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1. LISTA DE ABREVIATURAS

Abreviatura  Significado

AA Anemia aplasica

ADN Acido desoxirribonucleico

AF Anemia de Fanconi

ASHLAR Alineamiento por armonizacion simultanea de registros de capas o adyacencias

Cdk Cinasa dependiente de ciclina

CHEKREC Checkpoint recovery

CyTOF Citometria de flujo por tiempo de vuelo

DDR Respuesta al dafio en el ADN

DEB Diepoxibutano

DSB Ruptura de doble hebra

FISH Hibridacion fluorescente in situ

FFPE Fijada en formalina y embebida en parafina

GUI Interfaz de usuario gréafica

HNSCC Carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello

HR Recombinacion homologa

HSPC Célula troncal y progenitora hematopoyetica

H&E Hematoxilina y eosina

ICL Enlace covalente cruzado

LMA Leucemia mieloide aguda

MDS Sindrome mielodisplasico

MMC Mitomicina C

MMEJ Unidn de extremos mediada por microhomologias

NER Reparacion por escision de nucledtidos

NHEJ Unidn de extremos no homdlogos

PR Proficiente en la reparacion

RE Elemento responsivo

ROI Region de interés

ROS Especie reactiva de oxigeno

sSADN ADN de cadena sencilla

t-CyCIF Inmunofluorescencia ciclica maltiple en tejidos

UMAP Proyeccion y aproximacion de variedad uniforme para reduccion de
dimensiones



2. RESUMEN

La Anemia de Fanconi (AF) es el sindrome de falla medular hereditaria mas comdn. Se
caracteriza por presentar malformaciones congénitas, predisposicion a falla medular, a
leucemia mieloide aguda y a carcinomas de células escamosas. La AF se presenta en
pacientes que heredaron variantes patogénicas bialélicas en cualquiera de los genes cuyos
productos proteicos participan en la reparacién de enlaces covalentes cruzados (ICL) en el
ADN; por lo tanto, las células de los pacientes con AF son deficientes en la reparacion del
ADN y acumulan dafio no reparado o reparado de manera inapropiada.

En respuesta al dafio, las células de los pacientes con AF sobreexpresan al gen supresor de
tumores TP53, el cual es un promotor de la apoptosis y por lo tanto responsable de su
propension a la falla medular. Nuestro grupo de trabajo demostré recientemente que en la
médula dsea de los pacientes con AF, donde habitan las células troncales hematopoyéticas,
existe secrecion elevada de las citocinas proinflamatorios TNF-a y TGFp, asi como una
sobreexpresion del oncogén MYC (Rodriguez et al., 2021); uno de los oncogenes mas
potentes y que estimula la proliferacion celular (van Riggelen et al., 2010). Adicionalmente,
se ha comprobado que el factor de transcripcion NF-kappa B, sefializador de TNF-a, es capaz
de activar a la fosfatasa Wip1l (Shen et al., 2017), la cual es responsable de promover el ciclo
celular inactivando la respuesta al dafio en el ADN vy el arresto del ciclo celular, por lo que
se ha considerado como una proteina involucrada en la adaptacion de las células AF al dafio
en el ADN (Rodriguez et al., 2019).

Incluso durante el desarrollo embrionario, los ratones con AF sobreexpresan ambos genes
(Rodriguez et al., 2022); sin embargo, recientemente también se demostré la seleccién
positiva de clonas malignas con deleciones de TP53 y amplificaciones de MYC en los
carcinomas de células escamosas de pacientes con AF (Webster et al., 2023), lo cual es
indicativo de que la dicotomia de estados celulares liderada por ambos factores
transcripcionales es critica en la historia natural de la AF.

¢Qué hace que una célula AF decida entre un perfil de expresion alto en p53, llevando a
apoptosis y con ello a falla medular, o un perfil de expresion alto en cMyc, impulsando a las
células a proliferar a expensas del dafio y a acumular clonas pre-carcinogénicas? Para
contestar estas preguntas se planted estudiar los patrones de activacion de p53 y cMyc en
células AF utilizando datos de tecnologias de proteémica con resolucion unicelular.

Se utilizaron los datos de dos tecnologias en particular para estudiar la activacion de cMyc y
p53 en células AF: 1) Citometria por Tiempo de Vuelo (CyTOF) en lineas celulares AF
tratadas con mitomicina C, y 2) inmunofluorescencia ciclica maltiple (t-CyCIF) en muestras
de carcinomas de células escamosas de pacientes con AF. Los datos de ambas metodologias
se analizaron utilizando los programas Cyto, Napari, Stardist y pipelines de Python. Ademas,



se construyd un modelo matematico de tipo Booleano integrando los reguladores conocidos
de cMyc y p53, asi como nuevos reguladores, inferidos a travées de datos de secuenciacion
unicelular de ARN.

A nivel de poblacion celular, tanto cMyc como p53 mostraron una activacion en respuesta al
dafo en las células AF. Algunas células co-expresaron ambas proteinas, lo cual sugeriria un
punto en donde la regulacion funcional de ambas proteinas entra en conflicto hasta que exista
una toma de decisién entre uno de los dos destinos celulares posibles. De manera interesante,
en los tumores de pacientes AF se redujo el nimero de células doble-positivas a expensas de
un aumento en las células positivas para cMyc conforme avanza la progresion del cancer.
Finalmente, a través del modelo matematico, se lograron recapitular los fenotipos celulares
previamente descritos, resaltando reguladores clave durante la toma de decision entre
supervivencia o apoptosis; entre ellos Wipl y TNF-a.

Concluimos que cMyc y p53 son proteinas con actividades opuestas, la sobreexpresion de
cMyc en la AF seria posible a través de la activacion de Wipl en contextos inflamatorios con
sefializacion exclusiva de TNF-a, correlacionando con la supervivencia celular a expensas
de la acumulacion de dafio genémico, asi como con la presencia de células cancerosas.



3. INTRODUCCION
3.1. La respuesta al dafio en el ADN

Constantemente las células estan sometidas a mdaltiples tipos de lesiones. Estas son
producidas por una plétora de causas diferentes, desde errores en la duplicacion del ADN,
hasta agentes clastogénicos de origen exdgeno que interrumpen o modifican la continuidad
de la doble hélice. Afortunadamente, nuestras células cuentan con un amplio reservorio de
mecanismos de reconocimiento y reparacion de dafio, asegurando la integridad genémica
antes de la siguiente division celular.

Dentro de los mecanismos existentes, como primera linea de control, la célula debe reconocer
la presencia de cualquier tipo de dafio y detener su propia division hasta que éste sea atendido.
La presencia de estructuras aberrantes en el ADN, principalmente causadas por dafio, son
suficientes para que proteinas especificas dentro de la respuesta al dafio al ADN (DDR, por
sus siglas en inglés) reconozcan el dafio e inicien la sefializacion para repararlo a través de
transductores de sefiales (Jackson y Bartek, 2009). Dentro de las primeras proteinas
encargadas de transducir la sefial del dafio, se encuentran las cinasas ATM, ATR y DNA-
PKcs. Sin embargo, son ATM/ATR las cuales abarcan la mayor cantidad de substratos, ATM
para rupturas de doble hebra y ATR para rupturas de cadena sencilla (Medema y Macurek,
2011), mientras que DNA-PKcs esta mayormente restringida a sustratos involucrados en la
unién de extremos no homologos, mecanismo del cual hablaré méas adelante.

Una vez reclutadas al sitio del sitio de dafio, ATM/ATR se encargaran de fosforilar sustratos
proteicos que desencadenan procesos como la DDR, arresto del ciclo celular y apoptosis
(Figura 1A) (Maréchal y Zhou, 2013).

3.2. Checkpoint y Checkpoint recovery

El avance del ciclo celular eucariota esta mediado en su mayoria por proteinas con expresion
generalmente constante Ilamadas cinasas dependientes de ciclina (Cdk, por sus siglas en
inglés), las cuales, al interactuar con proteinas llamadas ciclinas, cuya expresion esta
restringida a etapas concretas del ciclo celular, son capaces de fosforilar sustratos que
desencadenan los acontecimientos del ciclo celular (Alberts, 2002). Como ya se menciond
antes, es fundamental que la deteccion y reparacion de dafio en el ADN vayan acompafados
de una comunicacién y regulacion estricta con estas proteinas. Para esto, dentro de cada
divisién, existen puntos de monitoreo (checkpoints en inglés) que se encargaran de inducir
puntos de control durante el ciclo celular. En ellos, se realiza una revision de la integridad
celular, asi como la de su entorno, con el fin de tomar decisiones que promuevan o prevengan
la division de la célula; segun sea el caso.
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En el caso de la célula eucariota, se cuentan con dos principales checkpoints a lo largo de las
fases G;, S, G, y M del ciclo celular; uno entre las fases G;-S y otro entre las fases G,-M
(Alberts, 2002). El que ocurre durante la progresion de la fase G, a M es particularmente
importante, ya que es el evento previo a la division celular y por consiguiente previo a la
posible propagacion del dafio no atendido. El complejo formado por la Ciclina B 'y Cdk1 es
el que regula la entrada a mitosis al final de la fase G,, por lo que es altamente regulado. De
existir dafio, eéste se sefializa a través de la cinasa ATR/ATM, sus blancos Chk1/2
(respectivamente) y p53, proteina de la cual se hablara a fondo mas adelante. Estos ultimos,
una vez activos, provocaran la trascripcion de sus proteinas blanco; las cinasas p21, Weely
MYT1, las cuales bloquean la activacion del complejo Ciclina B/Cdk1 y con ello la entrada
a mitosis (Figura 1A) (Stark y Taylor, 2004). Por otro lado, este arresto no tiene que ser
perpetuo, por el contrario, idealmente es momentaneo hasta que se atienda el dafio en
cuestion o se inhiba por procesos compensatorios alternos (Clémenson y Marsolier-Klergoat,
2009). La inactivacion de los checkpoints a través de la inhibicidén de sus componentes por
proteinas reguladores es lo que se conoce como checkpoint recovery o CHKREC, por sus
siglas en inglés (Wang et al., 2015). En el caso del checkpoint G,/M, éste es inactivado en
el caso de una entrada normal a la mitosis, por la familia de fosfatasas CDC25 (A, By C),
principalmente inhibidas por las cinasas Chk1/2, las cuales remueven modificaciones de tipo
inhibidoras en el complejo ciclina B/Cdk1. Sin embargo, es a través de las cinasas Wipl y
PIk1 que se logra la inactivacion del checkpoint después de ocurrir lesiones en el ADN.
Mientras Wipl desfosforila, y con ello inactiva, a blancos involucrados en la sefializacion
del dafio al ADN como ATM, Chk2 y p53. PIk1, por otro lado, al ser activado por el complejo
formado por la cinasa Aurora A y su cofactor Bora, se encarga de inhibir sustratos como la
claspina (cofactor de Chk1), Weel, asi como activar a las fosfatasas CDC25 (Figura 1B)
(Medema y Macurek, 2012). La expresion de ambas cinasas es producto de una
retroalimentacion negativa generada por la misma DDR vy el checkpoint G,/M, en donde se
promueve su transcripcién a la par, o por las proteinas del DDR, pero sélo se propicia su
activacion una vez que haya ocurrido la reparacion del dafio, con el objetivo de que la célula
no permanezca perpetuamente en arresto (Medema y Macurek, 2012). Es por esto, que la
activacion prematura por procesos externos de cualquiera de las proteinas del CHKREC
pueden llevar a la célula a truncar el proceso de reparacion y/o entrar a mitosis con dafio no
reparado.
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A CHECKPOINT

B CHECKPOINT
recovery

Figura 1. Regulacion del ciclo celular frente a dafio y reparacion del ADN. (A) Checkpoint G./M, una vez ocurrido el
dafio en el ADN, este sera reconocido por las cinasas ATM/ATR, las cuales fosforilan a las proteinas transductoras Chk1/2
y p53. Chk1/2 y p53 inhibiran al complejo Ciclina B/Cdkl de manera indirecta al inhibir a Cdc25A y promover la
transcripcion de inhibidores del complejo Ciclina B/Cdk1, respectivamente. (B) Checkpoint recovery, al repararse el dafio,
Wip1 y PIk1 inhiben componentes del Checkpoint G./M, permitiendo la expresion del complejo Ciclina B/Cdk1.

(Imagen creada en Biorender.com)
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3.3. Reparacion de rupturas de doble hebra y de enlaces covalentes cruzados en
el ADN

Existen dos principales mecanismos a través de los cuales es reparado un tipo de dafio
conocido como ruptura de doble hebra (DSB, por sus siglas en inglés), el cual, como su
nombre lo sugiere, consiste en una interrupcion de la continuidad de ambas hebras de la doble
hélice de ADN. Este tipo de dafio, a pesar de que en ocasiones cobra funcionalidad en
procesos como el rearreglo génico en la produccién de anticuerpos del sistema inmune (Li et
Al., 2019), puede llegar a ser un dafio espontaneo que es generado directamente, por
reacciones quimicas o, indirectamente, por errores replicativos y por agentes clastdgenicos
de origen exdgeno, como la radiacion utilizada en los tratamientos antineoplasicos
(Kowalczykowski, 2015). Sin importar la causa, destaca por ser de los mas letales para la
célula, ya que, de no repararse, puede llevar a la célula a presentar aberraciones
cromosomicas, entrar en arresto del ciclo celular e incluso a una muerte celular programada
(Mao et al., 2008). Por esta razén, la célula cuenta con mas de un mecanismo a través del
cual se reparan este tipo de lesiones, a modo de asegurar su procesamiento antes de divisiones
celulares posteriores.

