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Resumo

Introdugao: Gliomas sdo neoplasias de células gliais que compreendem a
maioria dos tumores primarios do SNC, sendo o glioblastoma multiforme (GB) o
tipo maligno mais comum, representando 48% entre os tumores malignos do
SNC. Os GB sao agressivos e tém um progndstico ruim, mesmo com a triade
de tratamento: ressecgdo cirurgica, radioterapia e quimioterapia com
temozolomida (TMZ), tendo uma sobrevida média baixa de em torno de 14,6
meses. A busca por novos alvos moleculares e estratégias terapéuticas é
fundamental. A proteina Nek1 & importante na resposta a danos no DNA, pois
interage com proteinas envolvidas nas vias de reparo, apoptose e regulagao de
ciclo celular, tais como a 53BP1; estudos recentes tém apontado seu
envolvimento na quimiorresisténcia e progressdo tumoral. A Nek1, por ser uma
proteina com fungdes cruciais na estabilidade genética através de diversos
mecanismos, possui inumeras rotas bioquimicas que podem ser afetadas na
sua presencga, auséncia ou variagcdo de expressdo. Sua interagdo com
proteinas como Ku80, ATR/ATM, Chk1, VHL, MRE11, MSH6 e Rad54 sao
exemplos de como a Nek1 mostra-se relevante na manutengdo da
homeostasia genética, envolvendo mecanismos de estabilizacdo de forquilhas
de replicacdo, parada de ciclo, reparo de DNA e outras fun¢gdes associadas ao
microambiente celular. A 53BP1 €& outra proteina chave deste estudo,
possuindo um papel diretamente relacionado com outra estrutura conhecida no
contexto tumoral, a proteina BRCA1. Seu envolvimento sinérgico com a
BRCA1 da-se através da regulacdo e direcionamento as vias de HR e NHEJ

nas primeiras etapas apds a sinalizagdo de dano. Objetivos: Analisar a



genotoxicidade utilizando o teste de micronucleo em linhagens com a proteina
Nek1 Knockout (Nek1-KO) durante um protocolo clinico simulado, apds
tratamento com TMZ e o radiomimético zeocina, assim como avaliar a relacio
da auséncia da proteina Nek1 no recrutamento da proteina 53BP1, utilizando
uma linhagem com a proteina 53BP1 truncada fluorescente. Metodologia: As
células (Nek1-WT e Nek1-KO) foram tratadas com TMZ e zeocina por 7 dias,
apos o tratamento foram lavadas e incubadas com citocalasina B por 36h,
fixadas e coradas para avaliacdo da formacdo de  micronucleos. O
recrutamento da proteina 53BP1 também foi avaliado nas linhagens Nek1-WT
e Nek1-KO, por microscopia de fluorescéncia; apdés tratamentos, imagens
foram adquiridas por 24h no InCell Analyzer 2200 e a contagem de foci da
53BP1 foi mensurada. Resultados e Conclusdo: Os resultados indicam um
aumento de genotoxicidade na linhagem Nek1-KO, indicando um envolvimento
desta proteina na manutencédo da estabilidade gendmica. Adicionalmente, foi
possivel observar uma diminuicdo na resolugdo de quebras duplas, pela
marcagao mais persistente da proteina 53BP1 na linhagem sem a proteina
Nek1 (U87-KO), sugerindo uma relagcéo da proteina Nek1 no recrutamento de

outras proteinas envolvidas no reparo de quebras duplas.

Palavras-chave: Glioblastoma, Resposta ao dano de DNA, Nek1, 53BP1



Abstract

Introduction: Gliomas are glial cell neoplasms which comprise the majority of
primary CNS tumors, with glioblastoma multiforme (GB) being the most common
malignant type, representing 48% of CNS malignant tumors. GB are aggressive
and have a poor prognosis, even with the triad of treatment: surgical resection,
radiotherapy and chemotherapy with temozolomide (TMZ), with a low average
survival, around 14,6 months. The search for new molecular targets and
therapeutic strategies is essential. The Nek1 protein is key in the response to
DNA damage, as it interacts with proteins involved in repair, apoptosis and cell
cycle regulation pathways, such as 53BP1; recent studies have pointed to its
involvement in chemoresistance and tumor progression. Nek1 is a protein with
crucial mechanisms on genetic stability through many mechanisms, it works in
many biochemical routes that may be affected by its presence, the lack of it or
expression variability. Its interaction with proteins such as Ku80, ATR/ATM,
Chk1, VHL, Mre11, MSH6 and Rad54 are examples of how Nek1 is relevant on
maintaining the genetic homeostasis, evolving replication fork stability
mechanisms, cell cycle arrest, DNA repair and other functions linked to the
cellular microenvironment. 53BP1 is another key protein of this study, having a
direct relation with another known structure in the tumoral context, the BRCA1
protein. Its synergistic role with BRCA1 happens through the regulation and
direction to the HR and NHEJ pathways on the first steps after a damage
occurs. Aim of study: To analyze genotoxicity using the micronucleus test in
strains with the Nek1 Knockout protein (Nek1-KO) during a simulated clinical
protocol, after treatment with TMZ and the radiomimetic zeocin, as well as to

evaluate the relationship between the absence of the Nek1 protein and the



recruitment of 53BP1 protein, using a strain with the truncated 53BP1 protein.
Methodology: Cells (Nek1-WT and Nek1-KO) were treated with TMZ and
zeocin for 7 days, after treatment they were washed and incubated with
cytochalasin B for 36h, fixed and stained to evaluate the formation of
micronuclei. Recruitment of 53BP1 protein was also evaluated in Nek1-WT and
Nek1-KO strains by fluorescence microscopy; after treatments, images were
acquired for 24h in the InCell Analyzer 2200 and the fluorescence intensity of
53BP1 was measured. Results and Conclusion: The results indicate an
increase in genotoxicity in the Nek1-KO cell line, indicating an involvement of
this protein in the maintenance of genomic stability. Additionally, it was possible
to observe a decrease in the resolution of double breaks, due to the more
persistent labeling of the 53BP1 protein in the strain without the Nek1 protein
(U87-KO), suggesting a relationship of the Nek1 protein in the recruitment of

other proteins involved in the repair of double breaks.

Keywords: Glioblastoma, DNA damage Response, Nek1, 53BP1
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1. REFERENCIAL TEORICO

Os gliomas sdo os tumores cerebrais malignos primarios mais comuns
em adultos. Eles podem ocorrer em qualquer parte do sistema nervoso central,
mas ocorrem principalmente no cérebro e surgem no tecido glial. Embora
esses tumores sejam tipicamente malignos, alguns tipos ndo se comportam
consistentemente de maneira maligna [1]. Os gliomas sao astrociticos,
oligodendrociticos ou uma mistura desses 2 tipos de células e sdo normalmente
categorizados de acordo com a Classificacdo Internacional de Doengas—
Oncologia, versao 3 (CID-O-3) e grau da Organizagdao Mundial da Saude
(OMS). Conforme a classificagdo de tumores de SNC pela OMS, os gliomas
apresentam-se nos quatro graus devido a sua variabilidade. O tumor primario
mais comum do SNC, de origem astrocitaria, € o GB, sendo uma neoplasia
maligna de progndstico ruim, com dificuldades de manejo e agressividade

acentuada.

