena), en presencia de agentes que provocan activacion celular y agentes que dafian
el ADN (actividad enzimatica de PARP inducida), en presencia o no de inhibidores de

PARP-1.
4.1. Activacion celular con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28.

Para la activacion con anti-CD3 y anti-CD28, fijamos, previamente, los anticuerpos en
pocillo de placa de cultivo de seis pocillos (Becton Dickinson). Se cubrio toda la
superficie de un pocillo con 1.5 ml de tampdn tris-CIH, 0.1 M, pH=8.2, de un segundo
pocillo con 1.5 ml de disolucién de anti-CD3 a una concentracion de 5 pg/ml en tampon
tris-CIH 0.1 M pH=8.2, y de un tercero con 1.5 ml de disolucion de anti-CD3 y anti-CD28
en tampon tris-CIH 0.1 M pH=8.2, a una concentracién de 5 pg/ ml cada uno de ellos. Se
incubaron durante dos horas a 37°C, se aspiraron los pocillos y se lavaron con DBPS

(Sigma) quedando el anticuerpo pegado a la placa.

A continuacion se afiadié una alicuota, con 3x10° células de la suspension de linfocitos T
procedentes del bazo de raton a estudiar en medio RPMI-S (BioWhittaker), a cada uno de

los tres pocillos anteriores. Uno como muestra de referencia, el segundo como muestra
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activada con anti-CD3 y el tercero como muestra activada con anti-CD3-+anti-CD28.
Previa agitacion en pocillo, se incub6 la placa a 37°C y 5% de CO,, durante el tiempo

prefijado en cada caso (Figura 3).

Finalizada la incubacion, se aspiraron las células de cada pocillo, se pasaron a tubos
eppendorf de 1.5 ml mantenidos en frio y se centrifugaron a 500 x g, a 4°C, durante 5
minutos. Una vez aspirado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 ml de
tampon DPBS-S (Sigma) y se mantuvieron a 4°C. Se reservaron 50 pl para recuento celular

en camara Neubauer.

2 horas 37°C t (prefijado) 37 °C
Pocillo 1 tampon 3x106 células
referencia
Pocillo 2 anti-CD3 3x106 células
activadas
Pocillo 3  anti-CD3+anti-CD28 3x108 células
activadas

Figura 3. Activacion en pocillo de placa de linfocitos T de bazo de ratéon con anti-CD3 y

con anti-CD3 y anti-CD28, a 37 ° C y 5% de CO,, a tiempos de incubacion variables.

4.2. Activacion celular con Ionomicina y PMA.

En pocillo de placa de cultivo de seis pocillos (Becton Dickinson), se incub6é una muestra
celular conteniendo 10° células en un mililitro de medio RPMI (BioWhittaker), a 37°C
durante 120 minutos, como referencia de la actividad enzimatica PARP en estas
condiciones. En paralelo, se incubaron en pocillo a 37°C muestras semejantes a las que se
afiadié posteriormente 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA, Sigma) e Ionomicina (en

forma de sal célcica, Sigma), a una concentracion final en pocillo de 10 pg/ml y 1 mg/ml
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respectivamente. La adicion se efectué a los 60 minutos del inicio de la incubacion (60

minutos de activacion), a los 90 minutos del inicio de la incubaciéon (30 minutos de

activacion) y a los 105 minutos del inicio de la incubacién (15 minutos de activacion), tal

como se representa en la figura 4. Como medida de la actividad inespecifica de PARP en

estas condiciones, tanto de la muestra de referencia como de las muestras activadas con

PMA + Ionomicina, duplicados de cada una de ellas se sometieron al proceso descrito

pero en presencia de inhibidores de la actividad de PARP a la concentracion adecuada del

mismo (Figura 4).

Finalizada la incubacion, se aspiraron las células de cada pocillo, se pasaron a tubos de

ensayo mantenidos en frio y se centrifugaron a 500 x g, a 4°C, durante 5 minutos. Una vez

aspirado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 ml de tampon DPBS-S y se

mantuvieron a 4°C. Se reservaron 50 Ul para recuento celular en camara Neubauer.

60" 37°C 60" 37°C
basal
inhibidor
inespecifica
PMA+I(15")
inhibidor PMA+|(15)
PMA+I (30)
inhibidor PMA+I(30') muestras
activadas
PMA+I (60)
inhibidor PMA+! (60)

Figura 4. Activacion celular con PMA+I, a distintos tiempos de incubacion en presencia o

no de inhibidores de la actividad enzimatica de PARP a la concentracion adecuada.
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4.3. Determinacion de la actividad enzimatica de PARP en muestras celulares

estimuladas con Ionomicina y PMA a concentraciones crecientes de inhibidor.

Se trabajo con muestras de la poblacion celular objeto de estudio, en una proporcion de
10° células en 1 ml de medio RPMI-S, por pocillo. Se incubaron las muestras a estudiar
durante 60 minutos a 37°C en presencia de PJ34 (N-(6-ox0-5,6-dihidro-fenantridin-2-il)-
N,N-dimetiacetamida HCl)(Alexis,Carlsbad, CA, USA) a concentraciones 0.3 uM, 3 uM
y 30 uM respectivamente y en presencia de ANI (4-amino-naftalimida)(Alexis) a
concentraciones 2.3 UM, 23 uM y 50 uM. Paralelamente se incubaron, sin inhibidor, dos

muestras una como control basal y otra como control de estimulacion.

Transcurrido este periodo de incubacion se afiadid, a las muestras con inhibidor y al
control positivo, PMA e Ionomicina para obtener una concentracion final en pocillo de 10
ug/ml y 1 mg/ml respectivamente, y se continud la incubacién durante 15 minutos. A la

muestra basal se afiadié un volumen igual de RPMI-S (Figura 5).

Finalizada la incubacion, se aspiraron las células de cada pocillo, se pasaron a tubos
mantenidos a 4°C y se centrifugaron a 1.500 x g, 5 minutos a 4°C. Una vez aspirado el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 ml DPBS-S, a 4°C. Se reservaron 50 pl

para recuento celular.
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60" 37°C 15" 37°C
basal
PMA+| control positivo

PJ34 0’3 uM PMA+|
Muestras activadas en

PJ34 3 uM PMA+ presencia de
concentraciones
crecientes de inhibidor

PJ34 30 uM PMA+|

ANI 2’3 uM PMA+|

ANI 23 uM PMA+| Muestras activadas en
presencia de
concentraciones

ANI 50 uM PMA+| crecientes de inhibidor

Figura 5. Determinacion de la actividad enzimatica de PARP en muestras celulares

estimuladas con PMA + Ionomicina en funcioén de la concentracion de inhibidor presente.

4.4. Determinacion de la actividad enzimatica de PARP en muestras celulares

estimuladas con perdxido de hidrégeno.

Como en la estimulacion con Ionomicina y PMA, se incub6, en pocillo de placa de
cultivo de seis pocillos (Becton Dickinson), una muestra celular conteniendo 10° células
en un mililitro de medio RPMI (BioWhittaker), a 37°C durante 120 minutos, como
referencia de la actividad enzimatica PARP en estas condiciones. En paralelo,
simultdneamente, se incubd en pocillo a 37°C una muestra semejante a la que se afiadid
peroxido de hidrogeno a una concentracion final 1 mM. La adicion se efectud a los 105

minutos del inicio de la incubacién (15 minutos de activacion).
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Finalizada la incubacion, se aspiraron las células de cada pocillo, se pasaron a tubos de
ensayo mantenidos en frio y se centrifugaron a 500 x g, a 4°C, durante 5 minutos. Una vez
aspirado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 ml de tampon DPBS-S y se

mantuvieron a 4°C.
4.5. Permeabilizacion de las muestras celulares.

Para la permeabilizacion celular previa a la medida de la actividad enzimatica de PARP, se
sigui6 una modificacién del método descrito por ML Muiras y col. (Muiras ML y col.,

1998).

Se centrifugd la suspension celular deseada a 500 x g durante 5 min a 4°C (Eppendorf
5810). El boton celular resultante se resuspendio en tampdn hipotonico de permeabilizacion
frio (10mM Tris-HCI pH=7.8, ImM EDTA, 4 mM MgCl,, 30 mM de 2-mercaptoetanol;
Sigma) suplementado con digitonina (Sigma, concentracion final 0.015% (w/v)) a una
densidad de 3x10° células/100 ul de tampon. Tras incubacion en hielo durante 1 minuto, se
anadieron 4 ml de tampdn de permeabilizacion a cada muestra, que se centrifugd a 3.000 x
g, durante 10 minutos a 4°C (Eppendorf 5810) para, finalmente, resuspender de nuevo el

boton celular en tampén hipoténico a una densidad de 10° células/ 53 pl de tampén.