El primero de estos mecanismos y el més predominante, la unién de extremos no homologos
(NHEJ por sus siglas en inglés), es aquél que se caracteriza por no utilizar mecanismos de
reparacion basados en la recombinacion de secuencias de alta homologia, por lo que se
considera un mecanismo de alta eficiencia, pero baja fidelidad. Es decir, al reparar un DSB
por NHEJ, este mecanismo es propenso a cometer errores debido a que una vez reconocido
el dafio por el complejo KU70/80, este recluta a través de la activacion de la cinasa DNA-
PKcs a nucleasas como Artemis que se encargaran de degradar algunos nucledtidos de cada
extremo de la hebra rota para dejar una seccion de ADN de cadena sencilla (sSADN). Esto
da cabida a que, a partir de la unién de dichos extremos cohesivos por polimerasas, proteinas
de andamiaje y ligasas, se generen deleciones o modificaciones de la secuencia original de
nucledtidos antes del dafio (Zhao et al., 2020). Aun asi, su utilidad es masiva debido a que
este mecanismo, a pesar de presentar mayor actividad en la fase G1, puede actuar en cualquier
fase del ciclo celular (Li et al., 2019). De igual manera existe una reparacion de tipo no
recombinante que difiere ligeramente de la via candnica ya mencionada. Este mecanismo es
conocido como NHEJ alternativa o union de extremos mediada por microhomologias
(MMEJ, por sus siglas en inglés) (Figura 2B). La diferencia radica principalmente en que
este mecanismo parte de una reseccion de nucle6tidos mas larga, con el objetivo de obtener
sSADN suficiente para que ocurra una busqueda de microhomologias de 2 a 20 nucle6tidos
(Seol et al., 2018). Posteriormente, ocurre una sintesis, a través de la polimerasa ©, de la
brecha entre el SSADN y el limite del ADN de cadena doble (dSADN) (Scully et al., 2019).
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Por otro lado, el mecanismo recombinante predilecto para la reparacion fidedigna de DSB es
el conocido como recombinacion homologa o HR por sus siglas en inglés (Figura 2B). Este
mecanismo, a diferencia de NHEJ, al reparar el DSB reconstituye la integridad de ambas
hebras sin generar modificaciones de novo, por lo que se le conoce como un mecanismo de
reparacion de alta fidelidad. En éste, también ocurre un procesamiento del DSB a extrremos
cohesivos como en NHEJ, solo que en este caso a través de la proteina CtIP y el complejo
MRN. Este ultimo recluta a la cinasa ATM para activar sus blancos involucrados en la
respuesta al dafio, especificamente la fosforilacion de la histona H2AX (conocida como
gH2AX), siendo una sefal que reclute proteinas rio abajo en la reparacion.

Una vez hecha la reseccion, el sSADN generado es recubierto y potegido por la proteina RPA,
para después dar paso a una reseccion por la endonucleasa Exol que alarga el fragmento de
sSADN (Li et al., 2019). Esto permite la sustitucion de RPA por la proteina RAD51 con la
ayuda de la proteina BRCA2 para poder formar un nucleofilamento de recombinacion que
migrara e invadira el loci homologo al dafio en la croméatida hermana, también conocido
como complejo presinatpico (Kowalczykowski, 2015); la formacion de dicho complejo
excluye la reparacion por NHEJ, por lo que se considera un punto competitivo entra ambas
vias por la reparacion del dafio (Kass et al., 2010).

Una vez que el complejo presinaptico encuentra su secuencia homologa en la crométida
hermana, éste invade la doble hélice y genera lo que se conoce como un D-loop o bucle de
desplazamiento, el cual es el espacio entre la hebra invasora y la hebra opuesta a la secuencia
homologa encontrada. A partir de esta estructura ocurre una sintesis de los fragmentos
perdidos en el procesamiento del DSB (reseccion), utilizando a la cromatida hermana como
molde. Finalmente, dependiendo de la resolucion de la estructura intermediaria producida, o
uniones de Holliday, puede o no ocurrir una recombinacién con o sin crossing over (Scully
et al., 2019). A través de este proceso se asegura una reparacion que recupere fielmente la
integridad del material genético en cuestion (Ceccaldi et al., 2016).

Otra de las lesiones mas citotdxicas que pueden generarse en la célula son aquellas conocidas
como enlaces covalentes cruzados o ICL por sus siglas en inglés; fuertes uniones quimicas
entre ambas hebras de la doble hélice que, debido a su naturaleza covalente, representan un
obstaculo total frente a las maquinarias de transcripcién y replicacién de la célula, deteniendo
ambos procesos (Bezalel-Buch et al., 2020 y McCabe et al., 2009).

Los ICL pueden surgir a partir de diversas moléculas quimicas de origen exdgeno, asi como
productos del metabolismo enddgeno de la célula. Endégenamente, es comun que los ICL se
generen a partir de subproductos de procesos metabolicos como las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en la respiracion oxidativa y los aldehidos en la
oxidacion de alcoholes. Sea cual sea su origen; su caracteristica y bifuncional estructura es
lo que permite a ambos extremos de la molécula reticulante formar enlaces con ambas hebras
del ADN. Debido a la fuerza de esta unién, el procesamiento para su remocién consiste en
cortes nucleoliticos a su alrededor y no un corte en el ICL perse (Figura 2A) (Vaquez, 2010).
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La via de reparacién de un ICL, conocida como la via FA/BRCA (Figura 2A), comienza con
la deteccidn indirecta del ICL a través del arresto que éste causa entre ambas horquillas de
replicacion del ADN durante la fase S del ciclo celular. EI complejo proteico FANCM
(conformado por la proteina de union a ADN FANCM, las chaperonas de histonas MHF1 y
MHF2, y la proteina FAAP24) es la que reconoce el ICL al ser fosforilado por la cinasa
ATM, convirtiéndose asi en una estructura de andamiaje para el posicionamiento de la
ubiquitina ligasa conocida como el complejo central AF (conformado por las siguientes 10
proteinas: FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL, FANCT,
FAAP100 y FAAP20) y el heterodimero FANCD2-1 (Rodriguez et al., 2012). Una vez
posicionados, el complejo central se encargara de monoubiquitinar a FANCD2-I para que
éste reclute a su vez a diferentes endonucleasas que procesaran al ICL produciendo dos cortes
su alrededor, generando un DSB. Esto liberara el ICL de una de las hebras parentales,
mientras que permanecerd unido a la otra hebra generando un aducto; a este proceso también
conocido como unhooking o desenganche (Figura 2A) (Semlow y Walter, 2021).

En el caso del aducto, sin importar su presencia, se hara una sintesis de los nucleo6tidos
faltantes en la hebra hija. Esta elongacion s6lo puede ser realizada por polimerasas traslesion
como REV1 y Polx, las cuales seran reclutadas al sitio del aducto a través de la forma
ubiquitinada de PCNA (proteina que funge como factor de procesividad para las ADN
polimerasas épsilon y delta) (Kelman, 1997). Finalmente, el aducto remanente en la hebra
parental sera eliminado por medio de la via de reparacion de escision de nucle6tidos (NER,
por sus siglas en inglés) (Figura 2B).

Por otro lado, el DSB generado en el unhooking del ICL se reparara preferencialmente por
medio de la via de reparacion por HR, debido a la manera en la que las proteinas FA/BRCA
favorecen la interaccion de la proteina BRCA1y el complejo RAD51 con el DSB (Rodriguez
et al., 2012), factores que, como se menciond antes, son cruciales para vias de reparacion
recombinantes.

15



Reconocimiento v

'ﬁ /— del ICL " - —

ICL

£ Reclutamiento de FA
VI a FA/ B RCA core y ubiquitinacion

ﬁ =3 S G de FANCD2/I

Reclutamiento de
nucleasas

Corte nucleolitico
(“unhooking” del ICL)

Sintesis traslesion \
por REV1 o Pol7
L. DSB f
Reconocimiento
v por Ku 70/80 o

Reseccidn corta por
MRN/CHIP

r sl ey PO

TTITTTTITTIITTIT! i
e iy B«squeda Y [ Reseccién larga por
microhomologias Exol y recubrimiento

Reseccion corta por
por RPA

AnelmsyDNAPer v v
RPA m
w RPA

PR mﬂm ""‘@5"““‘“ y

tucion de RPA por RO
Rad51, invasion de

Union de crométida hermana y

extremos s'”'f,so‘sm sintesis v
TTITTITTITTIT T o =
LUy XLF Polg RadS1 DNA synthesis

PNKP -
TTTTTTITTITY: - - ofTTTT
NER u.u.Lu.L Ll - -4 x ,‘
<m -
Pole
Resolucién de
uniones de
Holliday
T TTTTTTITIITITm TTTTTTTTITTIT
——— g LU

NHEJ MMEJ HR



Figura 2. Reparacion de ICL por la via FA/BRCA y mecanismos de reparacion. (A) Via FA/BRCA. Primero el ICL es
reconocido por ATM/ATR, reclutando al complejo FANCM vy al complejo FA core. FA core ubiquitina a FANCD2/1 para
que este reclute a nucleasas que al hacer cortes a ambos lados del ICL lo liberaran (“unhooking™), generando un aducto y
un DSB. (B) Reparacion del aducto y DSB por diferentes vias de reparacion. El aducto es reparado a través de una sintesis
traslesion por REV1 o Polg, seguido de la via NER. El DSB es reparado preferencialmente por la via fidedigna HR,
utilizando la crométida hermana como molde; no obstante, se cuentan con vias alternas propensas a errores como MMEJ y
NHEJ.

(Imagen creada en Biorender.com)

Finalmente, una vez reparado el ICL, el complejo USP1/UAF1 se encargard de
desubiquitinar a FANCD2/FANCI con el objetivo de liberarlo de la cromatina y que pueda
continuar el proceso de replicacion (Garcia-de-Teresa et al., 2020).

Como puede imaginarse, una via de reparacion tan compleja e importante como ésta, juega
un papel fundamental dentro del procesamiento de lesiones, en su mayoria letales, o con gran
potencial carcinogénico. Por lo que modificaciones o deficiencias en cualquiera de las
proteinas involucradas en su funcionamiento conducen al desarrollo de distintas
enfermedades con deficiencias en la reparacion del ADN (sindromes de inestabilidad
gendmica) que se caracterizan por una comprometida hematopoyesis (sindromes de falla
medular) (Raess et al., 2014).

3.4. La anemia de Fanconi

La enfermedad anemia de Fanconi (AF) es el ejemplo especifico de lo que ocurre cuando la
via FA/BRCA no funciona de manera correcta. Esta consiste en un sindrome de falla medular
autosémico recesivo que se origina por variantes bialélicas de cualquiera de los 22 genes
FANC (con excepcion de FANCB, que esté ligado al cromosoma X (Blanche, 2014)) (Figura
3A). Esto la caracteriza por ser una enfermedad con una gran heterogeneidad tanto genética
como fenotipica; pese a esto, a lo largo de los afios se han logrado identificar correlaciones
genotipo-fenotipo que han ayudado a sentar las bases para el inicio de un diagndstico mas
preciso. En general, los pacientes con AF presentan malformaciones congenitas, falla
medular y predisposicion a diferentes tipos de neoplasias, entre las mas comunes leucemia
mieloide aguda y carcinomas de células escamosas (Figura 3B, derecha).

En cuanto a las malformaciones congenitas, se estima que alrededor del 25% de los pacientes
con AF conocidos llegan a presentar pocas 0 ninguna de éstas. Empero, dentro de los que si,
destacan la hipo- e hiperpigmentacién de la piel, manchas café con leche, talla baja, asi como
anormalidades en el radio, pulgares, cabeza, 0jos, rifiones, oidos, entre otros (Olson et al.,
2014).
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A pesar de que el reconocimiento de estas malformaciones a través de protocolos clinicos
como VACTERL-H o PHENOS (asociaciones de 3 0 mas fenotipos descritos en las siglas
de dichos acrénimos) (Figura 3B, izquierda) son Utiles en la orientacion de un diagndstico
temprano en la AF, un diagnostico preciso requiere de pruebas complementarias que
confirmen el padecimiento de la enfermedad (Alter y Giri, 2016). Entre ellas, el estandar de
oro consiste en el analisis de rupturas cromosomicas, basado en la busqueda de aberraciones
cromosOmicas en muestras de sangre periférica de pacientes después de haber sido cultivadas
con agentes que generen ICL, tales como la mitomicina C (MMC) o el diepoxibutano (DEB)
(Mehta y Ebens, 2002). Con estos tratamientos las células son orilladas a utilizar la via
FA/BRCA para la reparacion de los ICL inducidos. De padecer AF, las células del paciente,
al no reparar correctamente los ICL, mostraran distintos tipos de aberraciones cromosomicas
reconocibles, como rupturas cromatidicas, rupturas cromosémicas, o rearreglos complejos
como las figuras radiales (Figura 3B, izquierda) (Olson et al., 2014). Cabe recalcar que
algunos pacientes pueden presentar fenotipos menos severos debido a mosaicismos
(poblaciones celulares dentro del mismo individuo con composicion genética diferente) por
reversion de la mutacion con ganancia de funcion en alguno de los alelos.
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Figura 3. Resumen de caracteristicas diagnésticas y clinicas de la AF. (A) Ubicacién de los genes FANC en los
cromosomas humanos. (B) Los pacientes con AF presentan inestabilidad cromosémica desde su concepcion y muchos de
ellos nacen con malformaciones congénitas, la mayor parte de los pacientes desarrolla falla medular durante la infancia y
tienen predisposicion a cancer, como leucemia mieloide aguda durante su adolescencia, o carcinomas de células escamosas
como adultos jovenes. Existe una sobreexpresion de cMyc y p53 en las células de los pacientes con AF desde la
embriogénesis, cambiando a una sobrexpresion de Myc y de p53 en células de la médula 6sea, lo que conduce a falla
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(Imagen creada en Biorender.com)
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Hecho esto, el siguiente paso consiste en identificar las variantes patogénicas (VP) causantes
de la enfermedad. De acuerdo con las correlaciones del fenotipo particular del paciente con
genotipos previamente descritos, se acostumbra, a través de secuenciacion de nueva
generacion, la busqueda de mutaciones particulares dentro de paneles especificos de genes;
disminuyendo costos y esfuerzo experimental (Olson et al., 2014).