A classificagdo da OMS nao é mandatéria clinicamente, mas baseia-se
em critérios de genotipagem e histoldgicos que caracterizam o desenvolvimento
e o comportamento da neoplasia no individuo acometido [2]. Normalmente,
associa-se o grau com definicdes genéticas de mutacdes ja estabelecidas,
como marcadores comuns entre diferentes tumores. Mutagdes nos genes
IDH1/IDH2 s&o comuns entre grande parte dos gliomas, estando também
associados a alteracao de funcéo da proteina alfa-cetoglutarato e da p53 [2, 3].
Neste sentido, a classificagdo serve como uma forma de agrupar
geneticamente as neoplasias conforme suas semelhangas, podendo mudar

conforme novas associagées entre genes e o desenvolvimento destes tumores.
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As neoplasias primarias que acometem o SNC sado majoritariamente
benignas, compreendendo 70,3% contra 29,7% de casos malignos [4]. Dentre
os tumores benignos, 0 mais comum é o meningioma (53,9%), sendo um tumor
de crescimento lento com uma diversidade expressiva em termos de genes
afetados conforme a regido do cranio acometida, normalmente diagnosticada
devido aos sintomas causados oriundos dos efeitos nas regides do cérebro
afetadas fisicamente, pelo crescimento do tumor, expressadas através de dores
de cabeca, tonturas, convulsdes, perdas cognitivas entre outros diversos
sintomas associados ao SNC [4]. Por outro lado, dentre as neoplasias malignas,
o tumor mais comum sédo os GB (45%), sendo ainda um cancer com baixa
frequéncia de cura, com expectativa média de vida de 14 a 16 meses, e uma
sobrevida maxima de 5 anos em 9,8% dos pacientes, quando submetidos a

tratamento (Figura 1) [5].
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GBM

Fig.1 Dados sobre GBs. Os GBs representam 45% dentre todos os tumores
malignos do SNC, sendo alvo de intervengdes terapéuticas com
quimioterapicos, radioterapia e cirurgia. Possui uma sobrevida média de 15
meses e apenas cerca de 5% dos pacientes sobrevivem mais que 5 anos.

Os GB sao mais comuns em pacientes idosos (80% dos casos), com
idade média de 64 anos e normalmente apresentam um aumento de expressao
do gene EGFR, mutagdo no gene PTN, delecdo do CDKN2A e amplificagdo do
MDM2, sendo esta ultima menos frequente. Mutacbes nos genes IDH1/IDH2
sdo comuns (70-80%) nos GB primarios de grau WHO | e Il e secundarios e
apenas em 10% dos casos WHO Il e IV [6]. Os casos de GB secundarios
normalmente sao oriundos de oligodendrogliomas e astrocitomas de grau | e Il,
carregando mutagdées no gene P53 e/ou IDH1/IDH2. A diferenga expressiva
entre os gliomas de menor severidade e os GB consiste na rapida infiltracao

em tecidos adjacentes, necrose e vascularizagao [5].
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1.1 Diagndstico e tratamento

O diagnostico de GB normalmente acontece através de exames clinicos
em torno dos sintomas seguidos de uma biopsia do tecido e ressonancia
magnética, sendo facilmente diagnosticado através destes métodos [7]. Similar
a outras neoplasias, as possiveis intervencdes para tratamento consistem na
remogao cirurgica do tecido afetado, quimioterapia e radioterapia. A remogao
cirurgica do tecido ja possui técnicas para auxiliar a precisdo na ressecgao do
tecido, como a cirurgia guiada por fluorescéncia. Este método consiste na
administragdo oral do aminoacido 5-ALA que sera metabolizado pelo tecido
tumoral em PplX, uma porfirina fotossensivel de metabolizagcdo altamente
especifica pelas areas acometidas pelo tumor (98%). Em 90% dos casos apos a
cirurgia o tumor volta a se desenvolver no tecido primario; porém, n&o invalida a
necessidade da cirurgia para atenuagdo dos efeitos nos tecidos adjacentes bem
como para exames histopatoléogicos e genéticos do tecido a fim de
caracteriza-lo. Apesar do avango das técnicas cirurgicas, os métodos invasivos
no SNC ainda apresentam riscos as regides adjacentes devido a alta precisao

requerida e a sensibilidade do tecido.

Continuamente, a quimioterapia apresenta-se como o método mais
comum e eficaz como intervengcdo em GBs. A TMZ, um agente alquilante, € o
pré-farmaco que origina o metabdlito ativo MTIC, aprovado pelas agéncias
reguladoras para estes casos. Seu mecanismo consiste na adigdo de
grupamentos metila as bases purinas do DNA (O6-Guanina; N7-guanina e N3-
adenina) [8]. Naturalmente, as adigbes de metilas a O6-Guanina (0O6-MeG) séo

reparadas através da enzima MGMT, removendo a metila e mantendo a
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guanina na fita. Porém, quando nao reparada, a O6-MeG é erroneamente
pareada com uma timina e, consequentemente, sinalizando a necessidade de
reparo através da via MMR [8]. Subsequentemente, a via reconhece a timina e
remove esta base, mas mantém a lesdo O6-MeG na fita pareada e este ciclo
de sinalizagcdo e remocao de timinas ocorre diversas vezes, causando o
chamado ciclo futil, resultando em quebras sequenciais na fita de DNA (Figura
2) [8, 9]. A partir das lesbes de quebra, ha a interrupgao do ciclo celular em
G2/M e o inicio da apoptose, idealmente [8] . As lesbes N7-MeG e N3-MeG séao
normalmente reparadas de forma eficiente e apenas a ultima tem caracteristica

citotoxica quando permanece na fita de DNA [8].
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Fig. 2: Ciclo futil do MMR: A toxicidade causada pela TMZ da-se através da
metilagdo de guaninas no O-6. A enzima MGMT naturalmente repara essa
lesdo removendo a metila e restabelecendo a estrutura da fita de DNA; no
entanto, excesso de metilagbes ou organismos com baixa expressao ou
deficiéncia de MGMT permanecem com a metilagdo no DNA. Outro mecanismo
de reconhecimento de dano subsequente detecta que ha uma alteracéo na fita
e, em vez de remover a base metilada remove a base pareada - Citosina;
Continuamente, a via do MMR reconhece a necessidade de reparo e a sintese
da nova base é feita de forma errbnea, pareando uma timina a guanina
metilada. Por fim, a timina volta a ser reconhecida como um erro pela mesma
via para entdo ser novamente sintetizado uma outra timina, tornando a rota
bioquimica estagnada no chamado ciclo futil, onde ha a constante remocao de
uma base e a sintese da mesma no mesmo local.

