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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

La integridad y estabilidad del material genético esta continuamente amenazada por
factores enddgenos y exégenos que pueden danar al ADN (Bogliolo, et al., 2002), sin
embargo, todos los seres vivos tienen la capacidad de mantener la integridad genémica
mediante multiples mecanismos que reparan el dafo al ADN (de Winter & Joenje,
2009; Matsuoka, et al., 2007). Algunas causas de dafio al ADN son: 1) Agentes
ambientales fisicos como radiacion, quimicos como agentes alquilantes o bioldgicos
como virus 2) Productos propios del metabolismo celular normal, como la replicacién,
transcripcion o metabolismo celular (Hoeijmakers, 2001) (Figura 1). Sin importar cual
sea el origen, el dafio genético es una amenaza para la supervivencia celular y en
metazoarios, de no ser reparado lleva a la falla de 6rganos, inmunodeficiencia o cancer
(Abraham, 2001).

El genoma humano codifica para mas de 130 enzimas que participan en los
mecanismos que reparan el ADN (Wood, et al., 2001). Los principales mecanismos
son: 1) Reparacion de apareamiento erroneo de bases (MMR) 2) Reparacién por
escision de bases (BER) 3) Reparacion por escision de nucledtidos (NER), 4)
Reparacion por uniéon de extremos no homodlogos (NHEJ), 5) Reparacion por
recombinacién homéloga (HRR) (Hoijmakers, 2001) (Figura 1). Sin embargo, las vias
de reparacion no son totalmente independientes, ya que se sobrelapan o interactuan
una con otra (Thoms, et al., 2007) y el fallo de una o varias de estas vias da lugar a

células con fenotipo mutador, el cual puede estar relacionado con algun sindrome



(Christmann, et al., 2003). El sistema activado para la reparaciéon del ADN no depende
unicamente del tipo de dano, sino del tiempo en el ciclo celular en el que ocurra, la
disminucién de la capacidad de reparacion de las células ha sido correlacionada con el

riesgo a generar cancer y senescencia celular.

1.1.1. Vias de reparacién del ADN

1.1.1.1.Reparacioén de apareamiento erroneo de bases (MMR- MissMatch Repair)

La funcion de la ruta de reparacién de apareamiento erréneo de bases es corregir los
apareamientos que no cumplan con las reglas de complementariedad. Es un sistema
de multiples pasos el cual debe detectar el error de apareamiento, verificar cual cadena
posee el error, degradar la cadena erronea y sintetizar la cadena danada, corrigiendo
estructuras secundarias de ADN tales como bucles y regiones no apareadas,
consecuencias del deslizamiento de la polimerasa durante la sintesis. Un defecto de

este sistema provoca inestabilidad de microsatélites. (Hoeijmakers, 2001)
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Figura 1. Vias de reparacion del daino al ADN. Se muestran los tipos mas comunes
de agentes que causan dafio al ADN, se observan las diferentes lesiones que se

presentan en el ADN y las vias principales de reparacién para cada tipo de dafio.



1.1.1.2.Reparacion por escision de bases (BER-Base Excision Repair)

La escision de bases elimina del genoma las bases erroneas o dafiadas por reacciones
quimicas provocadas por especies reactivas de oxigeno y numerosos agentes
genotoxicos ambientales. Dependiendo del numero de nucledtidos incorporados
durante el proceso de reparacion esta via se divide en: 1) de un solo nucle6tido o SN
(Single Nucleotide), en el cual solo se incorpora un nucleétido en el lugar del nucledétido
dafiado retirado; y 2) de insercion larga o LP (Long Patch), en el cual se incorpora mas
de un nucledtido durante la reparacion. El proceso que se lleva a cabo inicia con el
reconocimiento y escision de la base dafada por parte de una glicosilasa,
posteriormente una endonucleasa crea una incision en el esqueleto de ADN en el sitio
abasico, se elimina este fragmento abasico, se sintetiza usando la cadena
complementaria y se liga el fragmento (Wood, et al., 2001; Harrigan, et al., 2006). Las
deficiencias en esta via se encuentran involucradas en el sindrome de Werner (Brosh

& Bohr, 2007).

1.1.1.3.Reparacion por escision de nucleétidos (NER-Nucleotide Excision Repair)

Es la funcidn de reparacién de ADN mas versatil y mejor estudiada, actua en respuesta
a la mayoria de las grandes distorsiones que bloquean la correcta replicacién vy
transcripcion del ADN, estas distorsiones incluyen fotoproductos inducidos por
radiacion ultra violeta (UV) y aductos derivados de productos quimicos inductores de
enlaces cruzados. Los procesos que realiza la NER son: i) reconocimiento del dafio y

formacioén de una estructura abierta de ADN ii) Incisién a ambos lados del dafo, iii)



degradacion de un oligonucledtido de 24 a 32 bases y sintesis de la secuencia
eliminada usando como templado la secuencia complementaria, iv) religacion del
fragmento recién sintetizado (Araujo, et al., 2001). En este proceso participan entre 20
y 30 enzimas de reparacion en una secuencia especifica.

En los genes que se estan transcribiendo activamente las lesiones deben ser
reparadas con mayor rapidez, por lo cual, la reparacion ocurre de manera preferencial
frente a aquellas lesiones en fragmentos que permanecen activos, a esta sub-via se le
nombra reparacion por escision de nucleétidos acoplada a la transcripcion (Wood, et
al., 2001). Las consecuencias de NER defectuosa, se manifiestan clinicamente en tres
sindromes principales: 1) Xeroderma Pigmentosum, 2) Sindrome de Cokayne, 3)

Tricotiodistrofia (TTD) (Hoeijmakers, 2001).

1.1.2. Reparacion de rupturas de doble hebra

Las rupturas de doble cadena de ADN (DSB) son extremadamente citotoxicas, ya que
una ruptura no reparada es letal para la célula (Shilon, 2001). Activan una compleja
cascada de eventos que inician con el arresto del ciclo celular y el reclutamiento de las
enzimas que llevan a cabo la reparacion del dafio al ADN (Hopfner, et al., 2002;
Jackson, 2002). Uno de los eventos tempranos en respuesta a las DSB es la
fosforilacion en la Ser 139 de la histona H2AX, esta modificacién post-traduccional de
la histona promueve la descondensacion de la cromatina y recluta las proteinas de
reparacion (Ismail, 2008). Existen dos principales vias para reparar las DSB, la
reparacion por recombinacion homdéloga (HRR) y la uniéon de extremos no homadlogos
(NHEJ). Estas vias son muy distintas una de la otra pero funcionan de manera

complementaria para reparar las DSB (Thoms, et al., 2007). La HRR involucra el



apareamiento entre un cromosoma dafado y su homélogo no dafiado el cual sera
usado como templado, por lo general no se pierde material genético en este proceso.
En la NHEJ los extremos de las cadenas son ligeramente digeridos por una nucleasa y
posteriormente son ligados directamente, este proceso generalmente conlleva la
perdida de material genético (Bradbury & Jackson, 2003). Sin embargo, ambas vias se
encuentran ligadas a la formacién de aberraciones cromosdmicas, ya que la ineficiente
sefalizacion y/o reparacion de las rupturas del ADN potencian los rearreglos
cromosomicos, los cuales son tipicos de las células tumorales (Pfeiffer, et al., 2000;

Thoms, et al., 2007).

1.1.2.1.Reparacioén por recombinacién homoéloga (HRR Homologous

Recombination Repair)

La reparacion por recombinacion homologa es un proceso altamente conservado en los
eucariontes, que requiere de extensas secuencias homologas (Pfeiffer, et al., 2000);
actua de manera post-replicativa durante las fases S y G2 del ciclo celular, ya que la
secuencia homologa de la cromatida hermana sirve como templado para la sintesis (sin
errores) de la cadena rota. El proceso comienza con la formacion de extremos libres 3’
de cadena sencilla generados por la nucleasa MRE11 la cual forma parte del complejo
MRN, posteriormente RPA recubre la cadena sencilla de ADN y luego RPA se
substituye por Rad 51 con la ayuda de Rad52, Rad54 y BRCA2. Rad51 forma
filamentos de nucleoproteinas a lo largo de la cadena sencilla y cataliza la deteccién de
la cromatida hermana, invasion de la cadena y formacion de uniones Holliday que son

resueltas por resolvasas (Christmann, et al., 2003) (figura 2).
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Figura 2. Reparacion por recombinacion homéloga. Cuando se genera una ruptura
de doble hebra de ADN esta es detectada por el complejo MRN el cual activa a la
cinasa ATM, esto inicia la cascada de sefalizacion que permite la activacion de
nucleasas como Mre11 las cuales se unen a los extremos de ADN generados por la
ruptura y los degrada para generar ADN de cadena sencilla el cual se recubre en
primera instancia por RPA. RPA es substituido por Rad51 y sus paralogos con ayuda
de Rad52, Rad54 y BRCA2. Rad 51 forma filamentos nucleoproteicos y ayuda a la
busqueda de la cromatida. Modificada de Kinner, et al., (2008).