Finalmente, a través de técnicas como el analisis de bandeo G, hibridacién fluorescente in
situ (FISH, por sus siglas en inglés) y microarreglos gendmicos, es que se pueden identificar
anormalidades cromosdmicas en células de la médula dsea y con ello prevenir el desarrollo
de enfermedades hematoldgicas o cancer.

3.5. El fenotipo AF: Entre la atrofia tisular y la carcinogénesis

Uno de los procesos mas importantes dentro del funcionamiento del cuerpo humano es aquél
donde se producen y maduran todos los diferentes linajes celulares sanguineos; un proceso
conocido como hematopoyesis. A través de ella, es que dentro de un acervo relativamente
reducido de células troncales dentro de la médula dsea ocurren dos fundamentales procesos:
su propia renovacion, generando copias de si mismas, y su diferenciacién, dando lugar a los
diferentes tipos celulares dentro del compartimento sanguineo (Hoggat et al., 2015). Para que
las células troncales puedan completar ambos procesos, es necesario orquestar una minuciosa
regulacion a partir de una amplia gama de genes y moléculas sefializadoras (Raess et al.,
2014). Asi, dentro de contextos espaciotemporales precisos, es que, en conjunto, estos
programas de diferenciacion llevan a la célula a enfrentarse a eventos tanto instructivos como
estocasticos que decidiran su destino dentro de los diferentes linajes posibles (Hoggat et al.,
2015).

El mantenimiento postnatal de la hematopoyesis es un proceso de suma importancia, ya que
concatena con las diferentes demandas y necesidades diarias del cuerpo; desde su correcta
oxigenacion hasta la defensa inmunoldgica contra patdgenos e infecciones. Sin un desarrollo
hematopoyético correcto, nuestro cuerpo carece de la cabalidad fisioldgica necesaria para
funcionar dptimamente. De manera tal, que a lo largo de los afios se han reconocido y
estudiado desordenes hematol6gicos relacionados con deficiencias en la hematopoyesis, tales
como la leucemia y distintos sindromes de falla medular (Raess et al., 2014).

Debido a que la diferenciacion hematopoyética es un proceso que no solo involucra
desarrollo morfoldgico de las células sino también una gran demanda replicativa, es crucial
que todos los procesos involucrados en la division celular ocurran de manera correcta,
particularmente la duplicacion del material genético. Cualquier error que ocurra a lo largo de
las divisiones celulares de las células troncales y progenitoras hematopoyéticas (HSPC, por
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sus siglas en inglés), de no ser atendido, comprometera por completo a todo el desarrollo
hematopoyético que dicha célula anteceda.

En la AF es comUn que se presenten este tipo de complicaciones dentro de la primera década
de vida del paciente y varian desde moderadas citopenias, hasta el desarrollo de anemia
aplasica (AA) y sindromes mielodisplasicos (MDS, por sus siglas en inglés) y leucemia
mieloide aguda (LMA) (Figura 3B, centro). Esto sucede debido a la hipersensibilidad
inherente que existe en las HSPC a agentes genotOxicos, estrés oxidativo y citocinas
proinflamatorias (Briot et al., 2008); causando una acumulacién de ICL no resueltos durante
la replicacion celular. Esto puede conducir a la célula a desarrollar aberraciones
cromosOmicas como rupturas cromatidicas, deleciones, duplicaciones, translocaciones
simples, o aberraciones mas complejas como cromosomas dicéntricos, figuras radiales e
incluso aneuploidias (Garcia-de-Teresa et al., 2020) (Figura 3B, izquierda). En la mayoria
de los casos, éstas son suficientes para que la célula hiperactive checkpoints del ciclo celular.
En células de pacientes con AF, se han identificado defectos en la regulacion del checkpoint
en fase S, permitiendo que las células progresen a la fase G2 y permanezcan arrestadas en
ella, con dafio no resuelto, hasta tomar la decisién de comprometerse a mecanismos de muerte
celular programada o apoptosis (Figura 4), mientras que por otro lado se puede llegar al
escape de células AF con aberraciones cromosomicas no reparadas o con cariotipos alterados.
Razén por la cual, la identificacion de poblaciones celulares con anormalidades genéticas es
especialmente importante. Ya que, tomando en cuenta que la hematopoyesis es un proceso
policlonal, cualquier alteracion genética en una célula progenitora de la medula désea, o
cualquier célula de hecho, producto de la reparacion deficiente de ICL, podria llegar a
conferir una ventaja adaptativa que, combinada con una presion de seleccion por parte del
microambiente en cuestion, promueva el establecimiento y dominancia de clonas de la misma
(Lensch et al., 1999) (Figura 4).

Es comun que los pacientes lleguen a presentar el desarrollo de tumores solidos en cabeza,
cuello y ano, originados a partir de células epiteliales escamosas (Olson et al., 2014) (Figura
3B, derecha). Los pacientes con anemia de Fanconi se les ha atribuido un fenotipo “mutador”,
en donde, debido a la inherente deficiencia en la reparacion del dafio y la inestabilidad
gendmica que esto representa, la cantidad de variantes que se producen en genes, muchos de
ellos oncogenes o genes supresores de tumores, en comparacion con individuos sanos es una
diferencia suficiente para propiciar la transformacion carcinogénica de manera prematura 'y
acelerada (Nepal et al., 2017). De manera interesante, dentro de los cAnceres mas comunes
en los pacientes con AF destacan los tumores en la cavidad oral (Figura 3B, derecha),
algunos autores atribuyéndola a la facilidad que tiene esta zona a sufrir lesiones, asi como
estar expuesta a factores ambientales transformantes externos como bacterias y virus
(Furquim et al., 2018).
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¢Cual es la razén que permite la existencia de dos destinos celulares dentro de la misma
poblacion celular? Por un lado, células AF que proliferan a pesar del dafo, desarrollando
cancer; mientras que, por otro, células que entran en arresto del ciclo celular y apoptosis,
generando atrofia del tejido (Figura 4).

3.6. La dicotomia p53 vs cMyc

p53 es una proteina multifuncional cuya actividad esta cuidadosamente regulada debido a la
importancia que tiene en la vigilancia de la integridad genémica al promover la transcripcion
de proteinas involucradas en el arresto del ciclo celular, senescencia y apoptosis (Figura 4).
Si bien la expresion de esta proteina es relativamente baja en células sanas, ésta es constante.
Ya que, al ser traducida, p53 promueve la transcripcion de su propio regulador negativo,
Mdm2. Mdm2 es una E3 ubiquitin ligasa que al oligomerizarse, promueve la degradacién de
p53 vy, con ello, mantiene bajo control las vias de regulacién que esta proteina promueve
(Attardi y Boutelle, 2022). En cambio, cuando la célula es sometida a cualquier tipo de estrés
celular, distintos tipos de proteinas sefializadoras realizardn modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacion, acetilacion, metilacion, ubiquitinacién y sumoilacion,
tanto en p53 como en sus reguladores, con el fin de transmitir la sefial del dafio en cuestion
y promover la correspondiente funcion de p53 (Harris y Levine, 2005).

En el caso de un DSB, la sefializacion inicia con la cinasa ATM, que con Chk2, transmiten
la sefial de dafio a traves de la fosforilacion de p53 y MDM2 (Figura 1). Este proceso no
solo aumenta la actividad de p53 al ser fosforilada, sino que también aumenta radicalmente
su expresion en la célula. La fosforilacion de Mdm2 evita su oligomerizacion y asi, su
capacidad de poliubiquitinar, y en el proceso degradar, a p53 (Meng et, al., 2014). Una vez
activa, p53 reconoce y se une a secuencias especificas de ADN (conocidas como elementos
responsivos a p53, o RE, por sus siglas en inglés) dentro de genes blanco, promoviendo asi
su transcripcion.

Estudios previos han identificado una relacion entre la dinamica de expresion de p53, sus
modificaciones postraduccionales, los blancos que éste activa, y el destino celular. Frente al
dafio, patrones de expresion oscilatorios de p53, es decir incrementos y decrementos ciclicos
los niveles de proteina y ARN, concuerdan con la activacion de blancos involucrados en
arresto del ciclo celular como p21; mientras que patrones de expresion continuos, u
oscilaciones méas prolongadas, promueven la expresion de genes apoptéticos como BID,
PUMA, BAX y BAD (Purvis et al., 2012). Ademas, p53 tambien ha sido reportado como un
regulador transcripcional positivo de genes con funciones anti-apoptoéticas como BCL-2,
MCL-2 y Al (Carrington et al., 2017).

Estas dindmicas de expresion han sido atribuidas al tipo de estimulo en cuestion, habilitando
una amplia, flexible y mecanistica activacion de p53, asi como sus blancos, a través de un
sistema que transmite informacion que, aunque venga de la expresion de una sola proteina,
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es distinguible (Porter et al., 2016). La plasticidad de este sistema permite que la célula pase
de un perfil de expresion a otro, dependiendo del contexto en cuestion, logrando respuestas
transitorias (arresto celular) o definitivas (apoptosis) de acuerdo con el estado del dafio en la
celula.

Para el caso de arresto del ciclo celular, se encuentra el gen del inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina 1 o CDKN1A, que codifica para la proteina p21. Al inhibir las Cdk
E/A-CDK2 y D-CDKA4/6, p21 previene la hiperfosforliacion de p107 y p130. En su forma
hipofosforilada, estas proteinas promueven, a expensas del desplazamiento del complejo de
activacion transcripcional FOXM1-MMB vy el heterodimero E2F1-3/DP, la reestructuracion
del complejo proteico MuvB a una configuracion donde se ancle el complejo de represion
transcripcional DREAM (Engeland, 2018). Esto provoca una represion transcripcional de
genes asociados al progreso del ciclo celular, llevando a un arresto en la fase G1 del ciclo
celular (Figura 1).

Si el dafio no es reparado o es letal para la célula, entonces ésta se comprometera a la
apoptosis intrinseca. Para que este proceso inicie, p53 induce la transcripcion de los genes de
la familia BCL-2, los cuales tienen funciones tanto pro-apoptéticas como anti-apoptoticas
(Warren et al, 2019). Los genes de la familia BCL-2 con funciones pro-apoptdticas,
conocidos como BH3-Unicos, entonces, se encargaran de inhibir a los reguladores anti-
apoptoticos de la familia BCL-2, que reprimen a los coordinadores de muerte celular BAX 'y
BAK. Estos ultimos, una vez activos, llevaran a cabo la permeabilizacion de la membrana
externa de la mitocondria. Este proceso marca el punto a partir del cual la célula se ha
comprometido irreversiblemente a la apoptosis. La permeabilizacion de la membrana
permitira la libracion del citocromo C al citoplasma, induciendo la formacion del complejo
proteico apoptosoma. Este complejo, conformado por la oligomerizacion de APAF-1,
activarad a la proteasa de cisteinas Caspasa-9, que a su vez activara a las caspasas 3y 7
(Aubrey et al., 2018). Estas ultimas se encargaran de degradar los componentes celulares,
sellando el destino de la célula.

Contrariamente, al oncogen MYC se le atribuye la proliferacion aberrante de las HSPC con
AF (Rodriguez et al., 2020) (Figura 4), asi como encontrarse sobreexpresado en los
principales tipos de cancer en humanos (Dhanasekaran et al., 2022). Este gen codifica para
la proteina MYC o cMyc, la cual, al formar heterodimeros con la proteina Max, es capaz de
unirse a secuencias de ADN de tipo E-box para promover la transcripcion de genes asociados
a la proliferacion y progresion del ciclo celular (Bretones et al., 2015) durante procesos como
la hematopoyesis y el desarrollo embrionario (Schmidt, 1999). De igual manera, se ha
descrito que la funcién de cMyc también consta aliviar, de manera no especifica, la
elongacion transcripcional de genes que ya tienen una expresion basal en la célula pero que
se encuentran en un estado con polimerasas de ARN en pausa (Stine et al., 2015). Por lo
que, dependiendo del estado celular, la presencia o no de sus reguladores, y la accesibilidad
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cromatinica que exista en la célula en cuestion, seré el tipo de activacidn transcripcional que
tenga cMyc sobre sus genes blanco, cumpliendo con el modelo de “amplificacion general”
de Nie y colaboradores (2012). Como ya se mencion0 antes, la mayoria de estos genes
corresponden a proliferacion celular (ciclinas, Cdk y factores transcripcionales como E2F);
sin embargo, es también sabido que cMyc comparte blancos en genes involucrados en
metabolismo celular (glucdlisis y glutamindlisis), sintesis de macromoléculas (nucleétidos y
lipidos), asi como biogénesis de organelos (ribosomas y mitocondrias) (van Riggelen et al.,
2010).

Finalmente, el papel de cMyc como represor radica en la inhibicion de la proteina p21 a un
nivel transcripcional, promoviendo la transcripcion de represores transcripcionales como
Miz-1 y AP4 (Bretones et al., 2015), o epigénetico, al interactuar con la desmetilasa de
histonas KDM5B y el factor de transcripcion TFAP2C (Wong et al., 2012).

Proliferacion
celular

Cénceres
hematolégicos

Cénceres de
células
escamosas

Figura 4. Consecuencias de la hiperactivacion de cMyc y p53 en pacientes con anemia de Fanconi. (Izquierda) La
hiperactivacion de p53 causa el arresto del ciclo celular y apoptosis, exceso de activacion de p53 puede generar una atrofia
en el tejido en cuestién, en los pacientes con AF esto suele traducirse en falla medular. (Derecha) Por otro lado, la
hiperactivacion de cMyc empuja a las células a la proliferacién a expensas del dafio en el ADN, generando clonas con
variantes que a largo plazo pueden establecer diferentes tipos de neoplasias en el paciente.