A radioterapia, por sua vez, possui dois mecanismos para causar danos
ao DNA e induzir a apoptose. A exposicao de células a radiagdo resulta
diretamente na desestruturacdo das moléculas que formam o DNA, causando
estresse severo na fita e quebrando-a nas ligagdes fosfodiéster em diversas
regides. O objetivo, assim como na quimioterapia, € que aconteca a parada do
ciclo celular, e que, as vias de reparo ndo consigam reparar os danos em sua
totalidade, direcionando-as a apoptose. Adicionalmente, ha um mecanismo
secundario, que acontece simultaneamente através da ionizacdo das moléculas
de agua presente nas células, gerando radicais livres e causando dano

oxidativo ao DNA [10]. Evidentemente ha de considerar que tumores que n&o
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sdo superficiais, as células que estdo nos tecidos entre o tumor e a superficie
do corpo serao afetadas; contudo, as células tumorais de proliferagao rapida
foram descritas como mais sensiveis a radioterapia, que as células normais
[11]. As intervengdes clinicas podem e devem ser combinadas, quando
possivel. A expectativa média de sobrevida aumentou de 12,6 para 14,6 meses
em pacientes submetidos a radioterapia e quimioterapia simultaneamente,
quando comparado a intervengao somente com radioterapia [12, 13]. Apesar
deste aumento, as intervencdes discutidas apresentam problemas nitidos, como
efeitos adversos associados a quimioterapia (trombocitopenia, linfopenia e
neutropenia) e a radioterapia (danos aos tecidos adjacentes) [14]. Além disso, a
seletividade da barreira hematoencefalica as substancias presentes no sangue
também dificultam a entrega da TMZ ao SNC. Porém, as maiores dificuldades
no tratamento de GB e mais comumente estudadas consistem nos mecanismos
celulares envolvidos na resisténcia natural e adquirida aos tratamentos

classicos [14, 15].

1.2 Resisténcia tumoral e relagdes com vias de reparo de DNA

A sobrevivéncia de GB submetidos aos tratamentos normalmente
dependem de alteragbes que modifiquem a resposta aos agentes genotoxicos,
regulando eficientemente vias de ciclo celular, reparo de DNA e apoptose
favorecendo a sobrevivéncia tumoral [16, 17]. Quando analisamos 0 mecanismo
da TMZ, por exemplo, evidencia-se a necessidade de um balango complexo de
expressao entre a enzima MGMT e a via de reparo MMR, visto que o
tratamento torna-se mais eficiente quando temos uma baixa expressado de

MGMT e a via do MMR funcional (Figura 3) [18]. Um estudo com mais de 4 mil
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individuos demonstrou que pacientes contendo maior numero de metilagées na
enzima MGMT resultaram numa sobrevida média maior, independente das
variagdes no MMR [19]. Este dado ndo sé possibilita novos estudos como
facilita a predicdo de como intervir e 0 que esperar do progndéstico dos
individuos, visto que as analises foram feitas através da coleta de soro dos

pacientes, podendo ser aplicada clinicamente.
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Fig. 3 Mecanismos de citotoxicidade e resisténcia da TMZ: O metabdlito da
TMZ possui a capacidade de metilar as purinas nos sitios N3 de adeninas, N7 e
06 de guaninas. As metilagées presentes nos nitrogénios sao majoritariamente
reparadas pela via BER, conferindo resisténcia ao tratamento por ndo acumular
danos e nao resultar em morte celular. No entanto, as metilagdes no O6 das
guaninas podem conferir resisténcia caso haja uma atividade efetiva da enzima
MGMT ao remover as guaninas; em contrapartida, niveis baixos de MGMT
limitam o reparo ao ciclo futil e subsequente quebras no DNA. Da mesma forma,
a radioterapia causa danos no DNA gerados pelo stress oxidativo oriundo da
excitacdo de moléculas oxigenadas gerando espécies reativas de oxigénio na
matriz nuclear. Esses danos sdo também comumente reparados em gliomas.
Por outro lado, a radiagao ionizante gera quebras duplas de forma direta, sem
reacdes intermediarias. Nos casos onde o ciclo futil mostrou-se presente e as
quebras duplas causadas pela radiacdo ionizante foram exacerbadas, a
citotoxicidade estara presente devido a incapacidade de reparo. Caso os
mecanismos de reparo prévios ao NHEJ e HR de sinalizagdo de dano por
estruturas como a Nek1 estejam atuando de forma funcional e o reparo
aconteca de forma efetiva, as células apresentam resisténcia ao tratamento.
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Outro estudo conduzido in vivo demonstrou que ha uma relagao direta
entre a redugao do surgimento e crescimento de gliomas, bem como o aumento
da sobrevida meédia de individuos, quando ha a indugdo do aumento da
expressao de RAD51, proteina de papel central no HR [20]. Paralelamente, a
perda da funcdo de ATRX, proteina relevante na sintese de DNA durante o HR,
demonstrou-se relevante no surgimento de gliomas; no entanto, o efeito inverso
também é verdadeiro, quando sua atividade esta ocorrendo naturalmente ha
uma atenuacgdo no surgimento e crescimento de gliomas devido ao seu papel
na sintese de DNA durante o HR [21]. A via de reparo NHEJ também ¢ alterada
devido a perda de funcdo de ATRX, porém as justificativas por tras do
mecanismo dela nesta via ainda permanecem inconclusivos, mas hipéteses
sugerem que sua auséncia resulta numa modulagdo conformacional
disfuncional de heterocromatina impossibilitando o recrutamento de proteinas

associadas a via NHEJ para que acontecga o reparo [22].

E importante compreender que o surgimento de tumores depende de
danos sequenciais ao DNA que nao foram reparados e permanecerao nas
geragdes celulares subsequentes, porém, quando ja ha um tumor presente no
tecido, a disfungdo das vias e proteinas descritas aparenta ser favoraveis a
sensibilizagao aos tratamentos, visto que a indugao de dano pela radioterapia e
quimioterapia resultara em danos nao reparados e, consequentemente, em

morte celular.
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1.3 Proteinas de reparo como alvos moleculares para tratamento

Continuamente, a perspectiva sobre alvos moleculares envolvendo vias
de reparo nao estao somente relacionadas as proteinas intrinsecas as vias. Os
mecanismos de reparo serao somente acionados e terdo as devidas proteinas
recrutadas quando as vias de DDR estdo funcionando de forma eficiente, visto
que todo dano causado ao DNA deve ser previamente reconhecido para que
posteriormente seja reparado. Classicamente, estuda-se as proteinas
ATM/ATR, conhecidas pelo seu papel no DDR. Quando ha lesbes de quebra
dupla no DNA, a ATM reconhece rapidamente os sitios afetados e fosforila
diversos alvos  protéicos, assim como a ATR, que atuardo em vias
subsequentes, como a CHK2, p53 e BRCAA1, regulando eventos de apoptose,

reparo e parada de ciclo celular [22].