4.6. Medida de la actividad enzimatica de PARP en células permeabilizadas.

Para la determinacion de la actividad enzimatica basal de PARP, a cada alicuota de 53 pul de
la suspension celular permeabilizada (10° células), por duplicado, mantenida en hielo, se le
afiadieron 34 pul de la mezcla de reaccion (Tris HC1 100 mM pH=7.8, Sigma, NAD+ ImM
Sigma, CLMg 120 mM Sigma, 8.5 kBq de *H-NAD American Radiolabeled Chemicals
Inc., St.Louis,Missouri, USA) y 13 ul de buffer de permeabilizacion hasta completar un
volumen final de reaccion de 100 pl. Paralelamente, se prepararon duplicados del control
positivo (Enzima PARP, Trevigén, Gaihersburg MD, USA), negativo y NSB (actividad no

especifica) tal como se describe en la tabla 4.
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Tabla 4. Proporcion de los diferentes componentes utilizados para la medida enzimatica de

PARP en muestras permeabilizadas.

Control Control
Componentes » . NSB Muestras
positivo negativo
Mezcla de reaccion (ul) 34 34 34 34
Buffer permeabilizacidn(pl) 61 66 8 13
Inhibidor de PARP () - - 5
PARP (ul) 5 - -
Células permeabilizadas (ul) - - 53 53

A continuacion, tras homogenizacion por agitacion, se procedid a la incubaciéon a 37°C
durante 10 minutos. Para frenar la reaccion, se sumergieron las muestras en hielo y se les
anadid, a cada una de ellas, 40 ul de &cido tricloroacético TCA (Panreac, Barcelona,
Espafia) al 50% (p/v), frio. Tras incubar a 4°C durante 3 horas, las muestras se
centrifugaron a 13.000 x g durante 10 minutos (Eppendorf 5415R) y se lavo el boton
celular resultante tres veces, con 1 ml de TCA al 5% frio. Tras eliminar el sobrenadante, se
afiadieron 500 pl de dodecil sulfato sodico (Sigma) al 2% en NaOH 0.1N (Sigma); después

de agitar se dejo incubar durante la noche a 37 °C.

Las muestras se transfirieron a tubos de centelleo (Pony vial, PerkinElmer), se les
afnadieron 4 ml de coctel de centelleo (Optiphase Hisafe I1I, Perkin Elmer, Wallac, Turku,

Finlandia) a cada una y se homogenizaron por agitacion.

Para la medida de la actividad enzimatica de PARP en muestras celulares activadas antes de
su permeabilizacion (anti-CD3, anti-CD28, PMA e lonomicina, H,0O;), sometidas o no a la
accion de inhibidores de PARP, se mantuvieron los componentes y las proporciones

recogidas en la tabla 4.

Para determinar la capacidad de activacion de PARP celular en presencia de un primer
con secuencia palindromica, capaz de activar PARP (Grube K. Y col., 1991)
(oligonucleodtido 5°-GGAATTCC-3’, Genset, Paris, Francia), se sustituyeron los 13 ul de

buffer de permeabilizacion afiadidos a las muestras celulares por 13 pl de CINa 15 mM
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conteniendo 2.5 ug de “primer”, para conseguir una concentracion final de 25 pl/ml en

este ultimo.

Para determinar la capacidad de activacion de PARP celular en presencia de DNA activado
(DNA activado con 1 mg/ml de nucleasas de salmoén; Trevigén # 4667-50-06), se anadieron
10pg de dicho DNA a los 13 pul de buffer de permeabilizacion adicionados a las muestras

celulares.

En estos dos ultimos casos se mantuvieron las mismas proporciones de la suspension
celular permeabilizada 53 pl y de la mezcla de reaccion 34 pl (Tris HC1 100 mM pH=7.8
Sigma, NAD+ 1 mM Sigma, CLbMg 120 mM Sigma, 8.5 kBq de *H-NAD American

Radiolabeled Chemicals Inc.) para obtener 100 pl de volumen final de reaccion.

5. CARACTERISTICAS DEL PROCEDIMIENTO DE MEDIDA.

El procedimiento de medida descrito es un método indirecto en el que no se mide un analito
concreto sino la actividad catalitica de una enzima en funcion del consumo de sustrato
radiactivo expresado en cpm, no en unidades de concentracién propiamente dichas. Esta
peculiaridad nos impide disponer de patrones semejantes a la muestra analizada que nos
sirvan como estandares. Por ello, sus caracteristicas no son cuantificables de forma similar
a un procedimiento analitico convencional lo que nos ha obligado a adaptar la metodologia

establecida para el calculo de las mismas.

5.1. Limite de deteccion.

Se entiende como la cantidad més pequefia de analito distinguible del cero de
concentracion; en nuestro caso, actividad enzimatica. Se establece como tres veces la

desviacion estandar del valor que se obtiene para el control negativo.

Se han medido diez replicados de un control negativo, por el método descrito, se ha
obtenido la actividad media y su desviacion estandar. El triple de este tltimo valor se

considera, en las unidades de actividad descritas (cpm), el limite de deteccion del método.
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5.2. Exactitud.

La exactitud de un método representa la calidad de concordancia que existe entre la medida
obtenida y su verdadero valor o el valor esperado. Se relaciona, por tanto, con los errores
sistematicos del procedimiento. Este parametro se puede determinar, fundamentalmente, a

través de varios procedimientos como el ensayo de linealidad o el célculo del recovery.

En nuestro caso determinaremos la exactitud a través del ensayo de linealidad. No es
posible realizar el ensayo de recovery ya que nuestro método no permite incorporar a la
célula cantidades conocidas y crecientes de enzima PARP para el calculo de la capacidad

de recuperacion del método.

Test de dilucion.

Esta prueba permite calcular la linealidad de las medidas obtenidas para una muestra de
actividad determinada, tras diluciones sucesivas de la misma, mediante el coeficiente de
correlacion y la ordenada en el origen obtenidos por regresion lineal de dichas medidas

frente al nimero de células.

Aplicaremos el procedimiento a tres suspensiones celulares distintas, dentro de nuestro

rango de medida.

5.3. Precision.

Se define como la concordancia, en un rango determinado de concentraciones, entre
medidas repetidas de una determinada muestra obtenidas en las mismas condiciones. Se

expresa habitualmente por el coeficiente de variacion.

Se determina el valor obtenido para diez replicados de una muestra determinada. El
coeficiente de variacion se expresa como el cociente entre la desviacion estandar y el

promedio de dichas medidas, expresado en tanto por ciento.
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Determinaremos el coeficiente de variacion intraensayo a partir de las medidas obtenidas
para diez replicados de una muestra analizada en un mismo experimento. Utilizaremos tres

tipos de muestras celulares diferentes.

5.4.Especificidad.

Mediremos la actividad de una muestra celular determinada en presencia de inhibidores de
la actividad enzimatica de PARP a fin de valorar la radiactividad no debida a PARP en

nuestro procedimiento de medida.
6. MEDIDA DE RADIACTIVIDAD POR CENTELLO LiQUIDO. QUENCHING.

La actividad catalitica de PARP se ha determinado a través de la medida de la actividad
de tritio (3H, Emax B- 0.018 MeV, 12.3 anos) en forma de 3 H-NAD+, sustrato incorporado
por el enzima a las proteinas celulares analizadas. Para la cuantificacion de la actividad de
tritio se recurri6 al centelleo liquido, técnica de eleccion para contaje de radionuclidos 63
de baja energia basada en la conversion de la energia de las particulas B— en energia
luminosa mediante un soluto centelleador .En este caso, las muestras se introdujeron en
tubos de contaje, se mezclaron con la disolucion centelleadora (coctel de centelleo)
Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer) de alta eficiencia de contaje y altos niveles de
aceptacion de muestra, particularmente agua y solutos de elevada fuerza idnica y, se
midieron en un contador de centelleo liquido 1409 DSA ( Wallac, Turku, Finlandia)

durante 10 minutos.