(Imagen creada en Biorender.com)
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3.7. Técnicas de resolucion unicelular

Elucidar con minucia los distintos perfiles transcripcionales y proteicos dentro de una
poblacion celular, es algo que permite el andlisis de cambios dindmicos, asi como la
deteccion de propiedades emergentes, en un sistema bioldgico heterogéneo. Algo que, a
través de tecnologias con resolucion poblacional o bulk, seria complicado, o incluso
imposible.

Recientemente, las tecnologias de analisis con resolucion unicelular han permitido la
obtencion e integracion de informacion a multiples dimensiones celulares, mejorando asi el
entendimiento de procesos que ocurren durante el desarrollo, establecimiento y progresion
de enfermedades en distintos organismos (Ma et al., 2013). Particularmente la proteémica
con resolucién unicelular ha demostrado ser una perspectiva experimental de gran utilidad
dentro del estudio y caracterizacion de perfiles de expresién inmiscuidos en poblaciones
celulares complejas. A través de la inmunodeteccion de proteinas de interés, es posible
caracterizar tipos y estados celulares en contextos espacio-temporales concretos, dando pie a
la deteccion de estados de transicién o poblaciones particulares con propiedades de interés
(Stein et al., 2021).

La técnica mas reconocida dentro de la protedmica unicelular, la citometria de flujo (Figura
5). Es una metodologia que, partiendo del flujo de células en suspension a través de un laser,
es capaz de detectar por medio de un receptor dos diferentes tipos de informacion sobre las
celulas: su caracteristicas fluorescentes, consistiendo en las emisiones fotonicas de
fluorocromos acoplados a anticuerpos previamente incubados contra las proteinas
intracelulares y de superficie de las células; asi como las caracteristicas dpticas, asociando la
refraccion y reflexion del laser con el tamafio y granularidad de las células (Adan et al.,
2016).

Aun cuando la accesibilidad de esta técnica la ha convertido en una opcion popular dentro de
la protedmica actual, existen ciertas limitantes técnicas que a su vez restringen el tipo de
preguntas que esta metodologia puede contestar. Es por esto que han surgido mdultiples
variantes de la misma. Una de ellas, la citometria de flujo por tiempo de vuelo (o CyTOF,
por sus siglas en inglés), consiste en una variante de la citometria convencional, con la
diferencia que en ésta la cuantificacion de los niveles proteicos en las células no se hace con
anticuerpos acoplados a fluorocromos (Figura 5A), sino con anticuerpos acoplados a
isdtopos de metales raros dentro de la serie de los lantanidos (Figura 5B) (Nowicka et al.,
2017).

La razon de esta modificacion recae en que, al utilizar anticuerpos fluorocromados, éstos se

detectan y diferencian a través de las emisiones que producen a diferentes longitudes de onda
dentro del espectro de luz, por lo que se limitan a la gama de colores existente; dando pie a
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posible solapamiento de sefiales entre anticuerpos en paneles amplios, también conocido
como solapamiento espectral (Figura 5A). Ademas, existe una autofluorescencia natural
emitida por las células, a pesar de no tener componentes unidos a los anticuerpos, lo que lleva
a una sefial menos limpia. El utilizar metales raros en los anticuerpos es una estrategia para
eliminar estas complicaciones. Ya que, los is6topos de estos metales ademas de dar la
posibilidad de un panel extenso de anticuerpos, también son elementos que naturalmente no
existen en los seres vivos, evitando cualquier tipo de autofluorescencia y solapamiento
espectral (Figura 5B). Debido a que los anticuerpos conjugados son detectados y
diferenciados a través del tiempo de vuelo que cada is6topo ionizado tiene al pasar por el
detector, es necesario que éstos, y sélo éstos, pasen por el detector. Esto implica una lisis
celular previa, con el fin de liberar los componentes celulares y después un proceso donde se
ionizan y filtran aquellos elementos acoplados a un anticuerpo (Nowicka et al., 2017). La
desventaja de esta metodologia es que es un método destructivo; es decir, no es posible
recuperar las células analizadas, algo que en la citometria convencional si.
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Citometria de flujo convencional
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Figura 5. Diferencia entre CyTOF y citometria convencional. (A) La citometria convencional utiliza anticuerpos
fluorocromados para la deteccion de proteinas de interés, la sefial emitida por estos se restringe al espectro de luz visible,
por lo que existe solapamiento de sefiales (espectral) al cuantificarse. Por otro lado, (B) la CyTOF utiliza anticuerpos
acoplados a metales raros no presentes en los seres vivos, por lo que su sefial es mucho mas precisa, evitando solapamiento
con otros anticuerpos y ampliando el nimero que puede utilizarse.

(Imagen creada en Biorender.com)
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Por otro lado, una de las técnicas fundamentales dentro del estudio de la protedmica es, y ha
sido, la utilizacion de anticuerpos fluorocromados para la tincion de cualquier cultivo,
suspension celular o muestra de tejido; es decir, la tincién inmunofluorescente. No obstante,
el nimero de marcadores que pueden utilizarse en la tincion de una muestra al mismo tiempo
es restringido, debido al solapamiento espectral ya mencionado y a la reactividad que los
anticuerpos pueden tener con zonas no especificas o entre ellos (Im et al., 2019). Nuevas
metodologias basadas en la tincion inmunofluorescente han probado dar la vuelta a este
problema, ampliando ain mas el rango de marcadores a utilizar. Especificamente, la
inmunofluorescencia ciclica maltiple en tejidos, o t-CyCIF por sus siglas en inglés, es una
variacion de la tincion canonica, exceptuando que no sélo se realiza una sola tincion por
muestra. En cambio, se realizan ciclos de tincién después de haber procesado la muestra por
protocolos cominmente utilizados antes de la tincion. Cada ciclo consiste en lo siguiente: las
muestras son sometidas a una tincion con cuatro anticuerpos, tres correspondientes a las
proteinas de interés, mientras que el cuarto es una tincién contra el ADN; hecho esto, las
muestras son fotografiadas para cada marcador en un microscopio de alta resolucion;
finalmente, se realiza un blanqueamiento de los fluorocromos y un lavado para poder
comenzar con otro ciclo (Figura 6A). A través de éstos, las muestras pueden ser tefiidas y
fotografiadas repetidas veces, permitiendo la adicién de nuevos marcadores al surgir
diferentes preguntas de investigacion (https://www.cycif.org/methods/).

Debido a que las muestras son escaneadas con cada ciclo a través de microscopios
fluorescentes de alta resolucion, es necesario la union de todas las imagenes generadas para
obtener una imagen multidimensional donde sea posible visualizar virtualmente cada
componente tefiido (Figura 6B, izquierda). Si bien la informacion visual que uno puede
obtener de la imagen es sumamente valiosa, las limitaciones asociadas a lo que nuestros 0jos
perciben e interpretan no dejan de existir. Es por esto que el analisis de las imagenes a través
de un pipeline bioinformaético es crucial.

Hay que recordar que una imagen no es mas que una matriz de datos (comdnmente conocidos
como pixeles) a los que, dependiendo su valor, se les asigna un tono dentro de una gama de
colores especifica. De este modo, se puede traducir una interpretacién visual de los datos a
una representacion numérica de los mismos, en donde se tenga un andlisis verdaderamente
objetivo de lo que esta representando la imagen y no una inferencia subjetiva de ellos. La
imagen entendida como informacién numérica nos permite incorporar herramientas
bioinformaticas convencionales, para lograr el reconocimiento y cuantificacion de las
intensidades fluorescentes de cada marcador, por cada célula dentro de la imagen (Figura
6B, derecha). Esto da como resultado la traduccion de informacién visual hacia un analisis
de informacién con resolucion unicelular (Figura 6B, derecha); afiadiendo un nivel de
informacion maés.
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Figura 6. t-CyCIF y procesamiento de imagenes obtenidas de tejidos embebidos en parafina (FFPE). (A)
Representacion de t-CyCIF en FFPE, teniendo una pretincion antes del primer ciclo (0), el blanqueamiento de fluorocromos
(1), tincidn con anticuerpos (2) y Hoechst (3), y escaneo de la muestra (4). (B) Obtencion de imagen multidimensional por
stitching (izquierda), segmentacion nuclear (centro), y cuantificacion y analisis de marcadores (derecha).

(Imagen creada en Biorender.com)
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3.8. Biologia de sistemas

Actualmente la informacion producida por la investigacion cientifica ha cruzado una frontera
en donde cada nuevo descubrimiento de cualquier mecanismo, propiedad o fenémeno, abre
un abanico de posibilidades para generar nueva informacion acerca del tema. Esto ha llevado
a un ciclo donde la multiplicidad del conocimiento por generar es como la paradoja de Zenon,
donde por mas que Aquiles avance, la tortuga siempre estara por delante de él. Por muy
valiosa que esta informacion es y ha sido, la exponencialidad de los componentes descritos
dentro de nuestros universos de investigacion ha llegado a un punto en donde la suma de las
partes no nos ayuda a entender el todo. Esto se debe a que el todo no funciona como la suma
de sus partes, sino como una nueva cualidad de las partes y, con ello, una nueva parte a su
vez. La cantidad de variables existentes dentro de un sistema tan dinamico y complejo, como
lo es la célula, han logrado escapar nuestro limitado entendimiento dimensional; dejandonos
con una ciencia extremadamente descriptiva y pobremente predictiva.

La biologia de sistemas ha logrado ser una linea de estudio que, a través del uso de la
informatica y matematicas, es capaz de dejar a un lado el reduccionismo cientifico y asi,
efectivamente integrar multiples niveles de informacion para entender procesos biologicos
como los sistemas dindmicos y complejos que son (Friboulet y Thomas, 2005).

La modelacion matematica en la biologia es una aproximacion dentro de la biologia de
sistemas que se fundamenta y sostiene a partir de dos principales pilares. Por un lado, la
generacion de datos e informacion del sistema estudiado. Mientras que, por otro, el analisis
y solucidn eficiente de las variables del modelo en cuestion; uno que hoy en dia no sélo se
ha ayudado del poder computacional, sino que se ha vuelto en cierta manera dependiente de
él (Tomlin y Axelrod, 2007). La ya mencionada explosion de informacion generada en la
biologia molecular, asi como los avances en el poder de procesamiento computacional y
softwares bioinformaticos, han sido el semillero perfecto para comenzar a incurrir en una
disciplina que ha existido desde hace décadas, pero que hoy méas gue nunca es sumamente
necesaria.

Un modelo matematico consta de una representacion abstracta, a traves de una formulacion
matematica o ecuacion, de un problema que existe en la realidad. Este modelo por ningin
motivo incluye todas las variables y parametros existentes, por lo que debe considerarse
como una simplificacién acertada y suficiente que logra recapitular la dinamica del sistema
en cuestion. De otro modo, intentando incluir todas las variables posibles, ocurriria como en
el cuento de Jorge Luis Borges “El rigor de la ciencia”, donde un cartdgrafo termina creando
un mapa del tamafio del territorio que desea representar. Si esto es cierto, el modelo, o en
este caso el mapa, pierde toda utilidad y sentido; no representa la realidad sino la reemplaza.
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Reconociendo esta simplificacion, un modelo debe encontrar un balance entre la simplicidad
de su formulacion y su capacidad de reproducir la realidad; siendo simple dentro de su
posibilidad y detallado dentro de su necesidad (Kuttler, 2009).

Existen diferentes tipos de modelos que pueden utilizarse segun las preguntas que se deseen
contestar y la naturaleza de lo que se desee modelar. Como primera division, existen los
modelos de tipo determinista y estocasticos; diferenciandose en que los estocasticos
incorporan aleatoriedad o ruido en la solucion del modelo. Por lo tanto, una simulacion
determinada de un modelo determinista es reproducible siempre y cuando se repitan los
parametros y valores iniciales de las variables. Dentro de este tipo de modelos, existen cuatro
clasificaciones mas dependiendo del tratamiento que se le dé al tiempo y a las variables:

e Los modelos en tiempo discreto, en donde los cambios del estado de las
variables ocurren a lo largo de unidades discretas de tiempo (e.g. 0, 1, 2, 3, etc...)
e Los modelos en tiempo continuo, en donde las variables pueden actualizar su
estado en cualquier intervalo de tiempo.

e Los modelos de variable discreta, en donde el estado de las variables
unicamente toma unidades discretas (e.g. 0, 1, 2, 3, etc...)

e Los modelos de variable continua, en donde los estados de las variables
pueden tomar cualquier valor dentro de los nimeros reales.

Adicionalmente, existen dos disefios metodologicos, complementarios entre si, dentro de la
construccion de cualquier tipo de modelo. La construccion de abajo hacia arriba, conocida
comunmente en inglés como bottom-up, la cual se hace a partir de la definicion de partes o
maodulos concretos del sistema, a partir de evidencia experimental previa, que posteriormente
se integran para construir al modelo, buscando inferir el comportamiento emergente global
del sistema. Por otro lado, el método de arriba hacia abajo, o en inglés top-down, consta de
la inferencia de un modelo, por lo general minimo, a partir de grandes bases de datos, que
derive y se ajuste a la informacion sobre el comportamiento global del sistema, esperando
que con ello el analisis de sus componentes por separado recuperen propiedades locales
(Duwal y Kelist, 2016; Crespi et al., 2005).

Un modelo discreto, tanto de variable como de tiempo, sumamente empleado para el estudio
de procesos biomoleculares es el que se conoce como modelo de red Booleano. Este es uno
de los modelos, en su version determinista, mas simples en su formulacion; a pesar de ello,
han probado ser de suma utilidad para la prediccion, a partir de perturbaciones en el sistema,
de interacciones con importancia terapéutica o estados celulares de interés (Hickman y
Hodgeman, 2019).