Disfungdes no DDR apresentam outras formas de perpetuagao de dano
e progressao tumoral. Forquilhas de replicacdo paradas sem posterior reparo
devido a auséncia de sinalizacdo de dano resulta em stress replicativo e
arranjos cromossomais anormais, o que gerara DSBs [23]. A formagéo de
R-loops - pareamento de DNA com RNA e uma fita livre de DNA - pode gerar
variagdes na expressao genética e instabilidade gendmica [24]. Este tipo de
estrutura gerara nado s expressao alterada de genes, mas também pode
resultar em quebras no DNA durante a replicacao.

Considerando o baixo progndstico associado as intervengdes propostas
clinicamente, novos alvos moleculares surgiram com o propésito de intervengao
no tratamento de GB. Estudos do nosso grupo de pesquisa propuseram que ha
uma relagcdo direta entre os niveis de expressdo de Nek1, uma cinase com

papel importante no DDR, e a resisténcia ao tratamento com TMZ e com a
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agressividade do tumor [25, 26]. No entanto, um fator limitante as terapias de
inibicao de proteinas de reparo é a toxicidade associada a esses tratamentos e
o sitio alvo, neste caso o SNC [27, 28]. Buscando formas de contornar os
problemas citados, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um estudo in vivo
utilizando uma fibra de PVA contendo TMZ que € um inibidor de Nek1,
mostrando eficacia na redugdo do tumor e aumento de sobrevida [28]. Outro
trabalho do grupo de pesquisa demonstrou que ha maior sensibilidade a
intervengdo com zeocina e TMZ em linhagens de GB deficientes para Nek1.
Este mesmo estudo demonstrou que ha uma maior ativagéo de YH2AX, Chk2 e
p53, porém sem alteracbes no ciclo celular. A formagdo de yH2AX da-se
através da fosforilacdo da H2AX nos sitios de DSBs, e a maior ativagao de
Chk2 e p53 sao condizentes com a expressao de yH2AX denotando a parada

de ciclo celular em G2/M para o reparo [29].

1.4 Nek1

As vias de DDR ndo sdo somente afetadas pela ATM/ATR, a Nek1 € uma
proteina de extrema relevancia no contexto de sinalizagdo de danos e é
associada a progressdao no cancer de prostata, redugcdo da sensibilidade a
terapia em células de carcinoma renal, reducdo na sobrevida livre da doenca,
malignidade e agressividade em cancer de tiredide, além de conferir resisténcia
a TMZ em GB [30, 31, 32, 33, 34]. Dados ainda n&o publicados do grupo de
pesquisa sugerem que o silenciamento genético atravées de CRISPR em
modelos celulares de glioblastoma (U87MG), sensibilizam as células a

intervengcdo com zeocina, uma substancia radiomimética.

A Nek1 interage com proteinas envolvidas ndo s6 nas vias de reparo de
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DNA, mas como de regulagcdo de ciclo celular (Figura 4). Estudos
demonstraram que diversas proteinas como a ATRX, MRE11, 53BP1 e outras
estruturas envolvidas no inicio das vias HR, NER, MMR e Fanconi [35, 36] . A
importancia da Nek1 no ciclo celular e estabilidade cromossomal ja foi
demonstrada in vivo em modelos onde a proteina fora silenciada
geneticamente, ao demonstrar a incapacidade de parada do ciclo celular em
G1/S e G2/M, além do surgimento de aberragbes cromossdmicas nas geragdes
posteriores a radioterapia. Neste  contexto, possui também um papel
significativo no HR ao fosforilar a Rad54 (Ser572) durante a fase G2,
mecanismo necessario para que haja a restauragao da forquilha de replicacao
parada através da sua degradacgao e posteriormente inicia-se a sintese de DNA
junto & fita homdloga durante o reparo. E relevante constatar que a sinalizagéo
da Nek1 e ATM/ATR nado dependem uma da outra, visto que dados ja
demonstraram que a expressao da Nek1 nao foi alterada em situagcdes onde a
ATM/ATR apresentavam-se inativas. Porém, outros dados sugerem que a Nek1
possui um papel, possivelmente ndo exclusivo, de interagir a fim de estabilizar
o complexo ATR-ATRIP para a sinalizagdo de dano ao DNA, estimulando a

autofosforilagao de ATR.
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Fig. 4: Nek1 e suas principais interagées. A Nek1 possui relagdo direta com
as proteinas ATM, PP1a, VHL, Mre11, Rad54, Chk1/2, ATR/ATRIP e Ku80.
Suas interagbes consistem em modificagdes pos-traducionais, regulando ciclo
celular, DDR, estabilizagdo da fita de DNA, controle indireto de pontos chave de
vias de reparo e estabilizagdo de complexos também associados ao DDR.

No contexto de DDR, a Nek1 esta presente na sinalizagao na maior parte
dos danos causados ao DNA: estresse replicativo, DSB, SSB e ICL (Figura 5)
[37]. Nek1 promove a estabilizagao da forquilha de replicacdo de forma indireta,
fosforilando Rad54, responsavel por este mecanismo [37]. A interagcao da Nek1
com a proteina Ku80 promove a aproximagao da proteina as extremidades em
quebras duplas, sendo um ponto de inicio para o NHEJ, apesar de ja ter sido
demonstrado que na auséncia de Ku80 o NHEJ nao é afetado, presumindo a
existéncia de uma via paralela compensando o mecanismo [38]. Indiretamente,
a Nek1 esta presente na regulagao do ciclo celular através da interagdo com a
Chk1, através da estabilizacdo do complexo ATR/ATRIP, seguido da
autofosforilacdo de ATR e a subsequente interagdo com a Chk1 [39]. A Nek1

também interage fosforilando tanto o complexo Mre11 como a proteina VHL. A

VHL regula, juntamente a Nek1, a proliferacdo celular, volume de matriz
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extracelular e a cilia primaria de tecidos. A Mre11 por sua vez possui uma
atividade nas vias subsequentes de exonuclease, removendo as extremidades
lesionadas da via que serdo posteriormente direcionadas ao reparo homélogo
[40]. Por fim, a Nek1 regula a divisdo celular ndo s6 através das paradas de
ciclo, mas através do eixo ATM>PP1a que ira desfosforilar a Nek1 e inibir a

separagao de centrossomos [41].
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Fig. 5: Mecanismos celulares e a Nek1: A Nek1 possui diversas formas de
controlar mecanismos celulares. A parada do ciclo celular é realizada através da
estabilizacdo da ATR/ATRIP e consequente autofosforilagdo seguida da
sinalizagdo a Chk1. A estabilizagdo e a inibicdo da segregacdo de
centrossomos sao mediadas por modificagdes pds-traducionais indiretas, como
na interacdo com ATM/PP1a ou diretas, como na estabilizacdo da forquilha de
replicagcdo através da interagcdo com a Rad54. A via de reparo homodlogo,
descrita outras vezes nesta tese através do mecanismo envolvendo
BRCA1/53BP1 pode ser ativada pela sinalizacdo entre a Nek1 e o complexo
Mre11 assim como a proteina VHL. Os mecanismos regulados pela Nek1 para
a realizagdo do reparo atuam paralelamente ao desencadeamento de sinais
nas reagdes geradas pela ATM, no eixo H2AX>yH2AX>BRCA1/53BP1. Este
eixo possui dois destinos possiveis conforme a expressdo de BRCAT1,
direcionando ao NHEJ ou ao HR. A entrada em NHEJ pode também ser
mediada pela Nek1 de forma independente de ATM através da proteina Ku80.