Se efectud la correccion de la extincion (quenching) por el método de patrén externo

152

automatico que incorpora el contador (sistema DOP, con fuente de ““Eu) para optimizar

la eficacia de contaje y mejorar la comparacion de actividad entre las distintas muestras.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como la media arimética + desviacion estandar (SD). La
evaluacion estadistica de los mismos se realizdo, mediante un analisis de la varianza

(ANOVA) y aplicacion posterior del test de Tukey, para comparaciones multiples de
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muestras independientes en poblaciones normales. En el caso de poblaciones no normales,
usamos el fest de Kruskal-Wallis y la U-Mann Whitney para muestras independientes y el
test de rangos de Wilcoxon para muestras dependientes. Todos los test realizados fueron

bilaterales con un nivel de confianza exigido del 95%. Para los calculos estadisticos usamos
el SPSS 12.0.
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Resultados

1. CARACTERISTICAS DEL PROCEDIMIENTO DE MEDIDA DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PARP.

1.1. Limite de deteccion.

En la tabla 5 se presenta el valor obtenido para diez replicados de un control negativo
mediante el procedimiento de medida descrito para determinar la actividad enzimatica
PARP (apartado 4.6) El limite de deteccion obtenido para la medida de actividad

enzimatica de PARP mediante este procedimiento es de 399 cpm.

Tabla 5. Actividad enzimatica media de PARP para diez replicados del control negativo

expresada en cuentas por minuto.

control mediat

negativo des.stand

cpm 113 441 384 384 99 375 145 402 367 393 310 £133

1.2. Exactitud.

Para verificar la exactitud del método realizamos el test de dilucion para la determinacion

de la linealidad.

Se utilizaron tres suspensiones celulares, previamente permeabilizadas, la primera de
linfocitos T procedentes de la linea celular tumoral humana Jurkat, la segunda de timocitos
de ratones Parp-1""y la tercera de linfocitos T procedentes de bazo de ratones Parp-1"",
con una densidad celular, cada una de ellas, de 8x10° células/53 pl de tampén de

permeabilizacion.

Con tampon de permeabilizacion, se efectuaron diluciones 2 de las suspensiones
anteriores para obtener, de cada una de ellas, densidades de 4, 2, 1,y 0.5x10° células en

53ul de tampon. En la figura 6, se muestra la actividad enzimatica de PARP obtenida para
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cada una de las suspensiones citadas, expresada en cpm. El coeficiente de correlacion lineal

fue en los tres casos superior a 0.998.

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

cpm
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-10000 -

millones de células

Figura 6. Actividad enzimatica de PARP, expresada en cpm, de tres suspensiones celulares
de linfocitos T de linea celular tumoral humana (Jurkat) (u), linfocitos T de bazo de ratones

++

Parp-1"" () y timocitos de ratones Parp-17"(#) a concentraciones crecientes de las

mismas.
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1.3. Precision.

Se determind, en una misma serie de medidas, la actividad enzimatica media de PARP en
diez replicados de una suspension de 10° linfocitos T de linea celular tumoral humana
(Jurkat) previamente permeabilizados. Se efectu6 la misma determinacion sobre una
suspension de 10° esplenocitos T de raton Parp-17* y sobre una tercera suspension de 10°
linfocitos T procedentes de timo de raton Parp-17"En la tabla 6 se muestra la actividad
enzimatica media de PARP, su desviacion estandar y el coeficiente de variacion para cada

una de las suspensiones anteriores, expresadas en cpm por millon de células.

Tabla 6. Coeficiente de variacion intraensayo de tres suspensiones celulares, obtenido a
partir de la medida de actividad PARP en 10 replicados de cada una de ellas, expresado
como el cociente entre la desviacion estandar y el promedio de dichas medidas en tanto por

ciento.

Tipo celular actividad enzimatica de PARP (cpm/106 células) media | desv. C.V.
estandar | %

Linfocitos 6332 | 6348 | 7132 | 6543 | 6802 | 7182 | 5906 | 6129 [6582 |6065 |6502 |434 6.7
Jurkat

Esplenocitos | 2047 |2524 |2218 | 2791 | 1951 |2846 |2826 |2633 |2139 |2347 |2442 | 351 14.4
T Parp-1++

Timocitos T (968 |978 |770 |962 |[1073 |778 |825 |923 |[797 |895 |897 102 11.4
Parp-1-+

1.4. Especificidad.

Se determiné la actividad enzimatica de PARP, expresada en cpm, de una suspension de
10° células (timocitos) de ratones Parp-1 ** por el procedimiento descrito (apartado 4) en
presencia de inhibidores de la actividad enzimatica de PARP (PJ34 a una concentracion de

30 uM).
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Tabla 7. Actividad enzimatica de PARP en una suspension de 10° timocitos de ratones

Parp-1 " en presencia de PJ34 frente a control negativo.

muestra actividad enzimatica de PARP (cpm/106 células) media desv

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 estandar
actividad | 448 148 | 405 | 456 | 497 |496 | 307 | 383 |536 | 401 | 408 113
no
especifica
control

113 441 384 | 384 |99 375 | 145 | 402 | 367 | 393 | 310 133
negativo

No se encuentran diferencias significativas (p= 0.095) entre la media de la actividad no
debida a PARP (actividad no especifica, determinada con timocitos en presencia de PJ34) y
la media de la actividad del control negativo, lo que confirma la especificidad del

procedimiento.

2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD CATALITICA DE PARP EN CELULAS
DE RATON.

En este apartado se incluyen las medidas de actividad catalitica de PARP correspondientes
a las distintas células del sistema inmune obtenidas de bazo y timo de ratones de la cepa

C57BL/6J en los distintos genotipos estudiados.

Se presentan las medidas correspondientes a la actividad basal de PARP, la actividad de
PARP en presencia de estimulos fisiologicos y la reserva celular de PARP o mdéxima

cantidad activable de la enzima en cada uno de los genotipos.

2.1 Influencia de la concentracion de primer (oligonucledtido: 5’-GGAATTCC) sobre

la activacién celular de PARP en ratones Parp-1"".

En la figura 7 se presenta la variacion de la actividad enzimatica de PARP en timocitos y

esplenocitos permeabilizados de raton Parp-1"" (10° células por muestra), en funcion de la

concentracion de primer (5’-CGGAATTCCG) presente en los 100 pl del volumen de
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reaccion. En ambos casos la actividad enzimatica de PARP aumenta con la concentracion
de primer hasta alcanzar valores méaximos para una concentracion de coactivador de 25

pug/ml, a partir de la cual la actividad estimulada de PARP se estabiliza.

11000-: 0\. /‘

Actividad Parp (cpm)
L J

T T T T T T T T
5 10 15 20

Conoentracion de rirer (Lg/ni)

Figura 7. Actividad enzimatica de PARP en timocitos (®) y esplenocitos (®) de ratones

Parp-1 7" (10°células) en funcién de la concentracion de primer.

2.2 Variacion de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T de linea tumoral

Jurkat en presencia de la concentracion de inhibidores de dicha actividad.

En las figuras 8 y 9 se presenta como varia la actividad enzimatica basal de PARP de
células T procedentes de linea celular tumoral Jurkat en presencia de concentraciones
crecientes de drogas inhibidoras de la actividad PARP (PJ34 y ANI). En ambos casos se

aprecia como la actividad enzimatica media de dicho enzima disminuye con el aumento
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de la concentracion de inhibidor presente en el medio, hasta alcanzar valores de actividad

de fondo.

14000

2 oo "

=

'8

2 1000-

£

o

o

= 8000

(]

o

&

= Q00

©

©

o

£ 400

£

5

S 200

S

=

= |

S 0

<
I T I T I T I T I T I T I
0 5 10 15 D P D

Concertracinck PB4V)

Figura 8. Variacion de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T procedentes de

linea tumoral humana Jurkat en funcién de la concentracion de PJ34 presente.
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Figura 9. Variacion de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T procedentes de

linea tumoral Jurkat en funcion de la concentracion de ANI presente.

2.3. Actividad enzimatica de PARP en timocitos de ratones Parp-1+/+, Parp-l'/' y

Parp-2 ”,

En la figura 10 se presenta la actividad enzimatica basal media de PARP en timocitos de
ratones Parp-1 - y Parp-2 " frente a la actividad de ratones Parp-l” *, expresada en cpm
por millén de células. Los ratones Parp-1 ” muestran una actividad enzimatica de PARP
menor que la de los ratones control (Parp-1"") (*p<0.0001) y la de los ratones Parp-2""
(*p<0.001); sin embargo los timocitos de ratones Parp-2”" muestran valores de actividad
basal de PARP superiores a sus correspondientes controles, aunque las diferencias no son

estadisticamente significativas (p=0.453).
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Figura 10. Actividad enzimatica basal de PARP en timocitos de ratones Parp-17(n=20) y
Parp-2 / (n=20) respecto a ratones Parp-l“ “(n=25), expresada en cpm/10° células.