Partiendo de una construccién tipo bottom-up, la formulacion de un modelo Booleano
comienza por conocer, por medio de una revision en la literatura, las variables e interacciones
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presentes en el sistema a modelar (Figura 7A). En los modelos Booleanos las variables o
nodos (X ={Xi, Xz, Xs, ... X»}), que representan elementos dentro del sistema (genes, proteinas,
moléculas, etc...), s6lo pueden tener valores binarios de 0y 1 (i.e., x; € B, correspondiendo
a estados de apagado o encendido, expresado 0 no expresado, activo o no activo, etc..) y las
ecuaciones o funciones ldgicas, que representan las interacciones existentes entre los
elementos del sistema (inhibicion, activacién, produccién, degradacion, etc...), deben ser
descritas a través de reglas o funciones con operadores Booleanos tipo AND, OR y NOT (“y”,
“I”y “!”, respectivamente); describiendo lo que es o no suficiente o necesario para que una
variable se encienda (Figura 7A). Asi, su estado (0 o 1) al tiempo t + 1 (recordando que el
paso del tiempo es discreto), estara determinado si se cumple la condicion Idgica definida
por la funcion booleana al tiempo t. Puesto de otra forma, xi(t+1) = Fi(xa(t), Xa(t) Xs(t), ...
Xn(t)), donde F; representa el conjunto de reglas o funciones Booleanas por cada nodo en el
sistema. Esto permite que, a partir de un estado inicial, se desencadene una dinamica donde,
con cada actualizacion de tiempo, las variables se “enciendan” y “apaguen”, segun sea el
caso, hasta llegar a un estado donde por mas que se actualice el sistema, no hay cambios en
los valores de las variables, algo conocido como atractor. Estos pueden ser clasificados en
atractores de tipo fijo, constando de un solo estado, o atractores ciclicos, donde el sistema
circula continuamente a lo largo de mas de un atractor (Figura 7B).

66"’

Ademas, existen dos principales tipos de actualizacion que puede tener una red booleana
determinista. Sincrona, en donde todas las funciones Booleanas son “leidas” al mismo
tiempo, actualizandose todas las variables simultaneamente, o asincrona, en donde existe la
posibilidad de definir diferentes ordenes de “lectura” de las funciones Booleanas; y por lo
tanto, la actualizacion de las variables es a diferentes tiempos. Esto permite, por ejemplo, que
puedan modelarse dindmicas biologicas con diferentes escalas temporales. Esto por ningun
motivo demerita el valor que tienen los modelos sincronos, ya que también son capaces de
llegar a conclusiones significativas del sistema y evitan que, al realizar simulaciones del
modelo, las trayectorias de éste ocurran en intervalos muy largos de tiempo (Bornholdt,
2008).

Debido a que el sistema funciona con valores binarios, existe un aumento exponencial de
tipo 2" en el nimero de estados posibles, de acuerdo con el incremento en el n nimero de
nodos que componen el sistema. Sin embargo, multiples estados iniciales pueden compartir
el mismo atractor, el conjunto de ellos se les conoce como la cuenca de atraccion de dicho
atractor (Figura 7B). Entre méas grande la cuenca de atraccién, es méas probable que el
atractor sea biol6gicamente significativo (Schwab et al., 2020).
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Figura 7. Generacion y andlisis de modelos Booleanos. (A) Generacion de un modelo Booleano a través de la integracion
de informacion bibliografica y experimental (izquierda) en una red de regulacidn (centro) con interacciones entre nodos que
posteriormente se traducen a funciones logicas (derecha). (B) Diferentes estados iniciales (izquierda) del modelo producen
transiciones de estado que convergen en atractores (centro) de tipo puntual o ciclico (derecha). Al conjunto de estados
iniciales que convergen en el mismo atractor se le llama cuenca de atraccién (centro).

(Imagen creada en Biorender.com)

Finalmente, existe una retroalimentacidn constante entre validaciones experimentales en el
sistema biologico y pruebas y/o simulaciones del modelo. Dentro de las validaciones
iniciales, a través de simulaciones donde se delimiten estados iniciales particulares y/o
habilitando el encendido o apagado continuo de un nodo en especifico (andlogo a mutantes
con sobreexpresion o un knock-out de un gen, respectivamente), deberia esperarse que el
modelo muestre representatividad de las cualidades y comportamientos esperados del sistema
a modelar. Ademas, es importante que el modelo muestre robustez estructural, es decir, sea
capaz de conservar cierta estabilidad ante perturbaciones en la topologia estructural del
modelo (Hebbar et al., 2022; Chen et al., 2015). Un ejemplo de esto se hace al provocar
cambios en los operadores légicos de las reglas del sistema y analizando los cambios
cualitativos de la red. De igual manera, el modelo debe presentar plasticidad ante cambios en
los parametros del sistema, siendo capaz de cambiar sus estados estables (o atractores) ante
modificaciones en los valores de las variables de estado (Hebber et al., 2022). Esto no sélo
permite que el modelo sea descriptivo de la realidad que modela, sino también solidifique su
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valor predictivo al permitir probar hipdtesis de una manera mucho menos costosa,
evidenciando elementos fundamentales en la red, asi como interacciones y los estados
celulares asociados (Schwab et al., 2020).

4. ANTECEDENTES DIRECTOS
4.1. La toma de decisiones en los tejidos AF: cMyc vs p53

Recalcando que la AF es una enfermedad genética. Podemos asumir que la hiperactivacion
de cMyc y de p53, como consecuencia de una reparacion deficiente del ADN, ocurre durante
todo el desarrollo del individuo, particularmente en tejidos o contextos con una alta tasa
proliferativa. Un primer ejemplo de un proceso con altos indices de proliferacion es la
embriogénesis. Rodriguez et al. (2022) detectaron que, al no poder utilizar vias de reparacién
de alta fidelidad como lo es la HR, el embrion de ratén con AF activa la via de NHEJ, la cual
es propensa a errores, a través de la seializacion de la via de TGFB (Kim et al., 2014). TGFp
es un regulador transcripcional que, a través de proteinas sefializadoras llamadas SMADs,
funge como un represor de proteinas relacionadas con la proliferacién, como cMyc (Kowalik,
2002), y como un activador de proteinas con funciones supresoras de crecimiento, como p53
(Atfi y Baron, 2008, y Kawarada et al., 2016); entre otras funciones. Al estudiar los perfiles
de expresion de dichos embriones de raton, Rodriguez et al. (2022) detectaron ademaés la
sobreexpresion simultanea tanto de MYC como de TP53 (Figura 3B, izquierda), lo cual
podria, como ya se menciono, estar siendo controlado por TGFp. Estos datos sugieren que la
co-expresion elevada de MYC y TP53, factores de transcripcion con actividades enteramente
opuestas, podria estar generando conflictos en la toma de decisiones celulares desde el
desarrollo embrionario de los individuos con AF.

Un segundo ejemplo de proceso altamente proliferativo es la hematopoyesis. Durante ella,
ocurren ademas otro tipo de sefializaciones que llevan a las células con AF a generar una
heterogeneidad de perfiles transcripcionales, entre los cuales se han identificado perfiles de
sobrevida con un riesgo carcinogénico. Con el fin de esclarecer dicha heterogeneidad antes
del desarrollo del cancer o la falla medular. Rodriguez et al. (2021) realizaron una
secuenciacion de ARN con resolucion unicelular en HSPC de 7 pacientes con AF y 5
donadores sanos. Ademds de detectar aumentos en la concentracion de citocinas
proinflamatorias en la médula 6sea de los pacientes, hiperactivando a receptores
proinflamatorios como TNF-a, que se ha descrito como capaz de incrementar la expresion
de cMyc (Zhang et al., 2017), asi como la activacion de vias supresoras de crecimiento ya
mencionados como TGF, se encontraron multiples subpoblaciones de HSPC de pacientes
con AF que presentaban una sobreexpresion conjunta, o exclusiva, de cMyc y p53. La
existencia de una poblacion celular doble positiva para cMyc y p53 pareceria indicar un punto
en donde aparentemente la célula tiene una funcionalidad contradictoria y es probable que
esté tomando una “decision” entre la sobreexpresion de uno de los dos genes (Figura 3B,
centro, y Figura 8).
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De manera paralela, el grupo de Webster et al (2023) encontrd, al secuenciar el genoma y
exoma completo de tumores sélidos de pacientes con AF, que el mecanismo detras de la
transformacion cancerigena en las muestras analizadas es debido al efecto conjunto de una
pérdida, gendmica o en expresion, de TP53 y la amplificacion de oncogenes relacionados
con la transformacion epitelio-mesénquima y el establecimiento de cancer de células
escamosas; entre ellos MYC (Figura 3B, derecha). Esto nos lleva a pensar que, en ciertos
contextos, una célula AF con dafio es capaz de dividirse a pesar de las variantes estructurales
que éste causa, gracias al efecto de proteinas mitogénicas como cMyc. Esto explicaria la
aparicién de clonas con amplificaciones de oncogenes y deleciones de genes supresores de
tumores, que sean susceptibles a una seleccion clonal y posterior establecimiento del cancer

De los tres contextos expuestos podemos inferir que la dicotomia de los reguladores

transcripcionales maestros cMyc-p53 es critica a lo largo de la vida de los individuos con
AF.

alta
— expresion
cMyc

Dafo en
el ADN

alta
expresion
p53

. .’
Seleccion
Clonal

Atrofia del
tejido

Cancer

Figura 8. Proceso de decision entre cMyc y p53. El dafio en el ADN no resulto en las células AF produce una
sobreexpresion de cMyc y p53 (células doble positivas) a partir de lo cual existe la posibilidad de elegir el destino mediado
por p53, llevando a la apoptosis y atrofia del tejido en cuestion (izquierda); o elegir el destino celular mediado por cMyc, el
cual promueve la division celular con ADN dafiado, dando la posibilidad de generar variantes carcinogénicas en células
que, a través de seleccion clonal, generen céncer (derecha).

(Imagen creada en Biorender.com)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde su concepcion, los embriones con AF, al no ser capaces de reparar ICL por la via
FA/BRCA, deben llevar a cabo una intricada reorganizacion regulatoria que permite la
supervivencia celular a expensas del dafio y con ello el desarrollo del embrién. Es conocido
que la inherente deficiencia en la reparacion en las células AF activa al gen supresor de
tumores TP53; sin embargo, las células AF también son capaces de sobrexpresar al oncogén
MYC. La paradoja regulatoria que esto representa podria ser consecuencia de un proceso
compensatorio contra la activacion de p53 y la muerte celular. Se ha observado que existen
células AF que solo expresan a cMyc, células que solo expresan a p53, y células que co-
expresan a ambos, lo cual nos lleva a la pregunta de si en dichas células existe un proceso de
toma de decision del destino celular entre ambos perfiles trasncripcionales. Actualmente,
sigue siendo desconocido como es que las células en cada uno de los tejidos de los pacientes
con AF toman las decisiones ante dicha dicotomia. Es posible que la decision por un perfil
transcripcional con sobrexpresion de p53 ocurra en la médula ésea, provocando falla medular
y atrofia del tejido. Mientras que la decision de un perfil transcripcional con sobrexpresion
de cMyc ocurra en el tejido epitelial, promoviendo el desarrollo de tumores sélidos. No
obstante, se desconocen los factores y la regulacion subyacente a este proceso debido a su
gran complejidad y limitada descripcion.

6. JUSTIFICACION

La AF ha demostrado ser una enfermedad que, debido a su naturaleza genética, funge como
un modelo de facto para estudiar los mecanismos de reparacion del ADN y las repercusiones
que existen si ocurre una reparacion aberrante y una division celular a pesar de ella. El estudio
de la dindmica de cMyc y p53 es uno que se beneficiaria mucho de la implementacion de
diferentes perspectivas experimentales como la proteémica unicelular y el modelado
matematico, debido a la multidimensionalidad de sus componentes. Ademas, una dinamica
regulatoria como ésta, no solo determina el estado funcional de multiples tejidos en los
pacientes con AF, sino que también es un modelo de estudio importante para compender las
decisiones celulares que ocurren frente a contextos adversos como es el dafio en al ADN.
Una serie de decisiones que, debido a la funcionalidad de cada proteina y lo que representan
para el establecimiento y progresion del cancer en los pacientes, son por mucho de vida o
muerte.
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7. HIPOTESIS

La decision entre supervivencia o apoptosis en la AF estd mediada en su mayoria por la
expresion de las proteinas cMyc y p53 (Figura 4), correspondientemente. Si la expresion es
elevada en p53, las células promueven programas de arresto del ciclo celular y apoptosis,
provocando atrofia en el tejido. Sin embargo, si lo contrario es cierto, la expresion elevada
de cMyc orilla a las células a proliferar a pesar del dafio acumulado, generando clonas pre-
cancerigenas con variantes genémicas que promueven el establecimiento de cancer (Figura
8).

Mediante tecnologias de proteémica unicelular en muestras de pacientes con AF, se vera
representada esta dinamica proteica. Donde a través de la CyTOF en células de origen
hematopoyético, se encontraran perfiles de expresién dindmicos altos en cMyc, altos en p53,
o ambos (representando un estado de “indecision’). Mientras que a través de la t-CyCIF en
muestras de tumores de células escamosas de pacientes con AF, se encontrard una mayor
expresion de cMyc sobre p53 (representando la decisién de un perfil sobre otro) que
corresponderd con el estado de progresion del cancer. Dicha decisién dependera
principalmente de una red de interacciones entre cMyc, p53, asi como sus respectivos
reguladores. Misma que podra ser recapitulada en motivos regulatorios concretos, que, al ser
traducidos en un modelo matematico dinamico de tipo booleano, serd capaz de identificar
reguladores y eventos clave durante la toma de decision del destino celular, asi como elucidar
las interacciones detras de este proceso.