1.1.2.2.Recombinaciéon no homoéloga (NHEJ- Non Homologous End Joining)

Es un proceso propenso a error, ya que los extremos del ADN dafado, son religados
sin la necesidad de verificacion de secuencia u homologia de secuencia (Pfeiffer, et al.,
2000). Un heterodimero Ku70/Ku80 se une a los extremos de las cadenas para evitar la
degradacion, se recluta DNA-PKcs y el complejo proteico de ligacion XRCCA-DNA,
dado que el alineamiento de los extremos ocurre cuando hay una micro-homologia
entre ambos segmentos (1-4 nucledtidos). En la mayoria de los casos se hace
necesario un procesamiento llevado a cabo por el complejo ARTEMIS/DNA-PKcs. El
paso de ligacion se realiza por el complejo XRCC4/ligasalV y es en éste en el que
comunmente se insertan o delecionan algunos nucleoétidos, lo cual es la razon de los

errores (Kotnis, et al., 2009) (figura 3).
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Figura 3. Reparacién por unién de extremos no homélogos. Los extremos de ADN
generados por la ruptura son reconocidos por el dimero Ku el cual recluta a Tdp1 o
PNKP y a DNA-PKcs. Posteriormente la DNA-PKcs se libera de los extremos de ADN,
lo que permite al complejo de ligacion (DNA ligasalV, XRCC4 y XLF) en conjunto con la
DNA polimerasa sintetizar ADN vy ligar los extremos de la cadena. Modificada de
Kinner, et al., (2008).
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1.1.3. Sindromes de inestabilidad cromosomica

Se conocen varios sindromes de inestabilidad cromosémica que son causados por
defectos en la reparacion de lesiones en el ADN (Van Gent, et al., 2001), en general
estos sindromes son de herencia autosémica recesiva y se caracterizan por presentar
alta frecuencia de aberraciones cromosomicas espontaneas, envejecimiento
prematuro, inmunodeficiencias, y desarrollo prematuro de neoplasias sobre todo

hematoldgicas (Pfeiffer, et al., 2000).

1.1.3.1.Xeroderma pigmentosa

Es un desorden cutdaneo multigénico que puede ser causado por alteraciones en al
menos 1 de los 8 genes distintos denominados XPA-XPG y XPV, cuyas proteinas
participan en la via de reparacion NER. El gen alterado con mayor frecuencia y que
provoca los sintomas mas agudos de este sindrome es XPA. Los pacientes afectados
presentan envejecimiento prematuro, lesiones oculares, trastornos neuroldgicos
progresivos Yy elevada predisposicidon a desarrollar cancer de piel (Thomps, et al.,

2007).

1.1.3.2.Sindrome de Werner

Causado por defectos en el gen WRN que codifica la proteina WRN la cual pertenece a
la familia RecQ. WRN tiene actividad catalitica dual, exonucleasa 3'-5" y ADN helicasa
3’- 5" y se ha propuesto que participa en los procesos de replicacion, reparacion,

recombinacion, transcripcion y mantenimiento de telomeros. Las células de los
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pacientes con Werner presentan inestabilidad gendmica e hipersensibilidad a los
agentes que inducen la interrupcion de la replicacién o la aparicion de rupturas de
doble hebra en la horquilla de replicacién. Los pacientes presentan envejecimiento
prematuro y sintomas asociados como arterioesclerosis, osteoporosis, debilitamiento
del cabello, diabetes mellitus, cataratas y elevada incidencia de tumores,
principalmente sarcomas (Harrigan, et al., 2006; Multani & Chang, 2007; Sidorova, et

al., 2008).

1.1.3.3.Ataxia Telangectasia

Causado por mutaciones en el gen ATM cuyo producto del mismo nombre pertenece a
la familia de las Pl 3-cinasas y juega un papel principal en la regulacion de diferentes
cascadas de sefializacién que incluyen control del ciclo celular y reparacion de DSB
(Yang, et al., 2005).Las células de estos pacientes presentan hipersensibilidad a la
radiacion ionizante, defectos en el control del ciclo celular, acortamiento en los
telomeros y un nivel elevado de especies reactivas de oxigeno.

Los pacientes con ataxia telangiectasia muestran degeneracion neuronal progresiva,
caracterizada por la pérdida de las células de Purkinje en el cerebelo,
inmunodeficiencia humoral y celular, ataxia ocular, telangiectasia facial y presentan un

riesgo de 60-180 veces mayor de presentar cancer. (Thomps, et al., 2007)

1.1.3.4.Sindrome de Seckel

Sindrome causado por mutaciones en el gen ATR que codifica para la proteina del
mismo nombre. Pertenece a la familia Pl 3-cinasas, tiene un papel esencial en la

proliferacion celular y estabilidad gendmica. Las células deficientes de ATR (ATR-/-)
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son sensibles a la radiacién UV y a los inhibidores de la replicacion celular; las células
de algunos pacientes presentan inestabilidad cromosémica en respuesta a mitomicina
C (MMC). EI sindrome se manifiesta por microcefalia severa, retraso mental, ojos
anormalmente grandes, cara estrecha, orejas malformadas con ausencia de I6bulo,

paladar ojival y anomalias en las extremidades (Brown & Baltimore, 2000).

1.1.3.5.Sindrome Nijmegen

Es un sindrome causado por mutaciones en el gen NBS1 que codifica para la proteina
nibrina (Varon, et al., 1998), la cual junto con MRE 11 y RAD50 forma el complejo MRN
que participa en la recombinacion meio6tica, las reorganizaciones de segmentos V (J)
D, el mantenimiento telomérico y en la reparacion del ADN en respuesta a la exposicion
a distintos agentes genotoxicos.

Los pacientes con este sindrome presentan caracteristicas celulares similares a Ataxia
Telangectasia, como inestabilidad cromosdmica, sensibilidad a IR, fallos en el ciclo
celular y sintesis de ADN radioresistente. La enfermedad puede cursar con
microcefalia, retraso en el crecimiento, inmunodeficiencia, retraso mental progresivo,
manchas café con leche, vitiligo, alteraciones en la pigmentacion ocular y un elevado
riesgo a adquirir enfermedades linfoides y cancer sin presentar telangiectasia (Tauchi,

et al., 2002).

1.1.3.6.Sindrome de Bloom

Causado por errores en el gen BLM el cual codifica para BLM una helicasa de ADN

perteneciente a la subfamilia RecQ. Participa en la reparacién, replicaciéon y
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recombinacién homodloga. Es necesaria para la localizacion nuclear del complejo MRN
y es posible encontrar esta proteina dentro del complejo denominado BASC (BCRA-
asociated surveillance complex), y colabora con las proteinas FA en la resolucion de
horquillas de replicacion estancadas.

Las células deficientes de esta proteina son hipersensibles a la luz UV, la hidroxiurea,
agentes alquilantes y a radiacidn ionizante; presentan elevados niveles de intercambio
de cromatidas hermanas, rupturas cromosomicas y reordenamientos.

Los pacientes con este sindrome presentan eritema telangiectasico en la cara,
antebrazos y dorso de las manos, fotosensibilidad, enanismo, manchas café con leche,
alteraciones esqueléticas e incremento en el riesgo a padecer leucemias, linfomas vy

carcinomas (Tikoo & Sengupta, 2010).

1.1.3.7.Anemia de Fanconi

Descrita por Guido Fanconi en 1927, la anemia de Fanconi es una enfermedad con
heterogeneidad genética (al menos 13 genes A, B, C, D1. D2, E, F, G, |, J, L, My N)
que se hereda de forma autosdmica recesiva y ligada al cromosoma X (Peiwen, et al.,
2005). La pancitopenia se presenta generalmente entre los tres y los siete anos de

edad tanto en hombres como mujeres, en una proporcion 3:1 (Moustacchi, 2003),

1.1.3.7.1.  Caracteristicas clinicas

Es un trastorno que implica falla en la médula 6sea afectando la produccion de todos
los tipos de células sanguineas. La disminucién en los glébulos blancos predispone a
los pacientes a infecciones, la baja de glébulos rojos produce anemia y la de plaquetas

puede causar sangrado por coagulacion deficiente. Los pacientes también pueden
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presentar hiperpigmentacion generalizada en la piel o bien manchas obscuras o de
color café con leche, talla baja y malformaciones en miembros superiores,
anormalidades genitales, malformaciones vertebrales y espinales; anormalidades
renales y urinarias, anormalidades del sistema colector, anormalidades oculares,
retraso psicomotor, diabetes mellitus tipo 2, malformaciones del tracto gastrointestinal y

predisposicidén a cancer, sobre todo leucemia y tumores sdlidos (Molina y Frias, 2006).

1.1.3.7.2. Caracteristicas celulares

» Inestabilidad cromosdmica espontanea encontrandose un promedio de 0.3
aberraciones por célula.

» Hipersensibilidad a agentes inductores de enlaces cruzados en el ADN como la
mitomicina C (MMC), el Diepoxibutano (DEB) y el cisplatino. La frecuencia de
aberraciones cromosomicas aumenta hasta 10 veces mas que la espontanea, y
disminuyen su tasa de proliferacién al contacto con estos agentes (Joenje, et al., 1995;
Moustacchi, 2003; Molina y Frias, 2006). Esta hipersensibilidad a agentes alquilantes
se usa en cultivos de células linfociticas de pacientes como prueba para el diagndstico
de anemia de Fanconi. Es posible realizar la sub-tipificacion de la enfermedad
mediante estudios de complementacion por fusién celular, complementacion retroviral,
o transferencia génica, las células de anemia de Fanconi presentaran complementacion
total o parcial solo al expresar la proteina del subtipo de anemia de Fanconi para la
cual son deficientes. La complementacion se mostrara en la disminucion de la
frecuencia de aberraciones cromosomicas y el dafio producido por MMC o DEB
(Bogliolo, et al., 2002; Esmer, et al., 2004).