La figura 11 representa la actividad enzimatica de PARP, expresada en cpm por millon de

1", Parp-1" y Parp-2”" estimulada con primer

células, en timocitos de ratones Parp-
(oligonucledtido: 5’-GGAATTCC). Cuando las células permeabilizadas se estimulan con
primer a la concentracion de 25 pg/ml, la actividad enzimatica de PARP de los ratones
Parp-1 7 presenta valores significativamente inferiores que la actividad enzimatica de los
ratones Parp-1"" (*p< 0.0001) y Parp-2 7 (*p<0.0001). Por otra parte, los timocitos de
ratones Parp-2'/ " presentan, en presencia de primer, una actividad enzimatica de PARP

superior a la de sus respectivos controles (*p=0.013).
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Figura 11. Actividad enzimatica de PARP tras estimulacion con primer, en timocitos de

1" (n=9), Parp-1 "(n=4 ) y Parp-2 " ( n=4 ), expresada en cpm/10° células.

ratones Parp-
2.4. Actividad enzimatica de PARP en esplenocitos totales de ratones Parp-1+/ ", Parp-

17" yParp-27.

La figura 12 representa la actividad enzimatica basal de PARP en esplenocitos totales de
ratones Parp-l'/ "y Parp-2'/ " frente a la actividad de ratones control Parp-l“ ", expresada en
cpm por millon de células. La actividad enzimatica de PARP en esplenocitos totales de
ratones Parp-1"" presenta valores significativamente inferiores que la actividad enzimatica

de PARP en ratones Parp-1"" (*p<0.0001) y Parp-2 ” (*p<0.0001). Sin embargo, no se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la actividad de los ratones

Parp-2""y la de sus respectivos controles Parp-1""(p=0.998).
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Figura 12. Actividad enzimatica basal de PARP en esplenocitos totales de ratones Parp-1

"(n=17), Parp-2"(n=7) y Parp-1""(n=25), expresada en cpm/10° células.

La figura 13 muestra la actividad enzimatica de PARP estimulada con primer en
esplenocitos de ratones Parp-1 " y Parp-2 " frente a la actividad de ratones control Parp-
1", expresada en cpm por millon de células. La actividad enzimatica de PARP estimulada
con primer en esplenocitos totales de ratones Parp-17~ fue significativamente menor que la
actividad enzimatica de PARP en ratones Parp-1""(*p< 0.0001) y Parp-2 “"(*p<0.0001). Se
observa, asimismo, que la actividad enzimadtica en esplenocitos totales de ratones Parp-2'/ ’,

: . . +/+
en presencia de primer, fue mayor que la de los respectivos ratones control Parp-1

(*p=0.023).
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Figura 13. Actividad enzimatica de PARP estimulada con primer en esplenocitos totales

de ratones Parp-l'/ (n=5), Parp-2'/ ‘(n=4)y Parp-lH “(n=5), expresada en cpm/10° células.

2.5. Actividad enzimatica basal de esplenocitos T de ratones Parp-1"", Parp-1"y

Parp-2 ”,

En la figura 14 se representa la actividad enzimatica basal de linfocitos T de bazo de
ratones Parp-1 "y Parp-2  frente a la de ratones Parp-1""", expresada en cpm por millon
de células. La actividad enzimatica basal de PARP en linfocitos T procedentes de ratones
Parp-1" fue significativamente inferior a la actividad de PARP en ratones Parp-l”+
(*p=0.002) vy Parp-2'/'(*p=0.002); sin embargo, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre la actividad correspondiente a linfocitos T de los

ratones Parp-2-/- y los Parp-1""(p=0.969).
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Figura 14. Actividad enzimatica basal de PARP en linfocitos T de bazo de ratones Parp-

1"*(n=8), Parp-1"(n=7) y Parp-2""(n=6), expresada en cpm/10° células.

2.6. Actividad enzimatica basal de esplenocitos B de ratones Parp-1"y Parp-2 ~

frente a ratones Parp-1"".

La figura 15 representa la actividad enzimatica media basal de esplenocitos B de ratones
Parp-l'/' y Parp-2 " frente a la de ratones Parp-lW, expresada en cpm por millon de
células. La actividad enzimética basal de PARP en linfocitos B de ratones Parp-17 es
significativamente inferior a la actividad enzimatica basal de PARP tanto de ratones Parp-
1" (*p<0.0001) como de Parp-2”" (*p<0.0001). Los esplenocitos B de ratones Parp-2""
presentan una actividad basal media similar a la de sus correspondientes controles Parp-

1" (p=0.963) aunque no es estadisticamente significativo.
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Figura 15. Actividad basal media de PARP en esplenocitos B de ratones Parp-17(n=6) y

++

Parp-2'/'(n=10) , frente a la de sus correspondientes controles Parp-1" (n=6), expresada

cpm.

2.7.- Actividad enzimatica de PARP basal y estimulada con primer en timocitos de

ratones Parp-1""*Parp-1"y Parp-2 .

En la figura 16 se muestra la actividad enzimatica media de PARP, basal y estimulada con

++

, Parp-1""y

Parp-2 ” expresada en cpm por millén de células. Cuando se estimulan las células con

primer (oligonucleotido: 5’-GGAATTCC), de timocitos de ratones Parp-1

primer la actividad enzimatica de PARP aumenta significativamente, respecto a sus
respectivos  basales, en los ratones control Parp-1"* (*p=0.043). En los ratones Parp-2"" se
observa, asimismo, un aumento de la actividad PARP aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0.068). Por el contrario los ratones Parp-l'/ " no presentan
diferencias entre su actividad enzimatica de PARP basal y en presencia de primer

(p=0.751).
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Figura 16. Actividad enzimatica de PARP basal y tras activacion con primer de timocitos
de ratones Parp-1"(n=25:9), Parp-1"(n=20;4) y Parp-2"(n=20:4), expresada en cpm/10°

células.

2.8. Actividad enzimatica de PARP basal y estimulada con primer en esplenocitos

totales de ratones Parp-1"", Parp-1"y Parp-2 -/-.

En la figura 17 se presenta la actividad enzimatica media de PARP basal y tras
estimulacién con primer (oligonucleotido: 5’-GGAATTCC) en esplenocitos totales de
ratones Parp-1"", Parp-17" y Parp-2”, expresada en cpm por millén de células. Cuando
estimulamos las células con primer la actividad enzimatica basal media de PARP aumenta
significativamente en los ratones Parp-l”+ (*p=0.043). En ratones Parp-2'/ “se observa un
aumento de la actividad de PARP en presencia de primer respecto a sus correspondientes
valores basales, aunque no es estadisticamente significativo (p=0.068); por el contrario, en

ratones Parp-1"" no se aprecian diferencias entre ambas situaciones (p=0.686).
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Figura 17. Actividad enzimatica de PARP basal y tras primer en esplenocitos de ratones

Parp-1 ""(n=25;5),Parp-17" (n=17;5) y Parp-2"(n=7:4), en cpm/10° células.

2.9. Actividad enzimatica basal de PARP en timocitos, esplenocitos, linfocitos T y

linfocitos B de ratones Parp-1"".

En la figura 18 se representa la actividad enzimatica basal media de PARP en timocitos,
esplenocitos, esplenocitos T y esplenocitos B de ratones Parp-lw, expresada en cpm por
millén de células. Los timocitos de ratones Parp-1"" tienen una actividad enzimatica basal
significativamente menor que los esplenocitos totales (*p<0.0001), que los esplenocitos T
(*p=0.004) y que los esplenocitos B (*p=0.002). Sin embargo, en este mismo genotipo, no
se encontraron diferencias significativas en la actividad enziméatica basal media de PARP
entre esplenocitos totales y esplenocitos T (p=1.0), entre esplenocitos totales y esplenocitos

B (p<0.944) y entre esplenocitos T y B (p=0.951).
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Figura 18. Actividad enzimatica basal de PARP en timocitos (n=25), esplenocitos (n=25),
esplenocitos T (n=8) y esplenocitos B (n=6) de ratones Parp-1"*, expresadas en cpm/10°

células.