8. OBJETIVOS
8.1.Objetivo general

Estudiar la regulacion existente entre cMyc y p53 en las células AF, a través de biologia de
sistemas, con el fin de proponer mecanismos celulares que expliquen la toma de decisiones
celulares entre supervivencia y apoptosis.

8.2. Objetivos particulares
Con esto en mente, los objetivos particulares derivados son los siguientes:
1. Evaluar la dindmica de expresion de cMyc y p53 en respuesta a diferentes niveles de
dafio gendémico en células AF de origen hematopoyético.

2. Analizar los patrones de expresion de cMyc y p53 durante la progresion
carcinogénica en tumores de células escamosas de pacientes con AF.
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3. Identificar, a través de una revisién bibliografica, asi como del analisis de datos de
secuenciacion unicelular de ARN, los principales agentes celulares y procesos que
regulan la expresién y actividad de cMyc y p53.

4. Construir un modelo matematico discreto que recapitule e identifigue mecanismos
celulares cruciales detras del proceso de toma de decision entre supervivencia y
apoptosis mediado por cMyc y p53 en células AF.

9. METODOLOGIA

9.1. Métodos experimentales
911, CyTOF en lineas celulares FANCG™* tratadas con MMC

Tomando en cuenta los antecedentes directos ya mencionados y los objetivos propuestos,
para lograr el primer objetivo, primero se hizo uso de la CyTOF. Esto se llevo a cabo tratando
6, 12 y 48 horas con 10ng/ml de MMC a lineas celulares de linfoblastoides mutantes para el
FANCG (FANCG™), y su contraparte corregida con un plasmido con el gen faltante
(FANCG**). Una vez terminado el tratamiento, ambas lineas celulares fueron incubadas con
anticuerpos, previamente conjugados a metales raros, contra cMyc y p53. Finalmente, las
muestras fueron analizadas con un citometro de masas (Helios, Fluidigm) donde se
cuantificaron las sefiales de cada anticuerpo a una resolucion unicelular, obteniendo archivos
tipo “.fcs”.

9.1.2. t-CyCIF en muestras de tumores de células escamosas de pacientes con AF

Para alcanzar el segundo objetivo, se realiz6 una t-CyCIF en tumores sélidos de pacientes
con AF (Figura 9A), la cual consté de 7 ciclos y en donde se utiliz6 un panel de 20
anticuerpos de caracterizacion inmune y tumoral, entre ellos cMyc y p53 (Figura 9B). Esta
fue hecha en biopsias fijadas en formalina y embebidas en parafina (FFPE, por sus siglas en
inglés) de tumores de células escamosas de hipofaringe, cavidad oral y lengua de pacientes
con anemia de Fanconi (Figura 9A) en colaboracion con el Departmento de Citopatologia,
de la Universidad Heinrich Heine, Diisseldorf, Alemania.
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Muestras Sitio del Afio Género Fumador Edad al Edad al ser trasplantados Estado de VPH
L tumor extraer tumor con medula dsea
K FAHNSCC-6 Lengua 2007 | Femenino | Ocasional 25 No Negativo
FAHNSCC-15 | Cavidad Oral | 2015 | Masculino | Ocasional 29 5 Positivo (VPH120)
< ) FAHNSCC-11_| | Hipofaringe | 2015 | Femenino Nunca 41 11 Negativo
§ FAHNSCC-11_Il | Hipofaringe | 2015 | Femenino | Nunca 41 1 Negativo
i
'}' FAHNSCC-14 Hipofaringe | 2016 | Femenino Nunca Negativo
1120
Ciclo 1 6 7
Tipificacion i =
S cMyc CDh4 CD163
Tipificacién tumoral o
® & p53 CD11c CD3D
o
Caracterizacion b= HLA-DBP1 gH 2AX
<

Figura 9. Resumen de muestras de t-CyCIF. (A) Caracteristicas clinicas de 5 muestras de tumores solidos de células
escamosas de pacientes con AF utilizadas en t-CyCIF (las muestras marcadas con amarillo provienen de la misma paciente).
(B) Panel de anticuerpos utilizados en la t-CyCIF. Imagen creada en Biorender.com

La t-CyCIF fue realizada por nuestros colaboradores de la Universidad de Helsinki en
Finlandia. Las FFPE fueron sometidas a un preprocesamiento donde se realizd
desparafinizacion, deshidratacion y posterior rehidratacion. Debido a la modificacién que
este preprocesamiento puede tener en la estructura de las proteinas blanco, las muestras luego
fueron tratadas con un buffer de citratos. Posteriormente las muestras pasaron por una pre-
tincion e inactivacion de fluoréforos contra marcajes inespecificos, en donde las muestras no
se escanean Yy sélo se incuban con buffer bloqueador, seguido de anticuerpos secundarios y
la primera tincion de ADN con Hoechst. Inactivadas las sefiales de marcajes inespecificos,
entonces se comienza con el ciclo 0 utilizando de nuevo anticuerpos secundarios y Hoechst.
Las muestras entonces se montaron con glicerol al 70% y fueron escaneadas en un
microscopio Nikon Ni-E (Nikon). En este caso, Unicamente se observé la tincién del ADN,
confirmando el blogueo de la tincion anterior. Al terminar, se realiz6 un descubrimiento del
medio de montaje e inactivacion de fluoréforos.

A partir de entonces, las muestras fueron tefiidas con los anticuerpos primarios del primer
ciclo, seguido de anticuerpos secundarios, Hoescht, para finalmente montarse y escanearse.
Este altimo proceso fue repetido con los siguientes ciclos.
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9.2. Métodos bioinformaticos
92.1. Preprocesamiento de los datos obtenidos de la CyTOF

A partir del archivo tipo csv, se realiz6 una transformacion logaritmica (loglp) de los datos
para posteriormente eliminar valores atipicos con base en su valor Z. Posteriormente,
utilizando la herramienta de tipificacién celular del programa SCIMAP (Nirmal et al., 2022),
se normalizaron los datos e identificd el punto de corte 6ptimo con base en una funcion
gaussiana mixta. Hecho esto, las células se clasificaron de acuerdo a su expresion de cMyc y
p53, generando cuatro distintos grupos: positiva para cMyc, positiva para p53, doble
positivas y doble negativas.

9.2.2. Preprocesamiento de las imagenes obtenidas con t-CyCIF

Previamente a la t-CyCIF, se realiz6 una tincion con hematoxilina y eosina (H&E) en las
muestras, donde un patdlogo certificado delimitd zonas de interés (ROI, por sus siglas en
inglés) correspondientes a los tumores: displasia de bajo grado, displasia de alto grado y
carcinoma invasivo.

Por otro lado, al escanear las muestras con cada ciclo durante la t-CyCIF, debido a la
multidimensionalidad de los marcadores, asi como al gran tamafio de las imagenes obtenidas,
éstas fueron registradas por el microscopio en secciones discretas o tiles. Es por esto que
después de escanear cada muestra, los archivos obtenidos fueron ensamblados en imagenes
multidimensionales a través del software de alineamiento por armonizacién simultanea de
registros de capas o adyacencias, ASHLAR (por sus siglas en inglés) (Muhlich et al., 2021).

ASHLAR es una herramienta bioinformatica que utiliza un software codificado en Python
llamado BioFormats (Li et al., 2016); utilizado por multiples microscopios comerciales de
alta resolucion. Este es capaz de ensamblar imagenes multicanal de cualquier microscopio a
través de la unién o stitching de los tiles producidos al escanear las muestras en cuestién. El
stitching de cada tile se hizo a través del reconocimiento y registro de regiones de
solapamiento entre tiles, seguido de una correccion de alineamiento entre dichas regiones.
Finalmente, todas las imagenes, una por cada marcador, fueron sobrepuestas de acuerdo con
una ubicacion relativa, previamente registrada por el microscopio al momento de escanear,
de algun marcador en especifico, en este caso la tincion del nucleo con Hoescht, como es
recomendado. Al momento de solaparse, el programa hizo ajustes respecto a la ubicacion
entre cada imagen que se alineo, con el objetivo de obtener la mayor coincidencia posible
entre imagenes.
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Una vez ensambladas, el programa dio como resultado una imagen multidimensional
segmentada en tiles de tipo piramidal. Este tipo de imagen esta compuesta por multiples
muestreos de la misma imagen, cada uno con un tamafio y resolucién diferente con el objetivo
de solamente cargar en la memoria de la computadora el muestreo con la resolucion y tamafio
necesarios para visualizar 6ptimamente la seccidn de la imagen que se desee, agilizando
computacionalmente este proceso.

La visualizacion de cada imagen se hizo mediante el programa codificado en Python, Napari
(Sofroniew et al., 2021). Este programa habilita la visualizacién, anotacion y etiquetado de
imagenes multidimensionales a través de una interfaz de gréafica usuario (GUI, por sus siglas
en inglés) amigable y agil. Ademas, permite la integracion de nuevos blogues de codigo
dentro, y por detras, de la GUI, personalizando el programa con las herramientas que deseen
utilizarse dentro del procesamiento y analisis de las imagenes.

Con el objetivo de poder visualizar cada marcador por separado, en conjunto, asi como
seleccionar regiones de interés para posteriores analisis, se escribio un codigo que integrara
en la GUI de Napari la opcion de cargar y guardar los contrastes y colores seleccionados para
cada marcador, asi como las secciones delimitadas dentro de cada imagen.

Posteriormente, se hizo uso del software StarDist (Schmidt et al., 2018), el cual detecta,
distingue y asigna un identificador o mascara a los nucleos de cada célula, y un radio
alrededor del mismo, a traves de un modelo de inteligencia artificial previamente entrenado.
Este fue utilizado dentro de un script codificado en Python con el que se logro la
segmentacion de cada imagen de acuerdo a sus nucleos, generando una nueva imagen
compuesta por las mascaras de cada nuacleo, su identificador y su posicion dentro de la
imagen multidimensional.

Con base en la imagen segmentada y la imagen multidimensional como datos de entrada, se
utilizé un script codificado en Python, en donde, se cuantificaron las intensidades
fluorescentes de cada marcador por célula segmentada. Estos se obtuvieron en la forma de
un archivo tipo csv, en donde la primera columna, Ilamada CellID, contiene el identificador
de cada célula, mientras que las demas corresponden a cada uno de los marcadores utilizados
en la tincién, con su valor correspondiente. De igual manera los archivos contienen
informacion sobre caracteristicas morfoldgicas y técnicas de las células; su area, posicion en
la imagen (eje X y Y), asi como la excentricidad de la misma (desviacion de una forma
circular, siendo 0 una circunferencia y 1 la desviacion maxima).
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9.2.3. Procesamiento y control de calidad de los datos e imagenes obtenidos con t-
CyCIF

Primeramente, se ajustaron los contrastes y colores para cada una de las imagenes utilizando
el programa Napari, permitiendo inspeccionarlas visualmente para detectar pérdidas de tejido
en algun ciclo o desfase entre canales, asi como para obtener todas las capturas mostradas en
los resultados. Asi, con base en la mascara de segmentacion y la imagen de la muestra, se
seleccionaron regiones correspondientes a las ROI previamente delimitadas por el patélogo
en las tinciones de H&E. A partir de dichas regiones se extrajo un archivo de tipo csv con los
identificadores de cada una de las células presentes, mismo que fue utilizado para etiquetar,
con el nombre de la ROI en cuestion, esas mismas células en el archivo de cuantificacion.
Como control de calidad de los datos de la cuantificacion, primero se utilizé una herramienta
de CyClIFsuite (Wang, 2019) para detectar células que se hayan perdido entre cada ciclo de
tincién utilizando la expresion diferencial de Hoechst entre cada ciclo como discriminador.
Por altimo, se realizo una transformacioén logaritmica (loglp) para posteriormente eliminar
valores atipicos con base en el valor Z de los datos.

9.24.  ldentificacion de tipos celulares en imagenes obtenidas con t-CyCIF

Posterior al procesamiento de los datos, se realizd un analisis para identificar los tipos
celulares dentro de las muestras con base en la expresion de los distintos marcadores. Este se
hizo a través de la misma herramienta de SCIMAP utilizada en los datos de la CyTOF, sélo
que en este caso se identificaron células inmunes, no inmunes y tumorales a partir de una
clave dicotdmica de decision de acuerdo con la combinacion de marcadores en la Figura 9B.
Adicionalmente, se clasificaron las células tumorales en positivas y negativas para el
marcador Ki67.

El diagrama de flujo del trabajo general los datos de la CyTOF y t-CyCIF puede observarse
en la Figura 10 y la coleccion de todos los scripts generados se encuentran en el repositorio
siguiente: https://github.com/BMF-CP-Lab/t-CyCIF
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Figura 10. Diagrama de flujo de CyTOF y t-CyCIF. Las imagenes de t-CyCIF pasaron por un pre-procesamiento donde
fueron ensambladas a través de ASHLAR, inspeccionadas junto con sus tinciones de H&E a través de Napari y Qupath
(respectivamente), segmentadas con StarDist y cuantificadas con un script de Python. Posteriormente se procesaron las
imagenes al ajustar sus contrastes (Napari), seleccionar las ROI (Napari), etiquetar las células dentro de las ROl en el archivo
de cuantificacion (Python) y eliminar células perdidas entre ciclos (CyClIFsuite). El procesamiento y control de calidad de
los datos de t-CyCIF y CyTOF constaron en una transformacion logaritmica, eliminacién de outliers y formateo para el
programa SCIMAP (Python). Finalmente, el analisis de los datos constd en una identificacion de tipos celulares con
SCIMAP de acuerdo con la expresion de marcadores en ambas metodologias.