» Hipersensibilidad al oxigeno. Las concentraciones normales de especies reactivas
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de oxigeno (ROS) elevan el numero de aberraciones cromosémicas, disminuyen la
tasa de proliferaciéon y detienen el ciclo celular en la fase G2 del ciclo celular. El estrés
oxidativo promueve la interaccion de proteinas AF con otras proteinas involucradas en
el metabolismo redox. Debido a que la activacion intracelular y detoxificacion de MMC y
DEB generan estrés oxidativo, se ha propuesto que la hipersensibilidad al oxigeno
explicaria el fenotipo celular caracteristico de la anemia de Fanconi (Pagano, 2000)

» Alteracion en los niveles de factores de crecimiento. Las células de los pacientes con
anemia de Fanconi presentan una baja produccion de interleucina 6 (IL-6), lo que
ayuda a explicar el defecto en la diferenciacion del sistema hematopoyético que
conduce al desarrollo de la anemia. Presentan también una concentracion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) ocho veces mayor que en las células normales. (Ibafez,
et al., 2009).

> Alteracion del ciclo celular. Se presenta un ciclo celular mas largo, al parecer debido
a un arresto en el punto de restriccion de G2/M en respuesta al dafo en el ADN de la
fase S precedente (Bogliolo, et al., 2002). Algunas proteinas codificadas por los genes
de AF interactuan funcionalmente con las proteinas reguladoras ATM y BRCA1
requeridas para el funcionamiento adecuado de los puntos de restriccién en S y G2.

» Defectos en la reparacion del ADN. Varios productos génicos AF estan relacionados
con la recombinacidn homdloga: FANCD2 actua con la proteina BRCA1 y las
mutaciones en este gen producen defectos en la recombinacién homdéloga. FANCD1/
BRCAZ2 es vital, ya que se une con gran especificidad a los extremos de rupturas de
doble hebra de ADN vy a las uniones Holliday (Park, et al., 2005) ayudando a formar el

filamento proteico de RADS51 que inicia el apareamiento durante la recombinacion
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homaloga (Yuan, et al., 1999).

» Apoptosis alterada. En los grupos de complementacién AF-A, B, C y D1, la apoptosis
espontanea es alta y la respuesta a sefiales endégenas desreguladas y al tratamiento
con agentes mutagenos como la MMC, se ve incrementada (Ridet, et al., 1997). En los
grupos AF-A y C se incrementa de tres a seis veces el proceso de apoptosis a través
de la via extrinseca mediada por el receptor de membrana Fas, en cambio la via
intrinseca y funcién mitocondrial son normales, ya que no hay despolarizacion de la
membrana ni activacion de la caspasa 3 o fragmentacién oligonucleosomal (Clarke, et
al., 2004). La preferencia de la MMC por ADN mitocondrial y el desplazamiento de la
proteina FANCG del nucleo a la mitocondria podria ser relevante en la generacion de
esta alteracién. Ademas, se ha demostrado que la sobre-expresion de los genes AF-A
y AF-C reduce el proceso apoptético a niveles normales, lo cual hace suponer que
ambos genes podrian funcionar como supresores de la apoptosis (Molina y Frias,

2006).

1.1.3.7.3. Caracteristicas moleculares

Se han reconocido 13 genes relacionados a la anemia de Fanconi cada uno de los
cuales codifica para una proteina diferente, la falla o falta de cualquiera de estas
proteinas genera el fenotipo de anemia de Fanconi, y asi se derivan los grupos de
complementacién (Ver Tabla 1) en los cuales se ha sub-dividido a los pacientes (de
Winter & Joenje, 2009). Los grupos de complementacion mas frecuentes en pacientes
son A, C y G (Figura 4) (Moldovan & D’Andrea, 2009)

Las 13 proteinas AF pueden ser funcionalmente divididas en 3 grupos (figura 5)
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Tabla 1. Grupos de complementacion en anemia de Fanconi. Se muestra el gen
afectado y el locus para cada uno de los 13 grupos de complementacién reconocidos

hasta la fecha para anemia de Fanconi

GRUPO DE SIMBOLO DEL GEN LOCUS
COMPLEMENTACION

FA-A FANCA 16924.3
FA-B FANCB Xp22.3
FA-C FANCC 99223
FA-D1 BRCA2 139123
FAD2 FANCD? 30253
FAE FANCE 6p22-p21
FAF FANCF 1p15
FA-G FANCG 9p13
FA FANCI {525-q26
FA-J BRIP1 17622
FAL FANCL 2016
FA-M FANCM 14q213
FAN PALB? 16p12
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Figura 4. Porcentajes de prevalencia de los diferentes grupos de
complementacion de anemia de Fanconi. Se observa como los grupos de mayor
prevalencia el grupo A con 66%, el grupo C con 10% y el grupo G 9%. Los grupos con
menor prevalencia son el grupo L y el grupo M con solo 0.2%, el resto de los grupos de
complementacién presentan una prevalencia del 2% (Basada en Moldovan & D Andrea
2009).
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Figura 5. Via de sefnalizacion de anemia de Fanconi. Se muestra el complejo nuclear
el cual integra a 8 proteinas FANC (A, B, C, E, F, G, L, M) y 2 proteinas asociadas, el
complejo ID y las proteinas efectoras de la via. El complejo nuclear una vez
ensamblado activa mediante monoubiquitinacion a las dos proteinas del complejo ID,
las cuales una vez monoubiquitinadas activan a las tres proteinas efectoras de via
FANCJ, FANCN y FANCD1. Basada en Moldovan & D"Andrea (2009).
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Complejo nuclear AF (figura 6) consiste en las proteinas asociadas a
anemia de Fanconi FAAP 24, FAAP 100 y 8 proteinas AF: FANCA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL y FANCM (Moldovan & D Andrea
2009), varias de las cuales son fosforiladas por ATR y posiblemente otras
cinasas rio abajo de ATR. Estas 10 proteinas son necesarias para la
ubiquitinacién de FANCD2 y FANCDI. La MMC induce un incremento de este
complejo en el nucleo (Quiao, et al., 2001). Por otra parte, el complejo AF fue
purificado como parte de un complejo multiproteico mas grande llamado
BRAFT (BML, RPA [replication protein A], AF y topoisomerasa lll) (Meetei, et
al., 2003) que consiste en al menos 17 polipéptidos con varias actividades de
procesamiento de ADN, entre ellas estabilizar las horquillas de replicacion
estancadas y permitir la subsecuente recombinacion homologa; lo cual es
necesario para el reinicio de la replicacion. La interaccion entre BLM y el
complejo AF sugiere que trabajan juntos para ayudar a restablecer las

horquillas de replicacion estancadas (Pichierri & Rosselli, 2004).
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Figura 6. Complejo nuclear de Anemia de Fanconi. Se muestran las proteinas

contenidas en este complejo, 2 proteinas FAAP (Proteina Asociada a Anemia de
Fanconi) y las 8 proteinas de Anemia de Fanconi, se muestra a FANCM como un
soporte que permitiria que todo el complejo se asociara con el ADN, y se muestra a
FANL, el cual sirve como ubiquitin ligasa para continuar con la sefializacién via el

complejo ID
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FANCA se localiza en el cromosoma 16g24.3; codifica para una fosfoproteina de 1455
aminoacidos que se asocia con algunas cinasas y factores de crecimiento, presenta
secuencias repetitivas Alu, contiene una sefal de localizacidon nuclear bipartita y cinco
senales de exportacion nuclear ricas en leucina; interactua directamente con FANCG
para promover la acumulacién nuclear del complejo AF; (Quiao, et al., 2001). FANCB
se localiza en el cromosoma Xp22.31 y esta sujeto a la inactivacién, presenta
secuencia de localizacién nuclear, y hay evidencias de que tiene una funcion relevante
en el transporte nuclear de FANCA y FANCL (de Winter & Joenje, 2009, D'Andrea,
2010). FANCC tiene sefial de localizacién nuclear y citoplasmica; su funcion se asocia
a la desintoxicacion de radicales libres del oxigeno, a la regulacion de apoptosis y al
control de la proliferacion celular (Bogliolo, et al., 2002). Interactua también con HSP70
para prevenir la apoptosis en las células hematopoyéticas expuestas a interferon
gamma (IFN-y) y al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (Pang, et al., 2001), participa
en la activacion de vias de sefalizacion en respuesta a las citocinas y a los factores de
crecimiento, en la regulacion de la diferenciacion mieloide y en el proceso de
inflamacion, y protege a las células hematopoyéticas de la apoptosis en vias
independientes al complejo nuclear AF ( Pang, et al., 2002). FANCE Contiene dos
sefales de localizacidon nuclear, forma parte del complejo nuclear AF y se requiere para
la monoubiquitinacién de FANCD2 (de Winter & Joenje, 2009; D'Andrea, 2010).
FANCF se une directamente a FANCG y permite el ensamblaje con las otras proteinas
AF; es una proteina adaptadora flexible que participa de manera muy importante en el
ensamblaje multimérico (de Winter, et al., 2000). FANCG involucrado en la reparacién

post-replicativa y participa en el ensamblaje y estabilizaciéon del complejo AF se
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fosforila en los aminoacidos 383 y 387 e interactua con el citocromo p450 y detecta el
dafio del estrés oxidativo citoplasmatico (de Winter, et al., 2000; Bogliolo, et al., 2002).
FANCL probablemente sea la subunidad catalitica requerida para Ila
monoubiquitinacion y redistribucion de FANCD2 en foci subnucleares (Meetei, et al,,
2003). FANCM presenta dominio helicasa DEAH-box y de endonucleasa parecido a
XPF/ERCA44, in vitro, es capaz de disociar ADN de triple hélice, resolver estructuras
Holliday y estructuras de horquillas de replicacion, se localiza en la cromatina y es
necesaria para el reclutamiento de las proteinas del complejo AF. Posee actividad
translocasa dependiente de ATP que promueve la migracién del complejo AF a lo largo
del ADN; es fosforilada en fase M, fase S, y en respuesta al dafno al ADN, tanto la
fosforilacion como su reclutamiento a cromatina es controlado por ATM y ATR, y

parcialmente por FANCD2 (Kim. et al., 2008; Sobeck, et al., 2009).