2.10. Actividad enzimatica basal de PARP en timocitos, esplenocitos, linfocitos T y

linfocitos B de ratones Parp 17",

La figura 19 representa la actividad enzimatica basal media de PARP en timocitos,
esplenocitos, esplenocitos T y esplenocitos B de ratones Parp 17, expresada en cpm por
millon de células. No se encontraron diferencias significativas entre la actividad enzimatica
PARP de timocitos y la actividad enzimatica PARP de esplenocitos totales (p=0.852),
esplenocitos T (p=0.577) y esplenocitos B (p=0.960). Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las actividad enzimatica PARP de esplenocitos totales
y la de linfocitos T (p=0.909) y B (p=1.0), ni diferencias de actividad PARP entre
esplenocitos Ty B (p=0.931).

90



Resultados

1800

1600 -

1400 -

1200 -
1000 -
cpm
800 -
600 -
400 -
200 -
0

timocitos esplenocitos esplenocitos T esplenocitos B

Figura 19. Actividad basal media de PARP en timocitos (n=12), esplenocitos totales (n=5),
esplenocitos T (n=7) y esplenocitos B (n=4), de ratones Parp-17~ en cpm/10° células.

2.11. Actividad enzimatica basal media de PARP en timocitos, esplenocitos, linfocitos

Ty linfocitos B de ratones Parp-2™".

En la figura 20 viene representada la actividad enzimatica basal media de PARP en
timocitos, esplenocitos, linfocitos T y linfocitos B de ratones Parp-2'/', expresada en cpm
por millén de células. En este genotipo los timocitos parecen presentar una actividad
enzimatica de PARP menor que los distintos tipos de esplenocitos estudiados, aunque,
dicha diferencia, s6lo fue significativa en el caso de los esplenocitos B (*p=0.016). En el
mismo estudio, no se encontraron diferencias significativas entre la actividad basal de
PARP de los distintos esplenocitos estudiados. No se encontraron diferencias significativas
entre la actividad enzimatica PARP de timocitos y la actividad enzimatica PARP de
esplenocitos totales (p=0.157) y esplenocitos T (p=0.146). Tampoco se encontraron
diferencias entre las actividad enzimatica PARP de esplenocitos totales y la de esplenocitos

T (p=0.999) y B (p=0.940), ni entre la actividad PARP de linfocitos Ty B (p=0.978).
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Figura 20. Actividad enzimatica de PARP en timocitos (n=20), esplenocitos (n=7),
linfocitos T (n=6) y linfocitos B (n=10) de ratones Parp-2'/ ", en cpm/10° células.

2.12. Actividad basal media de PARP en timocitos, esplenocitos, esplenocitos T y

esplenocitos B en todos los genotipos estudiados.
En la figura 21 se presenta conjuntamente la actividad enzimatica basal media de PARP de

timocitos, esplenocitos totales, esplenocitos T y esplenocitos B de todos los genotipos

estudiados.
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Figura 21. Actividad enzimatica de PARP de timocitos ( [0 ), esplenocitos ( H ) ,
esplenocitos T ([ ) y esplenocitos B (E) de los tres genotipos estudiados, representada en

cpm/10° celulas.

2.13. Medida de la actividad enzimatica de PARP en esplenocitos T de ratones Parp-

1™, tras estimulacién con anticuerpos de superficie anti-CD3 y anti-CD28.

En la figura 22 se presenta la medida de la actividad enzimatica de PARP, expresada en
cpm, en muestras celulares de de ratones Parp-f”(lO6 células) mantenidas a 37° C, en
presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD3+anti-CD28, a diferentes tiempos de

incubacion.

93



Resultados

La actividad basal de PARP en linfocitos T aumenta en presencia de anti-CD3 y anti-
CD3+anti-CD28 a lo largo del periodo de incubacion. Se han estimulado simultdineamente
las mismas muestras con DNA activado, H,O, y PMA+Ionomicina como referencias de

estimulacién positiva de actividad PARP.

Actividad Parp (cpm)

5,

Tiempo de incubacidn a 37 °C(minutos)

Figura 22. Actividad enzimatica de PARP en linfocitos T en presencia de CD3 (m),
CD3/CD28 (e), PMA+I (A), H,O, (V) y DNA activado (¢).

3. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PARP EN LINFOCITOS T
HUMANOS

En este epigrafe se presentan las medidas de actividad enzimatica de PARP obtenidas en

linfocitos T humanos permeabilizados procedentes de distintas muestras celulares. Se ha
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determinado la actividad enzimatica de PARP en células tumorales T (Jurkat) y linfocitos T

primarios humanos, tanto en reposo como tras activacion.

3.1. Actividad basal de PARP en linfocitos T humanos.

En la figura 23 se presenta la actividad enzimatica basal de PARP en linfocitos T
procedentes de linea celular tumoral humana (Jurkat) frente a los valores obtenidos en
linfocitos T procedentes de sangre periférica de sujetos sanos (control). Se puede observar
que la actividad basal media en linfocitos T de linea tumoral, expresada en cpm por milléon
de células, es superior (*p=0.01) a la actividad basal media de PARP que presentan los

linfocitos T humanos periféricos.
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Figura 23. Actividad enzimatica basal de linfocitos T (10° células) procedentes de linea

tumoral (n=2) frente a linfocitos T primarios humanos (n=2).
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3.2. Estimulacion de la actividad enzimatica de PARP en células tumorales T

(Jurkat) con Ionomicina y PMA.

En la figura 24 se muestra como varia la actividad de PARP en linfocitos T procedentes

de linea celular tumoral humana (Jurkat), estimuladas con lonomicina y PMA, en funcion

del tiempo de estimulacién. Se observa como aumenta la actividad enziméatica de PARP

con el tiempo en presencia de estos activadores. Simultdneamente, se activo un replicado

de las muestras anteriores con H,O, durante 15 minutos, como control positivo de

estimulaciéon de PARP, en el que se aprecia aumento significativo de dicha actividad

respecto a sus respectivos valores basales.

actividad Parp(cpm)

Figura 24. Variacion de la actividad enzimatica de PARP en células tumorales T (Jurkat),

en funcion del tiempo de estimulacion con PMA+I (m), expresada en cpm/millon de

células, frente a control positivo con HyO; ().
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3.3. Variacion de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T humanos,

procedentes de sujetos control, estimulados con lonomicina y PMA.

En la figura 25 se muestra como varia la actividad enzimatica de PARP de linfocitos T

procedentes de individuos sanos, con lonomicina y PMA, en funcién del tiempo de

estimulacién. Se observa cOmo aumenta la actividad enzimatica basal de PARP en

presencia de Ionomicina y PMA conforme aumenta el tiempo de estimulacion.

Simultdneamente se activd un replicado de la muestra con H,O, como control positivo

de activacion de PARP.
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Figura 25. Variaciéon de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T humanos en

funcion de tiempo de estimulacion con PMA-+I (m ) , expresada en cpm/millén de células,

frente a control positivo con H,O, (¢).
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3.4. Comparacion de la variacion de la actividad enzimatica

de PARP entre

linfocitos T humanos (control) y tumorales (Jurkat) en funcion del tiempo de

estimulacion con lonomicina y PMA.

En la figura 26 se muestra como varia la actividad enzimatica de PARP de linfocitos T

procedentes de linea celular tumoral humana (Jurkat) frente a linfocitos T procedentes de

sujetos control, en funcion del tiempo de estimulacion con lonomicina y PMA. En ambos

casos se aprecia un aumento de la actividad enzimdtica de PARP con el tiempo de

estimulacion.

actividad Parp (cpm)
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Figura 26. Comparacion entre la actividad PARP en linfocitos T humanos procedentes de

sujetos

Ionomicina+PMA.

control

(w) y de

linea tumoral (Jurkat) (®) tras estimulacion con
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3.5. Variacion de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T humanos en
funcion del tiempo de estimulacion con Ionomicina y PMA, en presencia de

inhibidores de la misma (PJ34).

En la figura 27 se muestra como varia la actividad de PARP en células T procedentes de
linea tumoral humana Jurkat y en linfocitos T de sujetos sanos (control) en funcion del
tiempo de estimulacion con Ionomicina + PMA, en presencia de PJ34 a una concentracion
de 30 uM. A esta concentracion de inhibidor la actividad de PARP disminuye, en ambos
tipos celulares, en funcion del tiempo de incubacion, hasta valores indetectables, pues no

hay diferencias significativas con la actividad inespecifica de PARP.