Ha uma relagao direta entre a perda de funcdo da Nek1 e diversos
tumores como cdlon, pulméo e pancreas e sua superexpressao ja foi associada

a resisténcia tumoral em gliomas [42]. Esta relacdo é estudada em diversos
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contextos e a sensibilizacdo a quimioterapia foi demonstrada em células de
cancer de préstata, ao inibir o eixo TLK>Nek1>VDAC1 quando expostas a

determinados antitumorais [43].

1.5 53BP1

A 53BP1 €& uma proteina importante no DDR de quebras duplas devido
ao seu mecanismo de escolha entre a via NHEJ e a via HR [44]. Inicialmente
descrita como uma proteina que interage com a p53, hoje outros mecanismos
sdo conhecidos [45]. No contexto do DDR, a sua capacidade de interagir com
histonas elucidou seu papel na iniciacdo de vias de reparo. Outro alvo relevante
da ATM é a H2AX, uma histona classicamente reconhecida como um marcador
de quebras duplas relevantes na sinalizacdo ao HR; consequentemente, a
H2AX fosforilada recruta tanto a proteina BRCA1 ao local de dano como a
53BP1 [21]. As proteinas BRCA1 e 53BP1 possuem um papel sinérgico para o
funcionamento do NHEJ. Durante a fase G1, a presenga de 53BP1 na
extremidade da lesdo impede a ressec¢ao; no entanto, nas etapas sequenciais
do ciclo (S/G2) a BRCA1 promove a remogao da 53BP1 possibilitando a
atividade das nucleases [22]. Logo, em situagdes de deficiéncia de BRCA1 o
reparo por NHEJ acontece de forma aberrante, impedindo que o HR aconteca.
Estudos em torno destas duas estruturas sugerem que ha uma relagao direta
entre BRCA1 e 53BP1 na transicdo do NHEJ para o HR dependendo da

funcionalidade destas duas proteinas (Figura 6) [22, 30].
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Fig.6: Mecanismo do BRCA1 com 53BP1 para entrada em HR ou NHEJ.
Apos a quebra dupla acometer a fita de DNA, a 53BP1 localiza-se proxima ao
sitio de dano de forma fosforilada; em seguida, a BRCA1 desfosforila a 53BP1,
mediada por outras proteinas, deslocando a 53BP1 a posi¢gdes mais distantes
do local de quebra. Por fim, as exonucleases sao recrutadas e iniciam o
processo de degradagdo dos limites danificados da fita seguido do HR. Na
situacao onde a desfosforilacdo for ineficiente devido a auséncia ou baixa
expressao de BRCA1, o NHEJ sera desencadeado de forma aberrante.

No contexto tumoral, estudos ja demonstraram que alteragdes na 53BP1
e na BRCA1 estdo associadas a progressao tumoral e resisténcia aos
tratamentos.Células de cancer de mama deficientes em 53BP1 apresentam-se
resistentes ao tratamento com cisplatina e inibidores de PARP - uma polimerase
importante no reparo de DNA e alvo terapéutico - demonstrando a importancia
da 53BP1 no contexto tumoral [46, 47]. Em tumores de mama que apresentam
deplecdo nos receptores de estrogénio e progesterona, fator de crescimento
epidermal (triplo negativo) e baixa expressdo de 53BP1 demonstraram

sobrevida menor e metastases distantes, indicando uma associagao entre o

prognostico e a expressao desta estrutura [46].
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O papel da 53BP1 no nucleoplasma é consideravelmente bem entendido,
porém, ela também esta presente no citoplasma e variagdes na sua expressao
podem estar associadas a tumorigénese. Disfungbes mitocondriais sao
associadas com diversos prognosticos, mas no contexto tumoral possui um
mecanismo dicotdmico. A mitofagia, um processo de degragdo mitocondrial
mediado pela autofagia pode contribuir com a sobrevivéncia de um tumor
através da adaptacao do tecido ao estresse do ambiente tumoral; contudo,
pode também resultar em morte celular devido a atividade excessiva de
clearance mitocondrial [48]. Um estudo recente propds que a atividade da
53BP1 no citoplasma era independente da p53, assim, utilizou-se uma
linhagem com p53 inativa e deficiente em 53BP1, expuseram-na ao CCCP -
uma droga comumente utilizada em estudos de inducdo de mitofagia e
demonstraram que a massa, potencial de membrana e a quantidade de
mitocdndrias aberrantes foi significativamente maior nas linhagens sem 53BP1
do que a linhagem selvagem [49]. Conclui-se assim que, apesar do papel
conhecido da 53BP1 no contexto nuclear, modulando o direcionamento para as
vias NHEJ e HR ndo é o unico mecanismo em que ela esta presente;
simultaneamente, apresenta-se de forma relevante no meio extra-nuclear
participando de forma direta ou indireta e independente de p53 em vias

dissociadas do reparo de DNA.

Considerando os mecanismos descritos, a 53BP1 aparenta ser um alvo
importante a ser avaliado no contexto de GB, visto que a descricdao do seu
mecanismo em diferentes contextos de tratamento e expressao associadas ao
DDR podem modular seu recrutamento, alterando, possivelmente, a eficiéncia

do reparo de DNA. além de sensibilizar as intervencgdes terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

GERAL:

Avaliar a influéncia da delegcéo da proteina Nek1 em linhagens de GBs
frente a tratamento com TMZ e o radiomimético zeocina na resposta a quebras
duplas por meio da avaliagdo da proteina 53BP1 em tratamentos agudos,

assim como, avaliar a resposta mutagénica em tratamentos crdnicos.