Complejo ID. Comprende la interaccion de FANCI y FANCDZ2, ambas son
ubiquitinadas por el complejo AF, esta ubiquitinacion provoca la redistribucion de
FANCD2-I a foci nucleares en la cromatina (dependientes de BRCA1 y yH2AX) los
cuales se cree son sitios de reparacion de ADN donde las horquillas de replicacion
se encuentran estancadas. Es posible que la forma monoubiquitinada de FANCD2-I
interactue con los dominios de unidén de ubiquitina de las polimerasas de translesion
y las reclute, permitiendo a estas, remplazar a la polimerasa replicativa y asi ignorar
el dafo. La des-ubiquitinacion tanto de FANCD2 como de FANCI se cataliza por

USP1 (ubiquitin specific protease 1) (de Winter & Joenje, 2009; D"Andrea, 2010).
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FANCD2 juega papeles indispensables en procesos de desarrollo y en la supresiéon de
tumores, se ha sugerido que participa en la via de senalizacion activada por ATM en
respuesta a radiacion ionizante, en la que ATM fosforila FANCD2 en Ser222,
induciendo la activacién del punto de control de fase S (Bogliolo, et al., 2002). Existen
dos formas de FANCD2: 1) Una forma corta de rapida migracién llamada FANCD2-S y
2) FANCD2-L una forma modificada post-traduccionalmente, a la cual se le adiciona
ubiquitina en K561 durante la fase S del ciclo celular y se dirige a foci subnucleares que
contienen BRCA1, FANCD1/BRCA2, RAD51 y con la intervencién de ATM y ATR
realizan la reparacion del ADN (de Winter & Joenje, 2009). Es probable que FANCD2
sea la proteina efectora clave en la via de accion AF. Se han encontrado también
FANCD2 y BRCA1 en el complejo sinaptonémico de los cromosomas meioticos y
cuando estan alteradas hay defectos en la reparacion por recombinacion homéloga
(Garcia-Higuera, et al., 2001). Intervienen en la reparacion de las rupturas dobles del
ADN vy tienen alta afinidad a extremos de DSB y a uniones Holliday. (Oashi, et al.,
2005; Moldovan & D'Andrea, 2009). FANCI Se sabe poco de esta proteina, debido a
su reciente descubrimiento. Sin embargo, al igual que FAND2 puede ser fosforilada
por ATR o ATM en respuesta a diferentes tipos de dafio en el ADN (Smogorzewska, et

al., 2007).

Proteinas independientes o rio abajo del complejo ID; Incluye a las
proteinas FANCD1/BRCA2, FANCN/PALB2, y FANCJ/BRIP1, estas proteinas
marcan una conexion importante entre la via AF y el cancer de mama ya que

las tres han sido encontradas en complejos con BRCA1; FANCD1/BRCA2-
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BRCA1 y BRCA1-FANCJ/BRIP1 (de Winter & Joenje, 2009; Moldovan &

D’Andrea, 2010).

FANCD1/BRCA2 una proteina con dominio de unién al ADN OB-plegado y multiples
repetidos BRC, su principal funcion es participar en la reparacion por recombinacion
homodloga del ADN regulando la actividad de RAD51, se une a ADN de hebra sencilla 'y
de doble hebra, se requiere para la reactivacion y estabilizacion de las horquillas de
replicacion, y actua rio abajo del complejo AF (Kitao, et al., 2006). FANCN/PALB2 se
une a FANCD1/BRCA2 promueve su localizacion y estabilizacion en estructuras
nucleares, como la cromatina o la matriz nuclear, le permite asociarse a BRCA1 y ha
sido colocalizada con la recombinasa RAD51. (Xia, et al., 2006; Shirley et al., 2009;
Zhang, et al. 2009). FANCJ ha sido encontrada en complejo con la TOPBP1 (proteina
de union a topoisomerasa Il) y MLH1 (proteina de error de apareamiento, homologa de
mutL), también se ha encontrado formando otro complejo con PMS2 (proteina de
segregacion post meiotica incrementada 2); en ambos complejos BRCA1 se encuentra
presente. FANCJ es capaz de promover la carga de la polimerasa de sintesis de
translesion a las horquillas de replicacion estancadas, desplazando ADN o proteinas no

deseables. (Wu, et al., 2010; Xie, et al., 2010).
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1.1.4. Vias de Senalizacion del dano en el ADN

En el nucleo del proceso de senalizacion de dafio a ADN se encuentran las cinasas
ATM y ATR. Estas cinasas son activadas por dafo al ADN y controlan los puntos de
monitoreo del ciclo celular (Cimprich & Cortez, 2008). Ambas fosforilan el dominio S/T-
Q (Serina/Treonina-Glutamina) de proteinas que inician cascadas de sefializacion
como las proteinas de puntos de control Chk1 y Chk2 que extienden la sefalizacion
mediante fosforilacion de otras proteinas (Abraham, 2001). Se han identificado mas de
700 proteinas que son fosforiladas en el dominio S/T-Q en respuesta a radiacion
ionizante, por lo que muy probablemente son fosforiladas por alguna de estas dos
cinasas maestras y que incluyen proteinas de las diversas vias de reparaciéon

(Matsuokoa, et al., 2007)

1.1.4.1.ATM (Ataxia telangectasia mutated)

Es una proteina codificada en un gen de 160 kb localizado en 11922-23, presenta un
transcrito de 13 kb con 66 exones, su producto proteico es una cinasa Ser/Thr miembro
de la familia PIKK (cinasas relacionadas con las cinasas 3 fosfoinositol) presenta la
siguiente estructura de dominios: 1) Dominio de repetidos HEAT (Huntintong Elongation
Factor PR65/A,TOR) el cual se une NBS1, 2) Una sefal de localizacién nuclear, 3)
Dominio FAT(FRAP-ATM-TRRAP) el cual se propone controla la actividad cinasa 4) KD
(Dominio Cinasa) 5) Dominio PRD (Dominio regulador PIKK) el cual sufre
modificaciones post-traduccionales que potencian la actividad cinasa y 6) FATC (FAT
C-terminal) al cual se une la acetiltransferasa Tip 60 (Jiang, et al., 2006; Lempiainen &

Halazonetis, 2009)(figura 7).
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Estructura de Dominios de ATM

Repetidos Dominio Dominio  Dominio

IIEAT FAT cinasa FATC
Senal de Dominio
localizacion regulador
nuclear PIKK

Figura 7. Dominios de ATM. Se muestran los dominios de ATM y su organizacion

basada en Lempiainen & Halazonetis (2009).
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ATM se recluta en el sitio de las rupturas de doble cadena de ADN, es capaz de
autofosforilarse en al menos tres sitios (Ser367, Ser1893, Ser1981) y se localiza
parciamente activada en las regiones adyacentes a las rupturas, pero necesita ser
completamente activada para ser localizada en el sitio de la ruptura. La completa
activacién y localizacién de ATM son procesos facilitados mediante la union al C
terminal de NBS1, parte del complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) el cual actua
subsecuentemente como adaptador de ATM para lograr la fosforilacion de algunas
proteinas rio abajo como FANCD2, CHK1 y SCM1 (Young et al., 2005).

La activacion de ATM lleva a la rapida fosforilacion de diversas proteinas involucradas
en reparacion del ADN como p53 y H2AX, la cual cuando se activa por ATM produce la
variante yH2AX, que parece ser la sefal inicial para la subsecuente acumulacion de
proteinas de respuesta a dafo al ADN (McManus & Hendzel, 2005).

ATM fosforila proteinas de control de ciclo celular como Chk2 la cual es de rapida
movilidad a través del nucleo después del dano a ADN (Matsuoka, et al., 2000), y
proteinas de transcripcion como p53 (en Ser 20) incrementando su estabilidad vy
concentracion (Shieh, et al.,, 2000). Induce la expresion de genes regulados por NFB
en respuesta al estrés oxidativo (Abraham, 2001). ATM inmunoprecipita con PP2A
(protein-posphatase 2A) en células sin dafio, pero esta interaccion es abatida en
respuesta a las rupturas de doble hebra, lo cual permite la autofosforilacion. Una
segunda fosfatasa (WIP1) puede defosforilar a ATM in vitro. La deficiencia de esta

enzima genera la sobre expresion de ATM.

1.1.4.2.ATR (Ataxia telangectasia and Rad 3 related)

ATR y ATRIP censan las rupturas de cadena sencilla ya sea que se generen en las
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horquillas de replicacion estancadas o por el procesamiento de rupturas de doble hebra
(Matsuokoa, et al., 2007). Este complejo es esencial en el punto de control de la
replicacion (Brown & Baltimore, 2000), ATR fosforila in vitro a Chk2 (en Thr 26, Thr 68 y

Ser 50) (Matsuoka, et al., 2000) y a Chk1 (en Ser 345)

1.2. Antecedentes Directos

La via AF/BRCA se activa por dafios causados por agentes alquilantes o agentes que
impiden la continuidad de la replicacién del ADN (de Winter & Joenje, 2009). Existen
numerosos estudios acerca de la hipersensibilidad de las células de Anemia de
Fanconi a agentes inductores de enlaces cruzados, pero pocos acerca de la
genotoxicidad de inhibidores de la replicacion en células de Anemia de Fanconi (Frias,
et al., 1996; Martinez A., et al., 2007).