7000

6000 -

5000 -

4000 -

cpm

3000 -

2000 -

1000 -

0,

controles Jurkat

Hbasal M15PMA+I+PJ34 HE30' PMA+I+PJ34 HE60' PMA+I+PJ34

Figura 27. Variacion de la actividad de PARP en linfocitos T tras estimulacion con
PMA-I en presencia de PJ34 a distintos tiempos de incubacion (15, 30 y 60 minutos), en

cpm por millon de células.
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Discusion

Las reacciones de poli-ADP-ribosilacion son mediadas en gran parte por PARP-1, el
miembro mejor conocidos de la familia PARP que junto con PARP-2 son los tnicos
miembros de esta familia cuya actividad enzimadtica es dependiente del dafio en el DNA
(Menissier de Murcia y col., 2003; Ame y col., 1999, 2004; Schreiber y col., 2002,
Schreiber y col., 2006). Utilizando extractos celulares, se ha demostrado que la poli-
ADP-ribosilacion estimulada por DNA roto estd mediada por PARP-1, mientras que
PARP-2 es solo responsable del 10-15% del total de la actividad poli-ADP-ribosa
polimerasa en estas condiciones experimentales (Schreiber et al., 2002). Sin embargo,
cada vez van apareciendo nuevos datos que nos indican que la actividad enzimatica de
PARP-1 puede ser estimulada independientemente de dafio en el ADN, por ciertas
estructuras del ADN (Kun et al., 2002), polinucleosomas (Kim et al., 2004), ademas de
por metabolismo de calcio y Erk2 fosforilada en neuronas y cardiomiocitos (Homburg et

al., 2000; Cohen-Armon et al., 2007).

En este trabajo, nos hemos centrado en poner a punto un método cuantitativo de medida de
la actividad poli-ADP-ribosa polimerasa en linfocitos T y B permeabilizados utilizando *H-
NAD' que va a ser incorporado a las proteinas nucleares por la actividad enzimatica PARP.
Otros métodos dirigidos a la identificacion de la formacion de polimero de ADP-ribosa,
como consecuencia de la actividad de las enzimas PARP, utilizando anticuerpos frente a
ese polimero y técnicas de western-blot 6 inmunofluorescencia no permiten cuantificar la
actividad enzimatica en la forma que puede hacerlo la incorporaciéon de un componente

radioactivo a las proteinas celulares como consecuencia de la actividad enzimatica.

La principal ventaja de la utilizacion de una técnica radiactiva es sin duda su alta
sensibilidad, pues el nimero de desintegraciones detectadas (cpm) es directamente
proporcional al nimero de moléculas radiactivas incorporadas, 1o que permite en nuestro
caso, la cuantificaciéon, a nivel practicamente molecular, del polimero radiactivo
incorporado a las proteinas nucleares. Esta alta sensibilidad se confirma con el limite de
deteccion de la técnica, 399 cpm, indicandonos asi que nos movemos en el rango de las

centésimas de nanomol de NAD+.
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El procedimiento presenta, asimismo, una buena precision con un coeficiente de variacién
inferior al 15% y una buena exactitud pues la linealidad muestra un coeficiente de regresion
cercano a la unidad y ordenadas en el origen en el rango del control negativo. Todo ello

confirma la existencia de un error sistematico minimo en las medidas realizadas.

Finalmente, dado que es, aunque cuantitativo, un procedimiento indirecto de medida, es
fundamental verificar que las desintegraciones obtenidas son debidas exclusivamente a la
actividad enzimatica de PARP y no a la incorporacion de *H-NAD+ por otros mecanismos.
Hemos comprobado que, en presencia de inhibidores de la actividad enzimatica de PARP,
dicha actividad disminuye con el aumento de la concentracion de inhibidor presente en el
medio. A la concentracidon de inhibidor adecuada la medida de actividad enzimadtica de
PARP no muestra diferencias estadisticamente significativas respecto a la del control
negativo. Todo ello confirma la ausencia significativa de actividad no PARP en nuestras

medidas.

Una vez puesto a punto el método cuantitativo de medida, el siguiente objetivo que nos
planteamos fue aplicar dicho método a determinar la actividad enzimatica de PARP en
timocitos procedentes de ratones Parp-l'/' y ratones Parp-2'/' y comparar dicha actividad
con la actividad presente en timocitos de ratones control. Esta determinacion era
importante, puesto que hemos observado que los ratones Parp-27/, pero no los ratones Parp-
17/, presentan una reduccién en el numero de timocitos CD4'/CD8'(DP) como
consecuencia de una mayor susceptibilidad a apoptosis (Yélamos et al., 2006). La pregunta
que nos planteamos es si ese fenotipo estaba asociado con la actividad de poli-ADP-
ribosilacion mediada por PARP-2 6 por el contrario estaba mas relacionada con
interacciones moleculares con otras proteinas 6 con el DNA. Al cuantificar la actividad
enzimatica presente en los timocitos Parp-2'/ ", observamos que dicha actividad no estaba
disminuida con respecto a la actividad observada en timocitos de ratones control, mientras
que la actividad en los timocitos Parp-17" si que estaba significativamente disminuida. Este
dato nos sugiere que, a priori, la actividad enzimatica de PARP no seria la responsable del
fenotipo observado, aunque es importante destacar que hemos observado un incremento

significativo de la actividad PARP en ausencia de PARP-2 que si que podria, de alguna
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forma, afectar al fenotipo observado. Este incremento de actividad nos sugiere también un
efecto de PARP-2 en una posible regulacion negativa de la actividad enzimatica de PARP-1

por mecanismos que seria interesante investigar.

Aprovechando las posibilidades que nos brinda el método utilizado, pudimos comprobar
que las diferencias encontradas en la actividad enzimdtica de PARP en timocitos
procedentes de ratones Parp—l'/ "y ratones Parp-2'/ " respecto a sus diferentes ratones control
se repetian en el caso de los esplenocitos. Verificamos, al cuantificar la actividad
enzimatica presente en los esplenocitos Parp-2'/', que dicha actividad tampoco estaba
disminuida con respecto a la observada en esplenocitos de ratones control, mientras que la
actividad en los esplenocitos Parp-17" si estaba disminuida y de forma estadisticamente
significativa. Estos valores de actividad en ratones Parp-2"" sugieren, como en el caso de los
timocitos, el efecto de PARP-2 en una posible regulacion negativa de la actividad

enzimatica de PARP-1.

A continuacién medimos la actividad enzimatica de esplenocitos T y B con el fin de
estudiar si existian diferencias en su contribucion a la actividad esplenocitaria total. Aunque
se mantienen las diferencias de actividad encontradas entre los distintos genotipos
estudiados, no se encuentran diferencias significativas entre la actividad enzimatica de

linfocitos T y B ni entre si ni con la actividad de esplenocitos totales en un mismo genotipo.

Otro aspecto fundamental que nos ha permitido explorar la puesta a punto de la técnica de
medida cuantitativa de la actividad PARP ha sido analizar la actividad PARP en respuesta a
diferentes estimulos en linfocitos T. La estimulacion de los linfocitos T conduce a la
activacion de diferentes cascadas de sefalizacion mediadas por kinasas, fosfatasas, flujos
de calcio y otros mediadores a nivel de la membrana plasmatica y el citoplasma, que
conducen finalmente a la translocacion de factores de transcripcion del citoplasma al nucleo
y por consiguiente, a la modulacién de la actividad transcripcional dependiente de estos
factores de transcripcion (Crabtree & Clipstone, 1994). Todos estos procesos, deben estar
regulados de forma muy precisa para asegurar una correcta funcion efectora del linfocito T.
Aunque los mecanismos de sefializacion que tienen lugar a nivel de la membrana y el

citoplasma se conocen relativamente bien, los mecanismos de modulaciéon que tienen lugar
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a nivel nuclear son mucho menos conocidos. Los cambios transcripcionales estan
estrechamente regulados por una gran variedad de mecanismos, entre los que se incluyen
las interacciones entre redes complejas de factores de transcripcion y regiones del DNA
reguladas en cis, junto con cambios epigenéticos en la estructura de la cromatina mediados
por reacciones de acetilacion, fosforilacion, metilacion y ubiquitinacion (Ansel y col 2006).
En los ultimos afios se han aportado evidencias importantes de las reacciones de poli-ADP-
ribosilacion mediadas por la enzimas PARP en la regulacion de la expresion génica durante
el desarrollo y en respuesta a sefales celulares especificas, ejerciendo su accion a diferentes