(Imagen creada en Lucidchart.com)
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9.3. Modelo matematico

Finalmente, el tercer objetivo se alcanzé al construir un modelo matematico de tipo Booleano
con base en una revision bibliografica de la regulacién existente entre, y alrededor de, cMyc
y p53, ademas de reguladores inferidos con base en datos de secuenciacion de RNA.

93.1. Reconstruccion de la red regulatoria detras de la toma de decision del destino
celular frente a dafio en el ADN a través de una revision bibliografica

Inicialmente, siguiendo una aproximacion de tipo bottom-up, se realiz6 una revision
bibliografica exhaustiva de la regulacion alrededor de cMyc y p53 al momento de generarse
dafio en el ADN de la célula; especificamente referenciando los procesos de la DDR,
apoptosis, arresto del ciclo celular, CHKREC vy la proliferacion mediada por cMyc. De igual
manera se consultaron modelos matematicos previos relacionados con cualquiera de los
procesos ya mencionados (Rodriguez et al., 2019; ).

Con base en lo anterior, se seleccionaron reguladores o procesos referenciados (Tabla 1y
Tabla Suplementaria 1) cuya relacion entre ellos, y con cMyc y p53, fuera particularmente
importante, generando asi un esquema de regulacion representativo de los diferentes destinos
y procesos celulares posibles que ocurren cuando una célula se enfrenta a dafio en el ADN
(Figura 11).
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Tabla 1. Lista de reguladores y procesos integrados en el modelo booleano. (De izquierda a derecha) Primero el
elemento integrado dentro de la red de regulacion planteada, luego el nombre del nodo que lo representa y finalmente su
funcién dentro del modelo. En rojo los nodos involucrados en la apoptosis de la célula, en verde la proliferacion, y en

amarillo el arresto del ciclo celular.

Proceso o regulador Nombre del Funcion en modelo
nodo

Enlance covalente cruzado ICL Daio en el ADN

Cinasas ATR y ATM ATM_ATR Reconocimeinto y sefializacion de dafio
en el ADN

Histona H2AX fosforilada gH2AX Sefializacion de dafo en el ADN

Via de reparacién FA/BRCA via_FA_BRCA Reparacién de ICLs por la via FA/BRCA

Cinasas Chk1y Chk2 Chk1_2 Checkpoint G,/M, activacidn p53

Factor de transcripcién p53 p53 Transcripcion genes pro-apoptosis y
arresto, inhibicion cMyc

Inhibidor de cinasas p21 Checkpoint G,/M y arresto

dependientes de ciclina p21

Fosfatasa Wip1l Wip1l Checkpoint recovery, inhibicidn proteinas
DDR

Ubiquitin ligasa Mdm?2 Mdm?2 Inhibicion p53

Factor de transcripcién cMyc cMyc Transcripcion de genes de proliferacion e
inhibicidn de arresto y apoptosis

Receptor activo TNF-ct TNFa Respuesta inflamatoria, activacion NFkB

Factor de transcripcion NF- NFkB Sefalizacion TNFa, activacion cMyc y

kappa B Wip1l

Receptor activo TGF-$8 TGFb Respuesta inflamatoria, activacion Smads

Proteinas transductores de Smad2_3 Sefializacion TGFb, activacién p53 e

sefiales Smad2 y Smad3 inhibicién cMyc

Proteina ribosomal con RL40p Inhibicion Mdm?2 y activacién p53

actividad ubiquitin ligasa RL40p

Genes anti-apoptdticos (BCL-2) |ANTI_ap Inhibicion apoptosis

Proteina chaperona HJURP HJURP Activacion cMyc e inhibicion arresto

Genes pro-apoptoticos (BH3) PRO_ap Iniciacion apoptosis

Caspasa 3 Casp3 Culminacion apoptosis

Complejo CiclinaB/Cdk1 CycB/Cdk1 Progresion del ciclo celular
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En el modelo generado se representa lo que ocurre una vez que se produce un ICL en la
célula. Primeramente, es crucial que éste sea detectado por las cinasas ATM/ATR, misma
que se encargara de fosforilar, y con ello activar o inhibir, sustratos involucrados en la DDR;
entre los blancos que activa se encuentra la variante de histona H2AX (gH2AX al ser
fosforilada), las cinasas Chk1l y Chk2, asi como a p53 (Shiloh y Ziv, 2013), mientras que
ATM también fosforila a la ubiquitina ligasa de p53, Mdm2, inactivandola (Nakamura,
1998). Una vez activada, gH2AX funcionara como sefializador e intermediario para el
reclutamiento de las proteinas encargadas de la reparacién para finalmente procesar y reparar
el ICL por la via FA/BRCA (Lyakhovich y Surrallés, 2007). Por otro lado, la fosforilacion
de Chk1/Chk2, Mdm2 y p53 llevan a la activacion de ésta Gltima, la cual desencadenara los
procesos de arresto del ciclo celular, al promover la transcripcion de p21 (He et al., 2005) el
cual inhibe al complejo CyclinaB/Cdk1; la apoptosis, promoviendo la transcripcion de genes
pro-apoptoticos y culminando con la activacién de la caspasa 3 (Shen y White, 2001); y su
propia regulacion negativa, al promover la transcripcion de genes anti-apoptoticos como
BCL-2, inhibiendo la apoptosis (Ladokhin, 2020). Sin embargo, también se ha descrito que
p53 promueve la transcripcion de dos de sus propios inhibidores, Mdm2 (Nag et al., 2013) y
Wipl (Sakai et al., 2014 y Fiscella et al., 1997), generando asi un asa de retroalimentacion
negativa. Wip1 es el que lleva a cabo el CHKREC, promoviendo el progreso del ciclo celular,
y con ello la proliferacion, al inactivar, desfosforilando, multiples blancos involucrados en la
DDR y el arresto del ciclo celular como ATM/ATR, gH2AX (Cha et al., 2010), Chk1/Chk2
y p53 (Macurek et al., 2013); asi como activar a Mdm2 (Lu et al., 2007), inhibiendo ain més
a p53.

Adicionalmente, se integrd6 dentro del modelo la sefializacion incidente de citocinas
proinflamatorias en la célula con base en lo reportado por Rodriguez et al. (2021), siendo
representadas por la activacion de sus receptores, TNF-a y TGFp.

El receptor de TNF-0, una vez unido a su ligando, promueve la activacion del factor de
transcripcion NF-kappa B (Liu et al., 2017), éste promueve la transcripcion de Wipl, el que
paralelamente inhibe a NF-kappa B al impedir su interaccion con proteinas activadoras (Shen
et al.,, 2017). Adicionalmente, se ha descrito que NF-kappa B es capaz de inducir la
transcripcion del factor de transcripcion cMyc (Klapproth et al., 2009). Alternamente, TGFp,
al activarse, comenzara una cascada de sefializacion a través de las proteinas Smad. Donde,
Smad2 y Smad3, al asociarse con Smad4, promoveran por un lado la transcripcion de su
propio inhibidor, Smad7 (Lan y Chung, 2011), regulando asi la respuesta inflamatoria,
mientras que por otro la inhibicion de cMyc (Yagi et al., 2001).

Finalmente, se ha descrito que cMyc, como el potente oncogén que es, esta involucrado en
evitar la transcripcion de p21 y promover la progresion del ciclo celular, ademas de promover
la transcripcion de genes involucrados en la respuesta antiapoptética (Yoshida, 2018).
También se ha registrado que Mdmz2 es reprimido transcripcionalmente por cMyc (Faruq et
al., 2022).
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Figura 11. Resumen gréafico de regulacion detras de decision del destino celular. Al ocurrir el dafio en el ADN, la
sefializacion de este por ATM/ATR a través de Chk1/2, p53 y gH2AX activara la via FA/BRCA para que este sea reparado.
Paralelamente p21 y Chk1/2 causaran un arresto del ciclo celular al inhibir al complejo Ciclina B/Cdk1, mismo que, al
repararse el dafio, sera revertido por la proteina del checkpoint recovery Wip1 al inhibir blancos del DDR. De no repararse
el dafio, p53 iniciara la apoptosis al promover la transcripcion de genes pro-apoptéticos, culminando en la activacion de la
Caspasa 3, asi como su propia regulacion promoviendo la transcripcion de genes anti-apoptéticos, Mdm2 y Wip1.
Alternamente, cMyc promovera la division celular aberrante al activar, a pesar del dafio, al complejo Ciclina B/Cdk1 e
inhibir a p21 y la transcripcion de genes pro-apoptdticos. Finalmente, la activacion de los receptores de TNF-o. y TGFf hara
que, a través de sus transductores de sefial Smad2/3 y NF-kappa B, inhiban a cMyc y activen a Wip1, respectivamente.
(Imagen creada en Biorender.com)

93.2. Inferencia e integracion de reguladores adicionales a través de datos de
secuenciacion unicelular de ARN

Siguiendo una aproximacion de tipo top-down, se hizo un analisis de correlacion de expresién
génica en colaboracion con el Dr. Hugo Tovar y la Dra. Laura Gomez (INMEGEN) a partir
de los perfiles transcripcionales de la secuenciacion de ARN en HSPC hecha por Rodriguez
et al. (2021). En ella, se segmentaron las células en grupos, con un minimo de 20 unidades,
con base en la expresién de MYC y TP53, individualmente. Posteriormente, utilizando la
paqueteria Corto de R, se generaron redes de regulacion genética (correlacion de Spearman),
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obteniendo asi una red por cada agrupacion de células para MYC y TP53. Finalmente, se
utilizé iRegulon (version de Cytoscape) para filtrar aquellas interacciones de las redes
generadas que estuvieran respaldadas por sitios de unién de los dos factores de transcripcion.
Dicho filtrado genero6 una lista de alrededor de 200 genes con sitios de unidn para MYC o
TP53 y cuya expresién mostro correlacion con alguno de los mismos.

Una vez obtenida la lista de genes correlacionados, se hizo una revision bibliografica
exhaustiva de cada uno de ellos y su relacion el esquema de regulacion previamente descrito.
Con base en su relevancia dentro del proceso de toma de decisiones frente a ICL, la cantidad
de informacion disponible, y que tan estrechas fueran sus funciones e interacciones con los
demas reguladores, se seleccionaron e integraron dentro de la red de regulacion previamente
establecida los productos proteicos de los genes UBA52 y HJURP; siendo RL40p y HIURP,
respectivamente.

HJURP es una proteina chaperona de histona comunmente conocida por la deposicion
centromérica de la histona CENP-A, promoviendo la segregacion cromosémica y mitosis
(Wei et Al., 2019). Alternamente, se ha reportado la regulacion positiva de cMyc sobre
HJURP y la funcién que este ultimo tiene en la inhibicion funcional de p21 a través de su
traslocacion del nucleo al citoplasma (Chen et al., 2018).

Por otro lado, UBA52 es un gen hibrido compuesto por una ubiquitina y una subunidad 60S
RL40p involucrada en la biogénesis ribosomal (Wang et al., 2019) y que ha sido identificado
como un gen desregulado en mielomas multiples (Saadoune et al., 2022) y esclerosis multiple
(Salehi et al., 2021). Sin embargo, se ha descrito que RL40p es capaz de unirse a Mdm2,
inhibiendo su funcion, asi como promover su degradacion por ubiquitinacién, incrementando
los niveles de p53 (Zhou et al., 2019).

9.33.  Construccion de la red regulatoria y sus funciones logicas

Una vez resumido el esquema de regulacién, éste fue simplificado a una red representativa
con solamente los nodos de las diferentes proteinas y procesos involucrados, asi como sus
interacciones tanto positivas y negativas (Figura 12). Adicionalmente, se agregaron
interacciones que, bien si no estaban explicitamente reportadas o confirmadas como una
interaccién factual, fueron inferidas a partir de informacién bibliogréafica sugestiva de su
existencia.

La red resultante constd de 20 nodos (Tabla 1), en donde se resumieron 69 interacciones; 39
positivas y 30 negativas. Dentro de todas las interacciones, 50 de ellas estaban previamente
reportadas y 19 fueron inferidas (Figura 12).
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Figura 12. La red de regulacién de la decision del destino celular AF mediada por cMyc y p53. Representacion grafica
de los nodos integrados en el modelo booleano con sus respectivas interacciones (inferidas, lineas punteadas; referenciadas,
lineas continuas; positivas, verdes; y negativas, rojas). Se muestra el cédigo de colores de los nodos mostrado en la figura,
asi como la simbologia para los nodos de entrada al sistema (inputs).

(Imagen creada en Lucidchart.com)
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A partir de la red generada, todas las interacciones entre los nodos fueron descritas a partir
de funciones logicas con operadores tipo AND (y), OR (|) y NOT (!), denotando las
condiciones para la activacion e inactivacion de los nodos del sistema (Tabla 2). La
descripcion detallada de la eleccion de cada regla logica, asi como las referencias que la
sustentan se encuentra en la Tabla Suplementaria 1.
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Tabla 2. Nodos y sus respectivas funciones o reglas booleanas de activacion. Lista de cada uno de los nodos dentro del
modelo booleano y sus respectivas funciones o reglas booleanas representativas de las interacciones previamente descritas.
En rojo los nodos involucrados en la apoptosis de la célula, en verde la proliferacion, y en amarillo el arresto del ciclo
celular.