ESPECIFICOS:
a) Construir linhagens de GB expressando a proteina 53BP1 truncada marcada

com fluoréforo.

b) Avaliar a expressao da proteina 53BP1 em linhagens com e sem a proteina
Nek1, apos tratamento com TMZ e zeocina, em 1, 4 e 24 horas, por

microscopia de fluorescéncia.

c) Avaliar o perfil de mutagenicidade apés tratamento crénico com TMZ e

zeocina em linhagens com e sem expressao da proteina Nek1.
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Abstract

Introduction: Gliomas are glial cell neoplasms which comprise the majority of
primary CNS tumors, with glioblastoma multiforme (GB) being the most common
malignant type, representing 48% of CNS malignant tumors. GB are aggressive
and have a poor prognosis, even with the triad of treatment: surgical resection,
radiotherapy and chemotherapy with temozolomide (TMZ), with a low average
survival. In this sense, The search for new molecular targets and therapeutic
strategies is essential. The Nek1 protein is key in the response to DNA damage,
as it interacts with proteins involved in repair, apoptosis and cell cycle regulation
pathway. More recently, Nek1 has been shown to be overexpressed in different
glioma cell lines and, interestingly, the level of expression is directly related to
the degree of tumor severity, proliferation rate and resistance to TMZ. Aim of
study: To analyze genotoxicity using the micronucleus test in strains with the
Nek1 Knockout protein (Nek1-KO) during a simulated clinical protocol, after
treatment with TMZ and the radiomimetic zeocin, as well as to evaluate the
relationship between the absence of the Nek1 protein and the recruitment of
53BP1 protein, using a strain with the truncated 53BP1 protein. Methodology:
Cells (Nek1-WT and Nek1-KO) were treated with TMZ and zeocin for 7 days,
after treatment they were washed and incubated with cytochalasin B for 36h,
fixed and stained to evaluate the formation of micronuclei. Recruitment of
53BP1 protein was also evaluated in Nek1-WT and Nek1-KO strains by
fluorescence microscopy; after treatments, images were acquired for 24h in the
InCell Analyzer 2200 and the fluorescence intensity of 53BP1 was measured.
Results and Conclusion: The results indicate an increase in genotoxicity in the

Nek1-KO cell line, indicating an involvement of this protein in the maintenance
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of genomic stability. Additionally, it was possible to observe a decrease in the
resolution of double breaks, due to the more persistent labeling of the 53BP1
protein in the strain without the Nek1 protein (U87-KO), suggesting a

relationship of the Nek1 protein in the recruitment of other proteins involved in

the repair of double breaks.

Key-words: Nek1, glioblastoma cells, micronucleus, 53BP1
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1. Introduction

The multiforme glioblastoma (GB) is the most common CNS primary tumor,
which has a poor prognosis, being extremely aggressive, with an incidence of
57% of all gliomas and 48% among the malignant CNS tumors [1, 2]. This
tumor has astrocytic origin and due to its characteristics is considered a grade
IV tumor, according to the World Health Organization (WHQO). GBs are treated
with surgery, radiotherapy, and chemotherapy. Despite recent developments in
these therapies, the GB currently has an average survival of 14.6 months from

diagnosis [3].

Temozolomide is the standard chemotherapy and most efficient for GB
treatment [2]. It is an alkylating agent, which acts by DNA methylation of purines,
inducing cell death by disrupting the DNA. Some adverse effects, such as
thrombocytopenia, lymphopenia, neutropenia and the difficulty of reaching the
CNS due to the blood brain barrier (BBB) hamper the treatment on GB.
Furthermore, tumor resistance to TMZ is one of the barriers faced on
chemotherapy intervention and is an area of study that tries to understand the

cellular mechanisms behind acquired and natural resistance [5].

Tumors, such as GBs, can become resistant to chemotherapy and the
mechanisms underlying this are usually linked to alterations that modify
chemotherapeutic response through the cellular mechanisms, which includes
DNA damage response (DDR), apoptosis, cell cycle regulation and
mitochondrial activity. There is a specific protein called Nek1 (NIMA-Related
Protein Kinase [), directly associated to DDR through the interactions with

proteins involved in modulating the pathways of DNA damage verification and
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cell cycle [6, 7]. Nek 1 is involved in the response of different damage inducing
agents, including ionizing radiation (IR), alkylating agents, ultraviolet radiation

and hydrogen peroxide [8, 9].

In the tumoral context, Nek1 is associated with cancer progression in
prostate tissue, lowering sensibility to DNA damage therapy in renal carcinoma
cells, disease free survival reduction in cervical cancer, malignancy and
aggressiveness in thyroid cancers and TMZ resistance in GB cells [10, 11, 12,
13, 14]. In glioma cells, Nek1 may be an important target, once its role in GB

malignancy is related to cell growth promotion and chemoresistance [14].

Recently, we reported an electrospun polyvinyl alcohol (PVA) microfiber
(MF) brain-implant prepared for the controlled release of Nek1 protein inhibitor
(iNek1) and TMZ or TMZ-loaded nanoparticles to GB treatment. Our results
support previous findings [15] and strongly suggest that Nek1 is an important
target in GB cells and its inhibition significantly decreases cell viability when
combined with TMZ. In addition, the formulations revealed a high drug loading,
which prolonged the drug’s release improving the antitumor effects of iNek1 and

TMZ in the treatment of GB in rats.

Furthermore, previous data from our research group about the
participation of Nek1 in response to DNA damage induced by zeocin in GB cells
indicated a differentiated cellular response according to the exposure time.
Nek1 knockout increases sensitivity to DNA damage induced by zeocin plus
TMZ and DNA damage signalization in acute response activating y H2AX, Chk2,
and p53. However, in chronic exposure Nek1 knockout reduces DNA damage

signalization impairing cell cycle arrest. The impact of Nek1 reducing cellular
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viability in chronic exposure to low levels of zeocin indicates that the protein

Nek1 represents a valuable target for radiation sensitization [16].

Although Nek1 appears to be an interesting target in response to
radiomimetic agents, its role needs to be better explored. In this sense, this work
aims to evaluate the influence of the deletion of the Nek1 protein in GB cell
lines when treated with TMZ and the radiomimetic zeocin in the response to
double breaks by 53bp1 protein fluorescence measurement and the

micronucleus induction.

2. Material and Methods

2.1 Chemicals

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),
trypsin—ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), L-glutamine, antibiotics
(penicillin/streptomycin) and Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). Temozolomide
(TMZ), puromycin and Hoechst 33342 were purchased from Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Zeocin was purchased from Invitrogen (Grand Island, NY).
The Plasmid apple-53bp1 trunc, expressing 53BP1, was acquired from Adgene
(Watertown, MA, USA). The Lenti-X 293T cells and Xfect were purched by
Clontech (Mountain View, CA, USA). All others reagents were of analytical

grade.
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2.2 Cell line

Human GB cell U87 MG was obtained from American Type Culture
Collection (ATCC) bank and cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM) supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), 100 units.mL™

penicillin and 100 pg.mL™" streptomycin. The cell culture was regularly tested to
ensure absence of mycoplasma. Cell identification was checked by karyotype

(data not shown).

2.3 Nek1 Knockout cell

From this cell was originated a second cell line, with a knockout for the
protein Nek1 by CRISPR (U87-KO). Briefly, plasmid PX459 V2.0, expressing
CAS9 protein and RNA guide molecules for Nek1 protein were transfected in the
U87 cell line. The cells were transduced with a pool (1:1:1:1:1) of five sequences
of RNA guide and selected by puromycin. The knockout efficiency was checked

by immunoblotting and PCR [17].