niveles (Kraus and Lis 2003; Schreiber 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan la primera evidencia experimental de la
activacion de PARP durante la estimulacion de los linfocitos T humanos con PMA+
ionomicina, tratamiento que mimetiza la sefializacion mediada a través del TCR en
presencia de coestimulacion. La especificidad de esta activacion viene dada por el hecho de
la inhibicién en la formacién de poli-ADP-ribosa (PAR) en presencia de inhibidores
farmacoldgicos de PARP en una forma dependiente de la dosis de firmaco utilizada. En
este estudio, la presencia de PAR es aparente desde los 15 primeros minutos de
estimulacion celular hasta los 60 minutos, alcanzando un maximo a los 45 minutos, tiempo
a partir del cual el polimero parece empezar a ser degradado. Recientemente, hemos
demostrado que la activacién temprana de los linfocitos T por PMA + ionomicina no
induce fosforilacion en la histona H2AX (Valdor et al., 2007). La fosforilacion de H2AX es
un indicador temprano de roturas en la doble cadena del ADN (DSB) (Rogakou et al.,
1998). Este resultado nos sugiere que la activacion de PARP tras la estimulacion de los
linfocitos T tiene lugar en ausencia aparente de dafio en el ADN. Este dato estd en
consonancia con estudios previos en los que se ha demostrado que la actividad PARP puede
ser estimulada independientemente de dafio en el ADN, por ciertas estructuras del ADN
(Kun et al., 2002), polinucleosomas (Kim et al., 2004), ademas de por metabolismo de
calcio y Erk2 fosforilada en neuronas y cardiomiocitos (Homburg et al., 2000; Cohen-
Armon et al., 2007). Estos ultimos trabajos nos sugieren que el estado fosforilado de Erk2,
el cual tiene lugar en la activacion de células T (Cantrell, 1996), podria ser el responsable

de la activacion de PARP observada en los linfocitos T.
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En relaciéon con el resultado anterior, también hemos puesto de manifiesto una activacion
de PARP en respuesta a la estimulacion con anticuerpos dirigidos a la molécula CD3 sola
asi como tras la estimulaciéon con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. La estimulacion
simultanea con anti-CD3 y anti-CD28 induce unas rutas de sefializacion similares a las

inducidas tras la estimulacion con PMA + ionomicina.

En resumen, en este trabajo hemos optimizado un método cuantitativo de medida de la
actividad enzimadtica de las enzimas poli-ADP-ribosa polimerasas que hemos aplicado
inicialmente a células del sistema inmune como son los linfocitos T, en diferentes estadios
de diferenciacion, y los linfocitos B. Esta optimizacion nos ha permitido demostrar la
activacion de PARP en linfocitos T tras la respuesta a estimulos que no producen dano
aparente en el DNA asi como observar una posible regulacion de la actividad enzimatica
dependiente de PARP-1 por PARP-2 en timocitos y esplenocitos. Sin duda alguna, la
aplicacion de la metodologia optimizada en este trabajo puede ser de gran ayuda en el
campo de la investigacion de las reacciones de poli-ADP-ribosilacion y a nivel clinico, si
finalmente los ensayos clinicos utilizando inhibidores de PARP en diferentes patologias

resultan de utilidad clinica.
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Conclusiones

De los resultados del presente trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Primera: El método de medida utilizado es adecuado para la determinacion cuantitativa de
la actividad enzimatica de PARP en células permeabilizadas, tanto en situaciones basales

como de estimulacion o inhibicion.

Segunda: La alta sensibilidad del método permite la deteccion a nivel molecular del
polimero incorporado. El limite de deteccion indica que las muestras estudiadas estan en

el rango de centésimas de nanomol de sustrato “H-NAD-.

Tercera: La especificidad que presenta el método de medida permite asegurar que la
actividad de tritio detectada, procedente del consumo de *H-NAD+ y su incorporacién a

proteinas celulares, se debe exclusivamente a la actividad enzimatica de PARP celular.

Cuarta: el método presenta una precision, linealidad y exactitud tales que minimizan los
posibles errores aleatorios y sistematicos del procedimiento y garantizan la medida de la

actividad enzimatica de PARP presente con un elevado rendimiento.

Quinta: La actividad enzimatica de PARP no parece ser la responsable del aumento de
susceptibilidad a la apoptosis observado en timocitos CD4"/CD8" (DP) de ratones Parp-27;
aunque no descartamos que el incremento de la actividad PARP en ausencia de PARP-2

pueda, de alguna forma, afectar al fenotipo observado.

Sexta: El incremento de actividad PARP en ausencia de PARP-2 detectado en timocitos y
esplenocitos nos sugiere un efecto de PARP-2 en una posible regulacion negativa de la

actividad enzimatica de PARP-1.

Séptima: La medida de la actividad enzimatica de PARP en linfocitos T tras su
estimulacion con PMA+ ionomicina demuestra la capacidad de activaciéon de PARP en

ausencia aparente de dafo en el DNA celular.

Octava: El aumento de actividad enzimatica PARP en linfocitos T de raton Parp-1"", en

presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD3 + anti-CD28, corrobora un papel

importante de PARP-1 en la activacion de los linfocitos T en ausencia de dafio en el DNA.
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Anexos

ANEXO I: COMPOSICION DE LAS DISOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

UTILIZADOS

PBS (pH 7.2): Phosphate Buffer Salines (BioMérieux)

Componentes ‘ ‘ mg/l
KH2POq4 210
NaCl 7650
NaHPO4- 7H,0 724

PBS-S: PBS (Phosphate Buffer Salines) suplementado
Al tampdn PBS 1x se le afiade

Componentes ‘ ‘ concentracion
SBF (F7524 Sigma) 0.5%
EDTA disodico (Sigma) 2 mM
DPBS: Dulbecco’s Phosphate Salines D8662 (Sigma)

Componentes ‘ ‘ mg/l
CaCly- 2H0 133
MgClz- 6H20 100
KCI 200
KH2PO4 200
NaCl 8000
Na2HPO4- 7H,0 1150

DPBS-S: Dulbecco’s Phosphate Salines suplementado completo
Al tampdn DPBS 1x se le afiade

Componentes ‘ ‘ concentracion
SBF (F7524 Sigma) 0.5%
EDTA disddico (Sigma) 2mM
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Disolucion azul Tripan (Sigma)

Componentes g/l
Azul Tripan 4.0
NaCl 8.1
KH2PO4 0.6

Tampon de lisis ACK (BioWhittaker)

NH4CI (Sigma) 150 mM
EDTA disodico dihidratado (Sigma) 0.1 mM
KCO3H (Sigma) 10 mM

Tampon hipoténico de permeabilizacién

Tris- HCI, pH=7.8 (Sigma) 10 mM
MgCl2 (Sigma) 4 mM
EDTA (Sigma) 1 mM
2-mercaptoetanol (Sigma) 30 mM

Mezcla de reaccion

Tris- HCI, pH=7.8 (Sigma) il 100 mM |
NAD+ (grado V, Sigma) 1mM
MgCl> (Sigma) 120 mM
H3-NAD+ (American Radiolabeled Chemicals. Inc.) 8.5kBq
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Estimuladores de la actividad enzimatica de PARP

Compuesto

concentracion ‘

PMA (12-miristato, 13-acetato de forbol) (Sigma) 10pg/ml
lonomicina (sal célcica) (Sigma) 1mg/ml
Peroxido de hidrégeno (Sigma) 1mM
Primer (oligonucleétido : 5-GGAATTCC-3") (Genset SA) 50ug/ml
Anti-CD28 (Hamster, anti-raton) Clon 37.51 (Pharmingen, BD) 0.5 mg/ml
Anti-CD3e (CD3 ¢ chain) (Hamster,anti-raton) Clon145-2C11(Pharmingen, 0.5 mg/ml
BD)

RPMI 1640 (BioWhittaker)

Sales inorganicas mg/l
Ca(NO3p2 .4H:0 100.00
KCl 400.00
MgSO4 .7H20 100.00
NaCl 6000.00
NaHCO3 2000.00
Na;HPO4 .7TH,0 1512.00
Otros componentes mgl/l
Glucosa 2000.00
Glutationa (reducida) 1.00
Rojo Fenol- Na 5.31
Aminoacidos mg/l