La hidroxiurea (HU) es un agente inhibidor de la ribonucléotido reductasa que
disminuye el numero de deoxinucleotidos en la célula, generando estancamiento y
posterior colapso de las horquillas de replicacién, produciendo rupturas de doble hebra.
Se ha demostrado que la via AF se activa en respuesta al estrés replicativo provocado
por HU, induciendo la monoubiquitinacion de FANCD2 y generando foci nucleares de
proteinas de reparacién por recombinacion homoéloga (Howlett, et al., 2005). En células
leucémicas la HU induce apoptosis en un tiempo de exposicidn de entre dos y cuatro
horas (Kurose, et al., 2006). En células de anemia de Fanconi de los grupos de
complementacion FANC-A FANC-C y FANC-G la HU inhibe la activacion constitutiva de
ATM (Ser 1981) que se presenta en estas células, la cual es necesaria para prevenir la

acumulacion de rupturas espontaneas, de tal forma que las células deficientes de la via
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AF son sensibles a la inhibicion de ATM (Kennedy, et al., 2007). Las células AF-A
sometidas a HU durante G2 presentan aumento en las aberraciones cromosémicas
(Martinez, et al., 2008), reducen del indice mitético y, cuando este procedimiento es
precedido por un tratamiento con MMC las aberraciones cromosémicas se incrementan
hasta seis veces, resaltando la sensibilidad de las células FANC-A (Molina, et al., en
proceso) sugiriendo que la hidroxiurea genera un dafio celular en fase G2, diferente del
dafo que provoca en fase S.

En resumen, existen tres antecedentes directos importantes: a) las células AF
deficientes en la via AF/BRCA, son hiperdependientes de vias de reparacion alternas
(Kennedy, et al., 2007). b) se ha observado en células leucémicas (no AF), que la HU
inhibe la activacién de ATM, una proteina de la principal via alterna de senalizacion de
dafio (Kurose, et al., 2006) y c) la HU genera dafno cromosdmico en fase G2
principalmente cuando existe un pre-tratamiento con MMC (Molina, et al., en proceso).
Por lo anterior, en el presente estudio se propone analizar la activacién de la via ATM
como respuesta al tratamiento con MMC e hidroxiurea en células con mutacién en el
gen FANCA, las cuales son las mas sensibles al tratamiento secuencial de MMC e HU

(Molina, et al., en proceso).
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2. HIPOTESIS

Si el incremento al dafio al ADN de las células AF provocado por la adiciéon de HU en
fase G2, se debe a que no se activa la via de reparacion alterna mediada por ATM,
entonces el tratamiento con HU provocara una disminucion de la expresion de ATM y/o

una baja en su activacion por fosforilacion en ser 1981.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la participacion de ATM en la generacion de dafio al ADN inducido por HU,
mediante el analisis de la activacién de ATM por mitomicina C e hidroxiurea en células

AF-A y normales, en diferentes fases del ciclo celular.

3.2. Objetivos especificos

1) Determinar las diferencias en el dafio a nivel cromosomico entre células
normales y células AF-A, producido por Mitomicina C (patognoménico de anemia

de Fanconi), Hidroxiurea y Mitomicina C + Hidroxiurea

2) Determinar los niveles de expresion del mensajero del gen ATM, en células

normales y células AF-A en respuesta a cada tratamiento.

3) Detectar las diferencias en la activacion de la proteina ATM en células normales
y células AF-A en diferentes fases del ciclo celular y en respuesta a cada

tratamiento.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Células Células
Normales AF-A

Sin MMC 10ng/ml
24h

tratamiento +HU 2mM
3h

®  Detectar dafio cromosomico

"  Analisis de la expresion de los mensajeros

®  Anadlisis de activacion de ATM

Figura 8. Estrategia experimental. Se cultivé lineas celulares linfoblastoides normales
y (VUB817). Los cuales se sometieron a los siguientes tratamientos. 1) Sin tratamiento.
72h en medio de cultivo. 2) MMC. 24h en medio de cultivo posteriormente se agregdé
MMC (10ng/ml) durante 24h, lavado del cultivo y 24h recuperacion en medio de cultivo
nuevo. 3) HU. 69h en medio de cultivo posteriormente se agregé HU 2mM 3h antes de
la cosecha. 4) MMC+HU. 24 horas en medio de cultivo, posteriormente se agrego
MMC (10ng/ml) durante 24h. lavado del cultivo y 21h de recuperacion en medio de
cultivo nuevo al cual 3h antes de la cosecha se le agrego HU 2mM. Para la cosecha a
todos los tratamientos se les agregé 0.4ng/ml de colchicina 2h horas antes dividirlos

para los ensayos realizados.
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5.1.

5. METODOLOGIA

Lineas celulares y tratamientos

Se utilizaron las lineas celulares linfoblastoides normal (NL49) y AF-A (VU817). Cada

linea se dividid en cuatro sub-cultivos de 25 x 10° células, las cuales fueron sembradas

a una concentracion de 0.3 x 10° cel/ml y recibieron el siguiente esquema de

tratamiento:

a)

b)

d)

Cultivo sin tratamiento: Se mantuvieron las células en medio RPMI-1640
suplementado durante 72 h. Al finalizar el lapso se cosechd el cultivo.

Mitomicina C. Se someti6 el cultivo a una concentracion final de mitomicina C de
10 ng/ml durante 24 h. Posteriormente las células se lavaron tres veces con
solucion Hank’s y se dejaron reposar en condiciones de cultivo por 24 h. Al
término de este lapso se cosecho el cultivo.

Hidroxiurea. Se agrego hidroxiurea al cultivo a una concentracion final de 2 mM
en fase G2 (3 h antes del cultivo).

Mitomicina C + Hidroxiurea. Se sometid el cultivo a una concentracion final de
mitomicina C de 10 ng/ml durante 24 h. Posteriormente las células se lavaron
tres veces con soluciéon Hank'’s, se dejaron reposar en condiciones de cultivo 21
h y se agreg6 hidroxiurea al cultivo a una concentracion final de 2 mM en fase

G2 (3 h antes del cultivo)

A todos los cultivos se les agreg6 colchicina a una concentracién final de 0.4 ng/ml

durante 2 h. antes de ser cosechados. Una vez terminados los tratamientos los sub-

cultivos se dividieron de la siguiente manera:
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l. 5 x 10° células para realizar analisis de dafio cromosdmico en metafase.
. 10 x 10° células para analisis de expresion de los mensajeros.

lIl. 15 x 10° células para determinar la activacion de ATM.

5.2. Analisis del dano cromosomico

Una vez terminados los tratamientos las células se incubaron con solucion hipoténica
(KCI 0.075 M) a 37°C. Para la prefijacion de las células se utilizé 1.5 ml fijador Carnoy
de metanol y acido acético (3:1). Posteriormente se continio con lavados de fijador
hasta obtener un botdn celular limpio. Las laminillas se prepararon por goteo y las
metafases fueron tefiidas con colorante Giemsa. Para realizar el andlisis de dafio
cromosdomico se revisaron 50 metafases, se tomaron en cuenta rupturas
cromosomicas, rupturas cromatidicas, figuras radiales, cromosomas dicéntricos,

fragmentos cromosdmicos.

5.3. Analisis de expresion de los ARN mensajeros de ATMy ATR

5.3.1.Extraccion de ARN total.

Para obtener ARN total se lavaron las células 2 veces con PBS-DEPC 1X,
posteriormente se utilizd Trizol Reagent® siguiendo el protocolo para extraccién de
ARN del laboratorio del grupo de gendémica cuantitativa de la UTHSC-Houston (Shipley,
2006). Brevemente, para cada muestra por cada tratamiento se utilizo 1 ml de Trizol
por 5 X 10° células, la mezcla se paso 10 veces por aguja de insulina. Posteriormente

se incubd a temperatura ambiente por 5 min, se agregd cloroformo en una relacion de
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volumen de 0.2:1 con el Trizol usado, se agité con la mano hasta obtener una solucién
homogénea, se incubd por 2.5 min a temperatura ambiente. Una vez concluido este
tiempo se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°C. La fase acuosa generada se
transfirié a un tubo nuevo, donde se agregé 500 ul de isopropanol por cada 600 ul de
solucion acuosa. Posteriormente, la muestra se pas6é por una columna RNeasy
(Quiagen) poniendo 700 pl, se centrifugd a 13,000 rpm durante 30 seg a temperatura
ambiente, se descartd el sobrenadante. Este proceso se repitié hasta haber pasado
toda la muestra por la columna. A continuacion realizaron dos lavados con 500 ul de
buffer RPE (incluido en el Kit), en el segundo lavado el tiempo de centrifugacion se
aumentd a 2 min, posteriormente se centrifugo la columna durante 1 min a 13,000 rpm.
Finalmente la columna se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agregé 30 ul de
agua libre de RNAsas y se centrifugo 1 min a 10,000 rpm, este proceso se repitié una
vez mas. La solucién obtenida contiene el ARN total el cual se cuantificé por su

absorbancia a 260 nm usando el equipo “nanodrop”.