2.4 Micronucleus Assay

The micronucleus (MN) assay was performed with modifications to cell
lines [18, 19]. U87-WT and U87-KO cells were incubated for five days with TMZ,
Zeocine or combined treatment with zeocine plus TMZ. After treatment, the
cultures were washed twice with the medium and the Cyt-B was added at final
concentration of 2 ug.mL™. Cultures were harvested 36 h after Cyt-B addition.
The cells were separated from the bottle by trypsinization and the cellular
suspension was centrifuged at 1000 rpm for 5 min. Then, cells were

resuspended in a KCI 0.075M solution maintained at 4 °C for 3 min (mild
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hypotonic treatment). Subsequently,the cells were centrifuged and a
methanol/acetic acid (3:1) solution was gently added. This fixation step was
repeated twice and finally, cells were resuspended in a small volume of
methanol/acetic acid and dropped onto clean slides. The slides were stained
with 10% Giemsa (pH 6.8) for 3—4 min. Slides were mounted and codified prior
to the microscopic analysis. Micronucleated cells were counted in 2000

binucleated cells with well preserved cytoplasm.

2.5 53BP1 trunked protein construction

The cellular model expressing the 53BP1 fluorescent protein was made by
lentiviral transduction [20]. Briefly, lentiviral particles were produced by
53BP1trunc-Apple plasmid expression in Lenti-X 293T cells (Clontech),
according to the manufacturer's protocol. In a polystyrene plate, 2x10° Lenti-X
293T cells were cultivated to be exposed, in the next day, to reporter transfection
with Xfect (Clontech). After 6 hours, culture medium was removed and
substituted by a new one, free from transfection complexes. After 48 hours, the
medium was collected and filtered. Viral particles were concentrated with
Lenti-X concentrator ~ (clontech). Around 50.000 U87-WT and U87-KO
glioblastome cells were seeded per well, in a 12 well plate and transduced with
lentiviral particles (53BP1trunc Apple), in the next day, in a medium containing

4-10 mg.mL™" of polybrene. Medium was changed after 24 hours and cells

submitted to a new medium containing 3 mg.mL™" of puromycin. Protein

expression was confirmed by fluorescence microscopy.
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2.6 53BP1 live cells imaging

U87-WT and U87-KO with 53BP1-trucApple cells were seeded (1,6x10* per well)
in 96 well plates. Cultures were maintained in ideal conditions until they reached
confluence. After reaching confluence, they were washed with PBS and treated
for 5 minutes with Hoechst 33342 nuclear dye (5 mg.mL™"), washed with PBS
and treated for 24 hours in these conditions: Negative control containing only

DMEM and FBS (CN); TMZ 100 pyg.mL™", Zeo 50 ug.mL™" and TMZ 100 pug.mL™"

plus Zeo 50 pug.mL™". Imagens were acquired in the In Cell Analyzed 2200 (GE
Healthcare Life Sciences), equipped with a 40x lens and a humidified chamber
for 24 hours. Image captures were made hourly for a 24 hour period during the
treatment. Data quantification was made through image combining in Fiji app
[21] through overlapping of individual acquisition channels for nuclear dye and

53BP1 fluorescence. Quantification was made manually through foci counting.

2.7 Statistical analyses

All experiments were independently performed three times and the results
were expressed as mean + SEM and were analyzed by two-way ANOVA ith

multiple comparison. p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and discussion

The Nek1 protein became of interest to our research group from data that
showed the different expression profiles of this structure in GB [22].This study
has revealed that the overexpression of the Nek1 protein is directly linked to the
degree of tumor severity, proliferation rate, and resistance to TMZ treatment in

various glioma cell lines [22]. The results are intriguing, as they suggest that the
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level of Nek1 expression can serve as a potential indicator of glioma cell

behavior and response to treatment.

Recently, we investigated the role of Nek1 in DNA damage response after
exposure to Zeocin. Our results show that within 5 days, Zeocin treatment
increased sensitivity in the U87-KO cell line at all doses evaluated and, when
administered together with TMZ, there was a subtle increase in sensitivity also in
the U87-WT together with TMZ [16]. In addition, we showed a reduced H2AX
activation in response to zeocin treatment [16], which may indicate a failure in
the damage signaling processes as previously demonstrated in treatment with
camptothecin [23]. The impaired in DNA damage signalization could induce
genetic instability and increase mutagenic lesions [23, 24]. To investigate the
possibility of chromosomal instability, in the present work, we evaluated the
micronucleus formation after 5 days of treatment. The results shown in Figure 1
show that treatments with zeocin and zeocin combined with TMZ induce an
increase in micronucleus formation, however, genomic instability in the U87-KO

cell line is increased, differing significantly from the U87-WT cell line.
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Figure 1. Micronucleated cell (MN) frequency in the Micronucleus test.
U87- WT and U87-KO cells were exposed for 5 days and the MN frequency is
expressed per 2000 binucleated cells (BNC). Bars represent the mean + SEM of
three independent experiments. **p < 0.001 treated vs. control and ###p<0.001

comparison between cell lines (two-way ANOVA with multiple comparisons).

As mentioned before, it is known that Nek1 co-localizes with key proteins
involved in the initial response to DSBs including y-H2AX [10]. Our recent results
showed that zeocin treatment induced a clear increase in y-H2AX activation
after acute exposure and Nek1 deficient cells had an increased activation only
at the highest dose of zeocin plus TMZ in relation to WT. However, Nek1
dependence was subtle in chronic treatments with lower concentrations of
zeocin [16]. The impaired in DNA damage signalization could induce genetic
instability and increase mutagenic lesions. Our results show the increase of
micronucleus formation corroborates this possibility, confirming an increase in
genomic instability that may explain the increased sensitivity in the absence of

Nek1 protein.

The two mechanisms usually involved in double strand breaks (DSB) are
the non-homologous end joining (NHEJ) and homologous repair (HR). DNA
repair is required in every case that the cell cycle is stopped, through DDR, so
DNA breaks are repaired. In this context, Nek1 plays the role of interacting with
proteins associated with DDR, such as RAD54 (Ser572), ATM/ATR and MRE11,
giving HR a headstart and promoting replication fork stability [25, 26]. MRE11 is
directly associated with replicative capacity of a tumor, being an aggressiveness
hallmark, data obtained from breast cancer tissue and confirmed in in vitro cell

lines of the same type [27]. 53BP1, in turn, blocks the resection in the extremity
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of DNA strands for NHEJ to happen. So, 53BP1 plays critical roles in DNA DSB
repair by promoting non-homologous end joining (NHEJ), and loss of 53BP1
abolishes PARPI sensitivity in BRCA1-deficient cells by restoring homologous
recombination (HR). 53BP1, similar to many other DDR and repair proteins,

must accumulate at sites of DNA DSBs.

Seeking to understand the increase in genomic instability, we constructed
a strain with the labeled 53BP1 protein to verify the kinetics of damage formation
and absence and presence of Nek1. Since Nek1 is involved early in a DNA
damage sensing/repair pathway, we evaluated the kinetics of DSB during 24 h of
treatment. Our results indicated an 53BP1 fluorescence increase in all
treatments after 1 h in both cell lines, however, while in the U87-WT cell line
there was a decrease in marking over the 24 hours, in the U87-KO this
decrease was smaller, with a significant difference between cells treated with
zeocin, TMZ and co treatment and untreated cells, suggesting a delay in DSB

resolution or a direction for the repair pathway by NHEJ (Figure 2).
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Figure 2. 53BP1 protein recruitment over 24 hours of treatment with zeo,
TMZ or co-treatment. The data are presented as the mean + SEM. ***p<0.001
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(compared to NC) and #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ###H#p<0.0001
(comparison between cell lines) (two-way ANOVA with multiple comparisons).