L-Arginina 200.00
L-Asparragina.H20 50.00
Acido L-Aspartico 20.00
L-Cistina 50.00
Acido L-Glutamico 20.00
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Glicina 10.00
L-Histidina 15.00
Hidroxi L-Prolina 20.00
L-Isoleucina 50.00
L-Leucina 50.00
L-Lisina.HCI 40.00
L-Metionina 15.00
L-Fenilalanina 15.00
L-Prolina 20.00
L-Serina 30.00
L-Treonina 20.00
L-Triptéfano 5.00
L-Tyrosina 20.00
L-Valina 20.00
Vitaminas mgl/l

Acido p-Aminobenzoico 1.00
d-Biotina 0.20
D(+)-Ca Pantotenato 0.25
Cloruro de Colina 3.00
Acido Folico 1.00
i-Inositol 35.00
Nicotinamida 1.00
Piridoxina.HCI 1.00
Riboflavina 0.20
Tiamina-HClI 1.00
Vitamina B2 0.005
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RPMI-S (Medio RPMI suplementado completo)

Medio RPMI 1640 sumplementado con los siguientes componentes a las concentraciones finales:

Componentes ‘ concentracion
SBF (BioWhittaker) 20%
Penicilina/Estreptomicina (BioWhittaker) 50U/ml penicilin; 50 pg/ml estrepto 1%
L-Glutamina (BioWhittaker) 200 mM 4 mM
Aminoécidos no esenciales(Sigma) 1%
Piruvato sodico(Sigma) 1mM
HEPES(Sigma) 50 mM
2-Mercaptoetanol (Sigma) 0.01%

RPMI-I (Medio RPMI suplementado incompleto)
Medio RPMI 1640 suplementado con diversos componentes con las siguientes concentraciones

finales:

Componentes concentracion ‘

SBF (BioWhittaker) 10.00%
Penicilina/Estreptomicina (BioWhittaker) 50U/ml penicilin; 50 pg/ml estrepto 1.00%
L-Glutamina (BioWhittaker) 200 mM 2mM

Tabla de aceptacion de muestras del cocktail centelleador Optiphase Hisafe lll, Perkin Eimer.

Volumenes en ml por 10 ml de cocktail utilizado

soluto 100°C ‘ 20°C ‘ 30°C
Agua desionizada 11.50 11.0 10.50
TCA10% 6.00 5.50 5.00
HEPES 0.05M 11.0 10.50 10
NaOH 0.1M 2.50 2.0 2.0
NaCl 0.15 M 9.50 7.50 7.0
Tris-HCI 0.05M 10.50 5.50 5.0
Amonio 1.0M 6.25 5.50 5.0
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ANEXO IT: ABREVIATURAS

3-AB 3-Aminobenzamida

ADN écido desoxirribonucleido

ADPRT ADP-ribosa transferasa

AIF Apoptosis Inducing Factor

5-AIQ 5-aminoisoquinolina

ANI 4-amino-1,8-naftalimida

AP-1 Proteina activadora-1

AP-2 Proteina activadora-2

ARH ADP-ribosil arginina hidrolasa

ARL ADP-ribosa liasa

ATP adenosin trifosfato

BER Base Excision Repair

BH3 Bcl-2-homology domain 3

B-MYB B myeloblastosis oncogene

BRCT BRCAI (Breast cancer susceptibility protein) C-terminus
BUB3 BUB3 budding uninhibited by benzimidazoles 3
c¢DNA DNA complementario

CENP-A y B centromere protein A and B

CPM cuenta por minuto

DBD DNA binding domain (Dominio de unién al DNA)
DIQ 5-hidroxi-1(2H)-isoquinolina

DNA 4cido desoxirribonucleico

DP doble positivo

DPM desintegracion por minuto

DPQ 3,4-dihidro-5-(4-(1-piperidinil)butoxi)-1(2H)-isoquinolina
DSBR Reparacion de dafios de cadena doble

DSBs Roturas de doble cadena del DNA

E2F-1 E2F transcription factor 1

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ERKR? extracellular signal-regulated kinase 2
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2B europio-152

FITC Isotiocianato de fluoresceina

GPI-6150 1,11b-dihidro-(2H)benzopiradol(4,3,2-de)isoquinolin3ona
H,0, perdxido de hidrogeno

HCI Acido clorhidrico

HEPES N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(2-4cido etanofulfonico)
HMG High Mobility Group

HTH Helix Turn Helix (Hélice giro hélice)

INOS Oxido nitrico sintetasa inducible

Kcat constante catalitica

Km constante de Michaelis-Menten

LPS Lipopolisacéarido

LZ Leucine Zipper (cremallera de leucina)

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

MPTP 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina

MRC multiprotein Replication complex

NaCl Cloruro sodico

NAD Nicotinamida adenina dinucleotido

NaOH Hidroxido de sodio

NF-kB Factor nuclear-kappa B

NLS Senial de localizacién nuclear

NMN nicotinamida mononucledtido

NMNAT nicotinamida mononucleoétido adeniltransferasas
NSB actividad no especifica

NU1025 8-hidroxi-2-metilquinazolina-4-ona

Oct-1 Factor de transcripcion octdmero

pADPr Polimero de ADP-ribosa

PARG Poli-ADP-ribosa glicohidrolasa

PARP Poli-ADP-ribosa polimerasa

PARS ADP-ribosa sintetasa

PBS Solucion tamponadora de Fosfatos
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PD128763 3,4-dihidro-5-metoxiisoquinolin-1(2H)-ona
PJ-34 N-(6-0x0-5,6-dihidro-fenantridin-2-il)-N,N-dimetilamino)acetamida. HCI
PMA Forbol éster

RNA Acido 4cido

SBF Suero bovino fetal

SDS Dodecilsulfato sddico

SSBR Single Strand Break Repair

TBP TATAbox binding protein

TCA acido tricloroacético

TCDD Tetraclorodibenzo-p-dioxina

TCR Receptor de célula T

TEP Telomerase-associated protein

TIQ-A tieno(2,3-c)isoquinolin-5-ona

TFIIF transcription factor IIF

TMZ Temozolomida

TNF Factor de necrosis tumoral

TRF1y 2 Telomeric repeat binding factor-1

XRCC1 X-Ray Repair Cross-Complementing 1
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ANEXO III: PRODUCCION CIENTIFICA DERIVADA DE LA PRESENTE
MEMORIA

ARTICULOS

Teresa Martinez, Diego Benitez, Teresa Zafra, Francisco Pastor. Método isotdpico
para la determinacion de la enzima Poli-ADP-Ribosa Polimerasa (PARP-1) en
muestras bioldgicas. Quimica Clinica 2005; 24(6) 149-157.

Valdor, R, Schreiber, V, Saenz, L, Martinez, T, Mufioz-Suano, A, Dominguez-
Villar, M, Ramirez, P, Parrilla, P, Aguado, E, Garcia-Cézar, F, Yélamos, J.
Regulation of NFAT by poly(ADP-ribose) polymerase activity in T cells. Molecular
immunology. (2007), (En Prensa).

COMUNICACIONES A CONGRESOS

Jornadas Espafiolas de Radiofarmacia.

Diego Benitez, Teresa Martinez, Ana Carrillo, Teresa Zafra. Actividad enzimatica
de PARP (poli(ADPribosa)Polimerasa) en pacientes tratados con compuestos
antitumorales de platino. I Barcelona, 2004.

XXV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Medicina Nuclear.

T. Martinez, J Yélamo, D. Benitez, T Zafra y T. Fuente. Procedimiento isotopico
para determinacion de PARP-1 en muestras bioldgicas. Barcelona, 2004. Rev. Esp.
Med. Nucl. 2004; 23, Supl 1:9-33.

XXVI Congreso Nacional de la Sociedad Espaiola de Medicina Nuclear.

T Zafra, J Yélamos, F Pastor, T Martinez, T Fuente. Determinacién isotopica de
Poli(ADP-Ribosa) polimerasa en timocitos permeabilizados de raton. Maspalomas,
2005. Rev Esp Med Nucl 2005; 24 Supl 1:27-60.

XXX Congreso de la SEBBM.
Rut Valdor, Luis Saenz, Valérie Schreiber, Teresa Martinez, Teodomiro Fuente,
Pablo Ramirez, Pascual Parrilla, Jos¢ Yelamos. Regulacion de NFAT por la

actividad Poli-ADP-Ribosa polimerasa en células T. Malaga 12-15 de septiembre de
2007.
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