5.3.2.Sintesis de ADN complementario (cDNA)

Se utilizé un 1ug de ARN el cual fue tratado con 10 unidades de DNAsa 1 (invitrogen)
se incubd 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se inactivd la DNAsa 1
agregando 1yl de EDTA 25mM e incubando la reaccién por 10 min a 65°C.
Posteriormente, se realizé la sintesis de cDNA mediante el uso de oligos dT y
hexameros al azar utilizando el Kit “Transcriptor” (Roche) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, a cada tubo se le agregd 1 ul de oligo dT, 2 ul de

hexameros al azar, se incubo a 65 °C por 10 min. Al terminar el tiempo de incubacion
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se colocaron los tubos en hielo, y a cada tubo se le agregaron 4ul de buffer 5X, 2ul de
dNTP’s, 0.5 pl de inhibidores y 0.5 uyl de la enzima transcriptasa inversa.
Posteriormente se colocaron en un termociclador Mastercycler con el siguiente
programa 25°C durante 10 min, 50°C durante 60 min, 85°C durante 10 min, 4°C hasta
retirar los tubos. Se cuantificé el cDNA y se almacend a -20°C hasta su uso.

Con la finalidad de conocer la cantidad 6ptima de cDNA a usar en los ensayos de PCR
tiempo real, primero se realizaron curvas de amplificacion utilizando diferentes
cantidades de cDNA proveniente de células normales sin tratamiento. Para la
amplificacion de los genes de expresion constante: 7SL, B-actina y -2 microglobulina
(B2M), que fueron utilizados como genes de referencia, asi como de los genes ATM y
ATR, considerados como los genes problema.

Para lograr la amplificacion de los fragmentos de interés se utilizaron oligonucleétidos
especificos para cada fragmento (TABLA 2), y se utilizaron sondas especificas
(Universal Probes, Roche) para lograr la deteccién de regiones internas para cada
fragmento.

Los oligonucleétidos para cada gen fueron disefiados usando el programa ProbeFinder
de Roche, el cual asigna una sonda especifica del kit Universal Probes. Una vez
conocida la cantidad 6ptima de cDNA (2 ug), se realizaron los ensayos de amplificacion
por tiempo real con el cDNA de cada tratamiento para ambas lineas celulares. Los

datos obtenidos se analizaron mediante la férmula reportada por Pfaffl en 2001.
R=2-AACD

R=2-AACp=2-[Gen problema(Cp tratamiento-Cp sin tratamiento)]-[ Gen referencia(Cp tratamiento-Cp sin tratamiento)]
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5.4. Analisis de la activacion de ATM en diferentes fases del ciclo
celular por citometria de flujo.

Las células fueron fijadas con 1% de formaldehido directo en el medio durante 10 min a
temperatura ambiente, posteriormente fueron permeabilizadas con metanol absoluto a
-20°C por al menos 1h.Posteriormente se colocaron 0.5 X 10° células en tubos de 1.5
ml y se lavaron con PBS 1X, se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos primarios: rabbit anti-CENPF (Novus) y mouse anti-ATM-P (Ser 1981)
(CellSignaling) a una dilucion de 1:100 en PBS-BSA al 5% Al terminar el tiempo de
incubacion las células se centrifugaron a 2000 rpm por 15 min y se les retird con
micropipeta la solucion de anticuerpos primarios, posteriormente las células fueron
incubadas con los anticuerpos secundarios: goat anti-mouse conjugado a FITC
(Invitrogen) y goat anti-rabbit conjugado a PE-Cy5.5 (Invitrogen) a una dilucién 1:500
en PBS-BSA 5%; se incubaron por 2 h en obscuridad a temperatura ambiente. Las

células fueron analizadas en un citdmetro de flujo modelo FACs Calibur (BD).

5.5. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa aplicando analisis de

varianzas ANOVA y t de student .
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos usados y sondas correspondientes. Se
muestran las secuencias de los oligonucleétidos asi como el numero de sonda

“Universal probes” que fue utilizada para cada ARN mensajero.

ARN
mensajero | Sonda| Oligo |Tamano Secuencia (5> 3)
Sentido 18 cca acc gcg aga aga tga
B-Actina 64
Antisentido 20 cca gag gcg tac agg gat ag
Sentido 19 ttc tgg cct gga ggc tat c
B2M 42
Antisentido 23 tca gga aat ttg act ttc cat tc
Sentido 19 gct gga gga tcg ctt gag t
7SL 26
Antisentido 18 gac acc cga tcg gca tag
Sentido 21 gac att ggg cct ata ttg cag
ATR 31
Antisentido 22 tgg ttt ctg aag aga agc aag a
Sentido 26 ’é%a tag tag tgt tag tga tgc aaa
ATM 80
Antisentido 23 cag cta aag gat taa tgg cac ct
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6. RESULTADOS

6.1. Daino cromosémico espontaneo e inducido por MMC e HU.

En el andlisis de metafases se observé que existe una diferencia significativa entre
lineas celulares (tabla 3). Cuando se compara a las células normales con las células
AF-A sin tratamiento, se observa que las ultimas presentan un mayor numero de
aberraciones cromosomicas (AC), caracteristico de las células de AF (Molina y Frias,
2006). El tratamiento con HU genera en las células AF-A un aumento significativo en la
frecuencia de AC (0.52 AC/cel y p=0.0039), estos hallazgos estan de acuerdo con los
previamente reportados (Martinez, et al., 2008). Aunque se ha demostrado que la via
AF se activa en respuesta a HU por estrés replicativo (Howlett, et al., 2005), este efecto
se descarta debido a que el tratamiento con HU es unicamente 3 h previas a la
cosecha de metafases, lo cual ratifica que los datos obtenidos en el analisis de
metafases son especificos de un tratamiento con HU en la fase G2. Una explicacion del
porque la HU genera AC seria porque podria interferir con la reparacion postreplicativa
del ADN al abatir la generacion de dNTPs necesarios para reparar las lesiones
endoégenas generadas en las células AF. Por otra parte, se ha reportado que las
células AF presentan hipersensibilidad a agentes inductores de enlaces cruzados que
se manifiesta como un incrementando en la frecuencia de AC (Joenje, et al., 1995;
Moustacchi, 2003; Molina y Frias, 2006); esto es lo que observamos en las células AF-
A tratadas con MMC (figura 9), en las cuales el numero de AC aumenta
significativamente en relacion con las células no tratadas (5.91 AC/cel y p=0.0001).

Como se observa claramente, el tratamiento con MMC+HU gener6 un aumento
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significativo (11.941 AC/cel y p=0.001) en relacién a las células sin tratamiento y a las
células tratadas con MMC o con HU de manera independiente (figura 9), siendo los
datos coincidentes y consistentes con los resultados obtenidos por Molina, et al., (en
proceso), quien resalta la sensibilidad de las células FANC-A a este tratamiento. Se ha
reportado previamente que la aplicacién de HU a células C1 de Hamster Chino en fase
G2, potencia el dafio al ADN generado por el agente alquilante thiotepa, proponiendo
la existencia de una via de reparacion en fase G2 la cual seria sensible a la HU
(Hansson & Hartley-Asp, 1981). Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo

especifico por el cual la HU causa este efecto.
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Tabla 3. Frecuencias de aberraciones cromosomicas espontaneas e inducidas
por MMC e HU. Se muestran los resultados obtenidos de tres replicas experimentales
en las cuales se analizaron 50 células por tratamiento. Se muestra el promedio de las

frecuencias de aberraciones en las tres replicas y la desviacion estandar obtenida.

Replicas
Linea |Tratamiento 1 2 3 Promedio | D. E.
Sin Tx. 0.04 0.04 0.00 0.03 0.02
Normal MMC 0.12 0.08 0.40 0.20 0.17
HU 0.20 0.24 0.32 0.25 0.06
MMC + HU 0.28 0.12 0.44 0.28 0.16
Sin Tx. 0.20 0.28 0.32 0.27 0.06
VU817 MMC 6.64 5.72 5.36 5.91 0.66
HU 0.52 0.56 0.48 0.52 0.04
MMC + HU 11.08 12.64 12.0 11.91 0.78
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Figura 9. Grafica aberraciones cromosdémicas por célula. Se graficaron los
promedios obtenidos de tres replicas bioldgicas, se muestran en ambas lineas
celulares, normal y AF (VU817) los datos obtenidos de los cuatro cultivos, el control sin
tratamiento y los tres tratamientos (MMC, HU y MMC+HU). Se observa la diferencia de
las lineas celulares en respuesta a los tratamientos. En la linea AF se observa
claramente el dafio cromosémico generado por la MMC asi como la potenciacién del
dafio generado por HU en células previamente dafiadas (MMC+HU), lo cual no se
observa en las células normales.
**p<0.005 en relacién a sus células control sin tratamiento.