We also express these results by dispersion comparing lines under each
of the treatment conditions. Our results demonstrated that the absence of Nek1,

appears to delay repair of DSB by maintaining 53BP1 protein signaling for 24

hours (Figure 3).
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Figure 3. 53BP1 protein recruitment over 24 hours of treatment with zeo, TMZ or

co-treatment. The data are presented as the mean £ SEM.

The data collected from the 53BP1 recruitment assay show us a clear

distinction between the knockout and wild type cell lines in a time dependent

manner. On the first hour of all treatments there is a high amount of 53BP1
51



50

colocalized with nuclei staining that logically drops over time in the U87-WT cell
line. This is expected, since both repair pathways, HR and NHEJ are happening
- even though we can’t differ which one is more active at this point - and 53BP1
starts to become less expressive. When the treatment ends - 24 hours - there is
nearly no foci, indicating that repair must have happened and the cell cycle goes
on. However, when we compare this result to the knockout cell line, on both 4h
and 24h time frames we can observe slighter reduction on foci counting. When
comparing the negative control, which has no treatment, with the treatment
groups, we can observe that 53BP1 remains on the site - colocalizing with the

nucleus - and showing us a delay in repair.

It is relevant to consider that the Zeocin and Zeocin + TMZ group are
similar, while the TMZ itself shows almost no foci in the 24h endpoint. This may
be due to the capacity of causing damage in a smaller treatment window. We
know that TMZ causes DNA damage through the methylation of purines in the
DNA, and that takes more time. The data acquired from the micronucleus assay
during the five day treatment show us that TMZ itself causes more chromosomal
aberrations when compared to Zeocine alone, since it may cause less cell death
in the very first cycles. TMZ toxicity can take a few cell cycles to start causing
apoptosis, and every cell generation will end up carrying the chromosome
aberrations from the prior generation. This way, it is understandable how in a
24h time frame Zeocine and Zeocine plus TMZ are simillar in terms of 53BP1
recruitment, showing us that TMZ may not be delaying the DNA repair in the first
24 hours of treatment when compared to the control and other treatment groups.
It is plausible that Zeocin is causing more damage and, thus, more 53BP1

recruitment, since it causes DSBs directly to the DNA and indirectly through
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oxidative stress, causing clustered damages.

It is know that 53BP1 can be recruited by ATM through the
ATM>H2AX>yH2AX pathway, but other mechanisms needed to DNA repair may
be affected by the absence of Nek1. These results show us that not only repair
is being delayed, but it is being affected by a mechanism not directly related to
53BP1, but most likely to cell cycle regulation. That includes not only CHKs but
pathways prior to that, such as the ATR/ATRIP complex and possibly Rad54,
both interacting with Nek1 to work through the DDR. In conclusion, we observed
that the chromosomal aberrations are higher in the TMZ plus zeocine in both cell
lines, but significatively more in the knockout line, but in a smaller time frame,
when observing 53BP1 expression, we see that TMZ is not delaying the repair
as much as Zeocin. Our studies corroborate to show that the Nek1 protein can
be an important molecular target for the treatment of GB, however more studies

are needed to confirm this possibility.
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5. CONCLUSOES

Nos dados produzidos por esta dissertagdo, os tratamentos com
zeocina e TMZ sozinhas e associadas demonstraram maior genotoxicidade nas
células U87-Nek1-KO, podendo inferir a maior sensibilidade através do ensaio
de micronucleos. O objetivo deste trabalho foi atingido ao trabalharmos com as
células com marcacao fluorescente para 53BP1 de forma eficiente e avaliarmos
o perfil de aberragdes cromossOmicas, expressdao de 53BP1 e associa-los de

forma logica.

Os dados de fluorescéncia demonstraram que em ambas linhagens ha
expressiva presenca de 53BP1 na primeira hora de tratamento em todos os
grupos. Porém, no segundo momento avaliado (4h), a presenca de 53BP1 é
maior no grupo knockout quando comparado ao grupo selvagem, e esta logica
se mantém na ultima avaliagdo, menos no tratamento com TMZ isolada (24h).
Estes dados sugerem que ha um atraso no reparo de DNA causado pela

auséncia da Nek1.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado ““NIMA-related
Kinase 1 e seu papel na resisténcia tumoral”, aprovado pela Comissédo de
Pesquisa (ComPesq) da UFCSPA (Parecer N° 026/2017). Deste projeto maior

foi desenvolvida uma tese e a dissertacdo aqui apresentada.

A busca pela eficiéncia no tratamento do cancer tem levado a um
aprimoramento do conhecimento dos mecanismos celulares associados a
resisténcia tumoral aos farmacos e a radioterapia. Embora os resultados obtidos
mostram a eficiéncia da sensibilizacdo apdés o silenciamento da Nek1, é
importante realizar avaliagbes posteriores em relagcdo ao ciclo celular e a
ativacdo de vias de reparo especificas para entender a genotoxicidade
encontrada no estudo e se ha reparo acontecendo durante o periodo de
tratamento de 5 dias, e como a genotoxicidade permanece alta. Para aprimorar
ainda mais as conclusdes previamente descritas, € necessario ampliar o tempo
de tratamento e analisar proteinas chave do ciclo celular. E possivel que a
atividade da Nek1 sobre as Chks e mecanismos de estabilizagcdo durante o
reparo esteja sendo compensada por outra estrutura, o que deve ser

investigado para melhor compreender a resisténcia tumoral aos tratamentos.

Como descrito na dissertagdo, estudos ja utilizam inibidores de
proteinas especificas associadas aos tratamentos classicos. Neste sentido, a
investigacdo mais profunda acerca dos mecanismos celulares envolvidos no
reparo de DNA podem n&o so abrir porta para novos estudos, mas propor,

futuramente, novas associacboes de alvos terapéuticos. Apesar das limitacdes
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devido a toxicidade conhecida de inibidores de proteinas, estudos do nosso
grupo de pesquisa ja propuseram intervengdes no local do tumor, podendo
associar os tratamentos com o direcionamento do tratamento no sitio
especifico.

A aquisicdo de mais dados de vias associadas a Nek1 poderiam
corroborar a discussdo deste estudo. Atento a necessidade de compreender
como que o ciclo celular esta sendo regulado durante os tratamentos propostos,
podendo inferir novas conclusdes ou corroborar os dados obtidos na avaliagao
de imunofluorescéncia deste estudo. E de interesse do grupo elaborar novos
estudos em torno dos mecanismos paralelos ao reparo de DNA onde a Nek1
esta atuando, possibilitando-nos compreender a logica por tras da

sensibilizagcdo de GB aos tratamentos na auséncia de Nek1.
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