***p<0.001 en relacion a sus células control sin tratamiento.
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6.2. Analisis de expresion de los ARN mensajeros de ATRy ATM

Para conocer la cantidad de cDNA necesaria para realizar los ensayos se obtuvieron
las curvas de amplificacion de los genes B2M, 7SL, B-actina, ATR, y ATM a partir del
cDNA de células normales sin tratamiento. Como se observa en las Figuras 10, 11y
12, las curvas de amplificacion se encontraron en un rango de 1.8 a 2 y mantuvieron
una eficiencia de amplificacidon constante lo que permite utilizar modelos de
cuantificacion relativa (Pfaffl, 2006). Con las mismas curvas, se determiné que la
cantidad de cDNA que se usaria era de 2 pg, ya que con ella se logré6 que la
amplificacion de todos los cDNA’s estuviera dentro de los rangos validos para realizar
los analisis de cuantificacién relativa (Pfaffl, 2006). Por lo anterior, las reacciones
subsecuentes tanto de la linea normal (Figuras 13 y 16) como de la linea AF (Figuras

14 y 17) se realizaron usando 2 ug de cDNA.
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Figura 10. Curva de amplificacion de 7SL. Se observa la curva de amplificacion
obtenida del gen 7SL con cuatro diluciones de cDNA (2.5ug, 0.25ug, 0.025ug,

0.0025uQ), la curva estandar obtenida y la eficiencia de la reaccion.
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Figura 11. Curva de amplificacion ATR. Se observa la curva de amplificacion
obtenida del gen ATR con cuatro diluciones de cDNA (2.5ug, 0.25ug, 0.025ug,

0.0025uQ), la curva estandar obtenida y la eficiencia de la reaccién.
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Figura 12. Curva de amplificacion ATM. Se observa la curva de amplificacion
obtenida del gen ATR con cuatro diluciones de cDNA (2.5ug, 0.25ug, 0.025ug,

0.0025uQ), la curva estandar obtenida y la eficiencia de la reaccién.
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6.2.1. Expresion relativa de ATR

Al analizar los resultados del gqRT-PCR no se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresion el gen ATR entre los distintos tratamientos en ambas lineas
celulares (Figura 15), esto se concluye en base a la literatura que indica como
diferencia 0.5 en nivel de expresion con una p<0.05 para que sea considerado como
significativo (Martinez, et al., 2008).

Los resultados obtenidos son congruentes con lo reportado por Andreassen y
colaboradores (2004) y Collins y colaboradores (2009) quienes han demostrado que
ATR es necesaria para el correcto funcionamiento de la via AF y la deficiencia en la

linea celular AF estudiada se encuentra rio abajo en esta cascada.
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Figura 13. Curvas de amplificacion ATR representativas de la linea NL49. Se
observan las curvas de amplificacion del gen ATR obtenidas a partir de células
normales tratadas con MMC, HU y MMC+HU, asi como de células sin tratamiento, se
realizaron duplicados técnicos de cada una de las reacciones.Aa la izquierda de la

figura se muestra los datos de Cp obtenidos y la desviacidn de las replicas técnicas.
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Figura 14. Curvas de amplificacion ATR representativas de la linea VU817 (AF).

Se observan las curvas de amplificacion del gen ATR obtenidas a partir de células AF-
A tratadas con MMC, HU y MMC+HU, asi como de células sin tratamiento., se

realizaron duplicados técnicos de cada una de las reacciones. A la izquierda de la

figura se muestra los datos de Cp obtenidos y la desviacion de las replicas técnicas.
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Figura 15. Grafica de expresion relativa de ATR. Se muestran y grafican los

promedios obtenidos después de realizar el analisis de expresion relativa para tres

replicas biologicas. Los datos de expresion relativa fueron obtenidos usando como

genes de referencia 7SL, B2M y B-actina, y en relacién a los niveles de expresiéon de

las células normales (NL49) sin tratamiento. No existen diferencias significativas en la

expresion de ATR en las células normales, ni en las células AF (VU817).
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6.2.2. Expresion relativa de ATM

La expresion de ATM en la linea normal tratada con MMC, HU o MMC+HU no presentd
diferencias significativas cuando se comparé fueron comparadas con el cultivo control,
mientras que en la linea VU817 tratada con MMC se observd una sobreexpresion
comparada con la expresion en células normales, pero sin diferencias significativas
entre tratamientos, posiblemente debido a la gran desviacion estandar (Figura 18). El
efecto de la MMC concuerda con lo reportado por Yamamoto (2008), quien propone
que la MMC puede estar incrementando la actividad del promotor de ATM via el factor

de transcripcion E2F-1, el cual regularia la expresion de ATM.
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Figura 16. Curvas de amplificacion ATM representativas de la linea NL49. Se
observan las curvas de amplificacion del gen ATM obtenidas a partir de células
normales tratadas con MMC, HU y MMC+HU, asi como de células sin tratamiento, se
realizaron duplicados técnicos de cada una de las reacciones. A la izquierda de la

figura se muestra los datos de Cp obtenidos y la desviacion de las replicas técnicas.
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Figura 17. Curvas de amplificacion ATM representativas de la linea VU817. Se
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observan las curvas de amplificacion del gen ATM obtenidas a partir de células AF-A

tratadas con MMC, HU y MMC+HU, asi como de células sin tratamiento, se realizaron
duplicados técnicos de cada una de las reacciones. A la izquierda de la figura se

muestra los datos de Cp obtenidos y la desviacion de las replicas técnicas.
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Figura 18. Grafica de expresion relativa de ATM. Se muestran los promedios
obtenidos después de realizar el analisis de expresion relativa para tres replicas
biolégicas. Los datos de expresion relativa fueron obtenidos usando como genes de
referencia 7SL, B2M y B-actina, y en relacion a los niveles de expresion de las células
normales (NL49) sin tratamiento. No existen diferencias significativas en la expresion
de ATR en las células normales. En las células AF (VU817) existen diferencias
significativas entre las células tratadas con MMC y MM+HU cuando se comparan con
las células sin tratamiento, pero no existen diferencias entre estos tratamientos, ni entre
las células tratadas con HU y las células control.

*p<0.05 en relacidén a sus células control sin tratamiento.
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6.3. Analisis de activacion de la proteina ATM en diferentes fases del

ciclo celular por medio de citometria de flujo.

6.3.1. Analisis de distribucion en el ciclo celular

En la figura 19 se observa que en la linea celular NL-49 no existen diferencias
significativas entre tratamientos en relacion a la distribucion de las células en el ciclo
celular, esto puede deberse a que los sistemas de reparacién de las células normales
han reparado el dafio generado por la MMC, ya que el tiempo de exposicién a HU no
fue suficiente para arrestar en la fase S a un numero de células suficientes para
generar una diferencia significativa.

En las células AF-A en cambio, se observan dos grupos de tratamientos que desplazan
la distribucion (figura 20), esto puede deberse a que la MMC en células AF genera un
arresto en el ciclo celular en fase G2, mostrando diferencias en el comportamiento, sin

embargo al realizar el analisis estadistico estas diferencias no fueron significativas.
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Figura 19. Distribucidon de las células normales en el ciclo celular. Se muestra una
sobre-posicion de los histogramas representativos de las células NL49 tratadas con
MMC, HU y con MM+HU. Cada histograma muestra las células que se encuentran en

G2 (CENPF +). No se observa diferencia entre los tratamientos y células control.
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Figura 20. Distribucion de las células AF-A en el ciclo celular. Se muestra una
sobre-posicion de los histogramas representativos de las células AF-A tratadas con
MMC, HU y con MM+HU. Cada histograma muestra las células que se encuentran en
G2 (CENPF +). Se observa una diferencia entre los tratamientos MMC y MMC+HU

cuando se comparan con las células control, el desplazamiento de indica que existe un

mayor numero de células AF que se encuentran en G2/M.
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6.3.2. Analisis de Activacion de ATM

En la figura 21 se observa que en la linea celular NL49 no se presentan diferencias
significativas entre los tratamientos. Esto puede deberse a que el dafio generado por la
MMC es reparado por otra via; como se ha reportado, las células reparan el dafo
causado utilizando la via ATR-AF-BRCA para reparar los enlaces intercatenarios,
mientras que el dafo generado por HU en G2 podria estar activando esta misma via de
reparacion o una via alterna diferente a ATM.

Por otra parte se observa (figura 22) en la linea celular AF un aumento en la sefal de
ATM-P, mostrando dos grupos de respuesta, las células tratadas con MMC y las que
no son tratadas con MMC. Esto se debe a que cuando las células no poseen los
sistemas de reparacion completos necesitan utilizar vias alternas para reparar el dafio
al ADN, en este caso, las células AF al ser deficientes de la via AF-BRCA se vuelven

hiperdependientes de la via ATM.
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Figura 21. Activacion de ATM en células Normales que se encuentran en G2/M.

Se muestran histogramas representativos de los tratamientos y el control de la linea
celular normal (NL49). Se observa la senal para ATM-P (Ser 1918) de las células que
se encuentran en G2/M. No se observan diferencias en la activacion de ATM cuando se

comparan los cultivos son tratamiento vy los tratados.
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Figura 22. Activacion de ATM en células AF-A que se encuentran en G2/M. Se
muestran histogramas representativos de los tratamientos y el control sin tratamiento
de la linea celular AF-A (Vu817). Se observa la sefial para ATM-P (Ser 1918) de las
células que se encuentran en G2/M. Se observa que las células tratadas con MMC y
MMC+HU aumentan la sefal de ATM-P. Sin embargo no se observa diferencias en la
activaciéon de ATM cuando se comparan los cultivos de MMC y MMC+HU, asi como

cuando se compara el cultivo control con el tratado con HU.
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7. DISCUSION

Dafio cromosomico producido por Mitomicina C e Hidroxiurea en células

normales y AF-A.

Los resultados obtenidos en el analisis de AC son concordantes con la bibliografia y
con resultados previos obtenidos en el laboratorio, la diferencia entre las células sin
tratamiento se debe a que las células AF, presentan AC espontaneas (Molina y Frias,
2006; de Winter & Joenje, 2009). Por otro lado la MMC generd un aumento significativo
de AC. La sensibilidad de las células AF a los a agentes generadores de enlaces
intercatenarios ya se ha reportado y se utiliza como prueba diagnostica para AF
(Joenje, et al., 1995; Moustacchi, 2003; Molina y Frias, 2006; Pinto et al., 2009). En lo
que se refiere a la respuesta de las células AF al tratamiento con HU se observé un
incremento moderado cuando se aplica la HU sola, mientras que cuando se aplica
sobre células previamente dafadas con MMC, se encontr6 una frecuencia
significativamente mayor de AC, que esta por arriba de la sumatoria de los tratamientos
con HU y MMC solas. Este efecto ya se ha reportado previamente y confirma la
potenciacion del daio a las células AF por parte de la HU, pero no a las células
normales (Martinez, et al., 2008).

La HU podria interferir con la reparacion post-replicativa del ADN por diferentes vias,
una seria al abatir la generacion de dNTPs necesarios para reparar las lesiones
endogenas (Hansson & Hartley-Asp, 1981) lo cual podria explicar inclusive la elevacién

de AC en las células sin dafio previo. Por otra parte, el tratamiento con HU de células
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normales en fase G2 que previamente fueron tratadas con MMC, mostré un ligero
aumento en la frecuencia de AC en relacion a las células normales tratadas con MMC.
En contraste, en las células AF el efecto observado fue la potenciacién del dafo,
dejando a las células AF con el doble de AC causadas por la MMC. Estos resultados
concuerdan con los reportados previamente (Molina et al., en proceso) y sugieren la
existencia de algun proceso de reparacion post-replicativo paralelo al que desarrolla la

via FANC/BRCA y el cual seria sensible a HU.

Determinaciéon de los niveles de expresion del mensajero de los genes ATR y
ATM, en células normales y células AF-A en respuesta a cada tratamiento.

En el analisis de expresion de ATR nos indica que no hay diferencias significativas en
los niveles de expresion de las células control sin tratamiento al compararlos con los
niveles de expresion de las células tratadas con HU o MMC o MMC+HU, esto ocurrio
en ambas lineas celulares. No existen reportes previos que indiquen los patrones de
expresion de ATR cuando las células se tratan con agentes generadores de enlaces
intercatenarios, o con agentes inhibidores de la replicaciéon, aunque se sabe que la
respuesta ante los danos generados por los quimicos usados es la activacion de la
proteina ATR (Andreassen, 2004, Cimprich, 2009). Nuestros resultados sugieren
indican que es posible que la activacion de la proteina pre-existente en las células sea
suficiente para activar la via AF en respuesta al dafio generado por MMC, o bien para
iniciar la respuesta al dano generado por HU.

Por otra parte hasta el momento no se ha reportado que la falta de la proteina FANC-A

interfiera en la expresion o activacion de ATR.
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Al analizar los datos de expresiéon de ATM en la linea celular NI49, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control sin tratamiento, ni entre los
diferentes tratamientos. Por otra parte, en las células AF VU817 se observaron
diferencias significativas al comparar la expresion de ATM del control sin tratamiento
con los tratamientos con MMC y MMC+HU; Con el tratamiento con HU sola, no se
observo una diferencia significativa. El aumento en los niveles de expresion de ATM en
células AF en repuesta a MMC, ya ha sido reportado previamente por Yamamoto
(2005) y puede deberse a que la deficiencia de la via AF, genera rupturas de doble
cadena durante el proceso de reparacion de los enlaces intercatenarios, algunas de las
cuales no son reparadas (Sobeck, 2006). Un reporte previo de este efecto fue
publicado por Gueven y colaboradores (2006), en el que reportaron que ATM aumenta
su expresidén en respuesta a radiacién ionizante, la cual genera rupturas de doble
cadena.

De esta manera, el incremento en la expresion de ATM por parte de las células AF-A,
podria significar que en efecto, cuando la via FANC/BRCA esta afectada, las células
AF buscan vias alternas para tratar de solucionar el problema de dafio al ADN y una de
las vias es la que involucra ATM (Kenedy, et al., 2007). De esta manera las células con
deficiencia en el gen FANCA serian hiperdependientes de esta via paralela de

reparacion explicaria la expresion incrementada de ATM.
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Deteccion de las diferencias de activacion de la proteina ATM en células
normales y células AF-A en diferentes fases del ciclo celular y en respuesta a
MMC e HU.

En lo que respecta a la variacion en el ciclo celular de las células normales con el
tratamiento MMC, HU o MC+HU, no se observaron diferencias en el numero de células
en fase G2 en comparacion con las células sin tratamiento. Esto puede deberse a que
el dafo generado a las células normales por la MMC fue reparado en la mayoria de las
células exitosamente, liberandolas del arresto generado, o bien a que las células se
han liberado del arresto de G2/M con cierto dafo, lo cual se ha reportado que ocurre en
lineas humanas inmortalizadas (Deckbar, et al., 2005)

En las células AF tratadas con MMC y con MMC+HU se observa un aumento de
células en G2 en relacion a las células sin tratamiento. Sin embargo no se observaron
cambios en las células tratadas con HU. Se sabe que la MMC provoca en las células
AF un arresto en G2 lo cual explicaria el aumento de células en G2 en los tratamientos
que contienen MMC. En las células normales no se encontraron diferencias en la
fosforilacidon de ATM entre los diferentes tratamientos y el control, esto puede deberse
a que la via principal de reparacién de las lesiones generadas es ATR (Andreassen, et
al., 2004; Cimprich, et al., 2009) y al tener completa la via FANC/BRCA que sigue la
reparacion de este tipo de dafo, no necesita vias alternas, por lo cual la activaciéon de
ATM no se ve modificada;

En las células AF se observo un aumento en la fosforilacion de ATM en la fase G2 del
ciclo celular en respuesta los tratamientos con MMC y MMC+HU. ElI aumento en la

fosforilacion de ATM ya se ha reportado (Yamamoto, 2005), de igual manera que el
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aumento en su mensajero; es posible que la fosforilacion de ATM se deba a la
generacion de rupturas de doble cadena debidas a la deficiencia en la via
FANC/BRCA.

La cantidad de aberraciones cromosomicas observadas e el tratamiento MMC+HU en
células AF es significativamente mayor a la generada por MMC, lo cual nos indica que
la HU en G2 estaria alterando algun proceso de reparacion en esta fase del ciclo
celular. Sin embargo, se observa un aumento similar en la expresion del mensajero de
ATM, asi como en la activaciéon de la proteina ATM, lo cual muestra que las células AF
son hiperdependientes de la via de ATM cuando se dafan con MMC. Un hallazgo
importante de nuestro estudio fue que ni la transcripcion ni la activacion de ATM se
vieron inhibidas por la hidroxiurea lo cual podria sugerir que no es por esta via por
donde interviene la HU para generar la gran cantidad de dafio cromosémico observado,
o bien si es la via de ATM la que esta siendo alterada por el tratamiento con HU, la
interferencia seria rio abajo de esta via sefializacidén; una proteina candidata a ser
inhibida es CHK2, la cual es una cinasa efectora que controla el ciclo celular y continua
la cascada de senalizacion iniciada por ATM. Al inactivarse CHK2, las células AF
serian deficientes al reparar las rupturas de doble hebra generadas, lo cual podria
explicar el dafio cromosdmico observado. Otra de las posibles proteinas involucradas
podria ser la PIKK DNA-PK’s la cual pertenece a la misma familia que ATM y se le
asocia con el proceso de reparacion de rupturas de doble hebra por unién de extremos

no homaologos (Tomita, 2010).
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Finalmente, nuestra hipotesis de que el incremento en el dafio al ADN en las células AF
provocado por la adicion HU en G2 se debia a la disminucién de la expresion o
activaciéon de ATM no se confirmd, ya que tanto los niveles de expresion del ARN
mensajero de ATM asi como la fosforilacion de ATM no se vieron disminuidos con el
tratamiento con HU. Estos resultados difieren con lo reportado por Kurose vy
colaboradores en 2006, quienes indican que la HU disminuye la activacion de ATM. Es
probable que la diferencia de resultados se deba a que las lineas celulares utilizadas
son diferentes, ya que Kurose reporta la inhibicion de la fosforilacion de ATM
unicamente en la linea leucémica HL60. Es probable que en lineas celulares normales
asi como lineas celulares AF la activaciéon de ATM no se vea influenciada por la accion
de HU en G2. EIl hecho de que se observa que la HU aplicada en G2 en células AF
genera una potenciacion del dafio al ADN, pero no disminuye ni la expresion ni la
activacion de ATM, abre nuevas posibilidades de estudio para entender la interaccion
de la HU en las células normales y AF-A, para asi contribuir al conocimiento basico de

la anemia de Fanconi.
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8. CONCLUSIONES

Las células AF-A tratadas con HU presentan un mayor numero de aberraciones

cromosoémicas que las células normales.

El tratamiento MMC+HU tiene un efecto potenciador de dafio en células AF,
mientras que en las células normales el efecto es sumatorio. Esto sugiere que la
HU inicia una respuesta de una via que es HU-sensible y paralela

En las células AF los tratamientos con MMC aumentaron la expresién del ARN
mensajero del gen ATM, asi como la fosforilaciéon de ATM, lo que indica que en
ausencia de una via normal FANC/BRCA, las células se apoyan en mecanismos
paralelos de vigilancia y reparacion del ADN

En las células AF en G2, el tratamiento con HU sola no mostré diferencias en
fosforilaciéon en Ser 1981 de ATM, ni se observé una reduccion de esta
activacién de ATM cuando se tratan con MMC+HU, lo cual sugiere que la HU no
esta interfiriendo con la activacion de esta cinasa.

Los datos obtenidos sugieren que la causa del aumento en el numero de
aberraciones cromosomicas dado por el tratamiento MMC+HU en la linea celular
AF (VU817) no es debido a la inhibicién de ATM, pero no descarta que ésta sea

la via afectada, por lo que la interferencia de la HU podria ser rio abajo.
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