Nodo Regla logica

ICL ICL & lvia_FA/BRCA

ATM_ATR ICL & 'Wip1l

gH2AX (ATR/ATM | ICL) & 'Wip1

via_FA_BRCA | (gH2AX | ATR/ATM) & !|(Wip1 | Casp3)

Chk1_2 ATR/ATM & !Wip1

p53 (Chk1_2 | ATR/ATM | Smad2/3 | cMyc) & {Mdm2 | Wip1)
p21 (p53 | Smad2/3} & |{HJURP | cMyc)

Wip1 ((p53 & !ICL) | NFkB) & ICasp3

Mdm?2 (Wipl | p53 | lICL) & |(ATR/ATM | RL40p | cMyc | gH2AX)
cMyc (NFKB | HIURP) & !(p53 | Smad2/3)

TNFa TNFa & INFkB

NFkB (TNFa | ANTI_ap) & !Wip1l

TGFb TGFb & !Smad2/3

Smad2_3 TGFb

RL40p p53 & lcMyc

ANTI_ap NFkB & !(p53 | cMyc | ANTI_ap)

HJURP cMyc & ! Casp3

PRO _ap p53 & I(ANTI_ap | CycB/Cdkl | via_FA/BRCA)

Casp3 ((PRO_ap & ICL) | Casp3) & !via_FA/BRCA

CycB/Cdk1 (cMyc | I(Chk1/2 | p21)) & !Casp3

9.3.4. Andlisis del modelo

Todos los analisis siguientes se hicieron dentro de dos redes a partir del modelo base
previamente descrito. La primera, la cual llamaré proficiente en la reparacion (PR),
representa una célula sana capaz de reparar un ICL por la via FA/BRCA, por lo que consta
del modelo base sin modificaciones. Por otro lado, partiendo de la misma red, se inactivo al
nodo de la via FA/BRCA con el objetivo de simular una célula con anemia de Fanconi (AF);
es decir, una incapaz de reparar el ICL.
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Como primer analisis, a través de la paqueteria BoolNet (Muessel et al., 2010) de R, se realiz6
un analisis de trayectoria, partiendo de un estado inicial donde se activaron los nodos del
ICL, simulando la incidencia de este, y Mdmz2, buscando representar una célula cuya
regulacion de p53 se encuentra en un contexto previo a estrés celular.

Posteriormente, se hizo un andlisis, con la funcién “getAttractors” de BoolNet, donde se
simularon todos los estados iniciales posibles (2") con el fin de encontrar las cuencas de
atraccion existentes dentro del modelo generado, asi como su tamafio. Esto se hizo fijando el
nodo del ICL a un valor de 1, con el objetivo de eliminar todos aquellos atractores cuyos
estados iniciales partieran de contextos donde no existiera dafio.

Finalmente, se realiz6 lo mismo para el analisis de redes alteradas o “mutantes”, en donde se
alter el estado de activacién de nodos especificos para que permanecieran constitutivamente
activos (1) o inactivos (0).

9.4. Andlisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos fueron hechos en el software de GraphPad Prism 7.0
(www.graphpad.com) y constaron de una prueba de t (no paramétirca) para comparaciones
simples y una prueba Sidak para comparaciones multiples, donde los valores de significancia
corresponden a valores P de 0.0332 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***) y <0.0001 (****).

10. RESULTADOS

10.1. La decision entre la expresion de cMyc o p53 en células AF en respuesta
al dafio ocurre a través del tiempo

En la CyTOF observamos que, a pesar de no ser tratadas con MMC, en ambas lineas celulares
(FANCG */* y FANCG/") existia una alta proporcion de células positivas para la expresion
proteica tanto de p53 como de cMyc (Figura 13A y 13B). Sin embargo, una vez tratadas las
células y conforme aument6 el tiempo de tratamiento, lo primero que puede observarse es
que en las células FANCG */* no se presentd un cambio significativo en la proporcion de
células doble positivas, sino hasta ser tratadas con MMC por 12 y 48 horas, dénde ocurrid
un aumento en el porcentaje de células positivas para p53 (Figura 13B). En el caso de las
células FANCG/ puede observarse como desde las 6 horas de tratamiento hubo un aumento
significativo en la proporcion de células positivas para cMyc, luego una disminucion relativa
alas 12 horas, para finalmente tener un aumento a las 48 horas. En el caso de células positivas
para p53, destaca que el mayor aumento ocurrio a las 12 horas, seguido de una disminucion
a las 48 horas, coincidiendo con la disminucién y aumento vistos en células positivas para
cMyc (Figura 13B).
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Figura 13. Dindmica de expresion de cMyc y p53 en HSPC tratadas con MMC a diferentes tiempos. (A) Niveles de
expresion de cMyc y p53 por célula, en lineas celulares linfoblastoides FANCG */+ y FANCG/- de acuerdo con distintos
tiempos de tratamiento con MMC. (B) Porcentajes de células, cMyc positivas, p53 positivas y doble positivas en lineas
celulares FANCG */* y FANCG/- de acuerdo a distintos tiempos de tratamiento con MMC.
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10.2. Los perfiles de expresidn proteica y composicion celular de las muestras
estan estrechamente relacionados con el paciente y el tipo celular

Una vez compuestas las imégenes multidimensionales de t-CyCIF, éstas fueron
inspeccionadas visualmente a través de Napari, en conjunto con las imagenes de las tinciones
con H&E en QuPath (Bankhead et al., 2017) (Figura 14A), para evaluar superficialmente
como se encontraba la expresion de ciertas combinaciones de marcadores (Figura 14B,
derecha). En el caso de cMyc y p53 logro observarse que la mayoria de las zonas donde habia
sefial de cMyc correspondian a poca sefial de p53 (Figura 14C).

A B

Displasia de
bajo grado

Displasia
de alto

) grado
Carcinoma invasivo

Figura 14 Ejemplo de tincion de una muestra con H&E y después de t-CyCIF, mostrando combinaciones de
marcadores especificos. (A) Imagen de tincion con H&E en muestra FAHNSCC-11_I con regiones delimitadas por
patélogo (Displasia de bajo grado, Displasia de alto grado y Carcinoma invasivo). (B) Imagen de la misma muestra, pero
una vez hecha la t-CyCIF, se muestran los marcadores de ADN (azul), PAN-CK (rojo) y E-cadherina (verde). (C)
Acercamiento a la muestra FAHNSCC-11_| mostrando los marcadores de ADN (azul) por si solo, con cMyc (verde) y con
p53 (rojo).

Para hacer un analisis mas objetivo de las muestras, se utilizaron los datos cuantificados,
previamente procesados, y se agruparon, de acuerdo a la expresion de los diferentes
marcadores por célula utilizando el método de k-nearest neighborhoods (k = 10).
Posteriormente, estos fueron graficados por la técnica de proyeccion y aproximacion de
variedad uniforme para reduccion de dimensiones (UMAP, por sus siglas en inglés) usando
la paqueteria Scanpy (Wolf et al., 2018) de Python.
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Cada UMAP fue coloreado segun la muestra (Figura 15A), sitio del tumor (Figura 15B),
las ROI delimitadas por el patologo (Figura 15C) los tipos celulares (Figura 15D) y la
expresion normalizada de cMyc y p53 (Figura 15E y 15F, respectivamente).

Al observar los UMAP generados fue evidente como existe una agrupacion en clusters o
grupos de células de acuerdo al paciente del cual se obtuvo la muestra (Figura 15A). Para el
caso de las muestras de la misma paciente (Figura 9A y 15A, FAHNSCC-14, FAHNSCC-
11 1y FAHNSCC-11_1II) pudo observarse como se agruparon en proximidad las obtenidas
en el mismo afo (Figura 9A 'y 15A, FAHNSCC-11 |y FAHNSCC-11 1) a diferencia de la
restante obtenida al afio siguiente. En cuanto a las ROI existe una mayor cantidad de células
provenientes de la region denominada “carcinoma invasivo”, particularmente para la muestra
FAHNSCC-14 y FAHNSCC-11_I, mientras que para la muestra FAHNSCC-15 lo fue la
region de “displasia de alto grado”, “displasia de bajo grado” para la muestra FAHNSCC-6
y una composicion heterogénea de las tres regiones para la muestra FAHNSCC.11 I
(Figura 15C). En cuanto a la identificacion de tipos celulares, al hacer el UMAP, pudo
notarse como la mayoria de las células analizadas por cada muestra correspondian a células
tumorales, seguidas de algunas células estromales y un grupo de células inmunes claramente
formando un grupo por separado (Figura 15D y 15G); siendo la muestra FAHNSCC-11 |
la que tenia mayor proporcion de células inmunes (Figura 15G).

Por ultimo, la representacion de la expresion normalizada de cMyc y p53 mostrd una

heterogeneidad en la expresion relativa entre cMyc y p53 de acuerdo con cada muestra
(Figura 15E y 15F).
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Figura 15. UMAP de muestras mostrando propiedades cualitativas, cuantitativas, composicién celular y tumoral.
UMAP de los datos generales clasificados por (A) muestra, (B) sitio del tumor, (C) regiones del tumor, (D) tipos celulares,
y representacion de la expresion normalizada de cMyc (E) y p53 (F). (G) Proporciones de tipos celulares por muestra.

Al analizar la expresion media de las muestras juntas, se encontré una mayor expresion de
cMyc respecto a p53 (Figura 16A). No obstante, con el objetivo de sélo evaluar la expresion
de cMyc y p53 en el tumor, con y sin capacidad proliferativa, y no en las células inmunes y
estromales. Se calcul6 la expresion de cMyc y p53, pero ahora sélo en las células tumorales
Ki67 positivas y negativas presentes en cada una de las ROI delimitadas por el patélogo. Se
encontr6 que el aumento en la expresién de cMyc no solo correlaciona con las células
positivas para Ki67, sino que también con la progresion del cancer, siendo esta mayor en el
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carcinoma invasivo respecto a las displasias (Figura 16B). En el caso de p53, al igual que en
la expresion media de todas las muestras (Figura 16A), fue mucho menor que la de cMyc,
ademas de que no se presentaron grandes diferencias en la expresion respecto a la region o
tipo celular; con la excepcion de un aumento significativo para ambos tipos celulares en el
carcinoma invasivo (Figura 16C).
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Figura 16. Expresion de cMyc y p53 por region del tumor y tipo celular (Ki67 +/-). (A) Expresion media normalizada
de cMyc y p53 del conjunto de ROI de todos los tejidos. Expresion de cMyc (B) y p53 (C) por regiones de progresion del
tumor (displasia de bajo grado, displasia de alto grado y carcinoma invasivo) y tipo celular de acuerdo con la expresion del
marcador Ki67.

10.3. Modelo Matematico

103.1. El modelo booleano es capaz de recapitular los procesos celulares que

ocurren en una célula normal y de un paciente con AF al enfrentarse a un
ICL.

Una vez completada la red regulatoria y definidas las reglas de esta, el anlisis de trayectoria
de la red representativa de una célula PR (proficiente en la reparacién de ICL) mostro como
la red es capaz de recapitular durante su trayectoria los procesos celulares involucrados en la
reparacion de un ICL. Tomando como estado inicial la activacion del ICL y Mdm2, ya que
dicha proteina esta constantemente expresada en células sanas (Hou et al., 2019), en los
primeros 2 pasos de tiempo (Figura 17A t =0y 1) se puede notar como ocurre la activacion
de la cascada de reconocimiento y sefializacion del ICL por los elementos del DDR:
ATR/ATM Yy gH2AX. Esto causa que al tiempo 2 (Figura 17A, t = 2), por un lado, se active
la via FA/BRCA, mientras que, por otro, se activen las cinasas Chk1/2. En el tiempo 3, se
puede observar como el ICL se inactiva al ser reparado por la via FA/BRCA al mismo tiempo
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que la célula entra en arresto por la inactivacion del complejo Ciclina B/Cdk1 (Figura 17A,
t = 3). En los pasos siguientes se activara p53, seguido de sus blancos p21, RL40p y Wip1.
Sin embargo, al ya no haber ICL, Wip1 se encargara de inactivar los componentes del DDR
y el arresto celular para que finalmente la célula llegue a un atractor donde se reactiva el
complejo Ciclina B/Cdk1 y Mdmz2, continuando con la progresion del ciclo celular (Figura
17A,t=4,5,6y7).

Adicionalmente se hizo un andlisis de trayectoria para la red PR, pero con el ICL
constitutivamente activo para observar que ocurria en el evento de un dafio constante (Figura
17A). En esta, se pudo observar como los nodos de la DDR se encendieron, pero no pudieron
inactivarse porque el ICL continuaba activo (Figura 17B,t =0, 1y 2), llevando a que se
inactivara el complejo Ciclina B/Cdk1 y se llegara a un atractor de arresto del ciclo celular
(Figura 17B, atractor).

Posteriormente, al hacer la busqueda exhaustiva de las cuencas de atraccion de la red dejando
constitutivamente activo al ICL, esto con el fin de evitar cuencas de atraccion cuyos estados
iniciales no tuvieran el nodo del ICL activo (las cuales no son de interés para este modelo)
se obtuvieron inicamente dos cuencas de atraccion para lared PR (Figura 17C). La primera,
en donde convergieron el 70% de los estados iniciales (Figura 17D), constando de un atractor
puntual donde se encuentran activos los componentes del DDR, la via FA/BRCA, el
checkpoint, asi como p53 y Wip1, pero con el complejo Ciclina B/Cdk1 inactivo, denotando
un arresto en el ciclo celular (Figura 17C), el mismo que en el analisis de trayectoria con el
ICL constitutivamente encendido (Figura 17B). La otra cuenca, con un 30% de los estados
iniciales (Figura 17D), consto de otro atractor puntual similar, s6lo que sin el nodo de la via
FA/BRCA encendido y con los genes pro-apoptoticos y la Caspasa 3 activos, denotando
muerte celular por apoptosis (Figura 17C).
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Figura 17. Andlisis de red PR, capaz de reparar ICL por via FA/BRCA. (A) Andlisis de trayectoria de la red partiendo
de un estado inicial con el ICL y Mdm2 activos. (B) Andlisis de trayectoria de la red con el ICL constitutivamente activo,
partiendo de un estado inicial con Mdmz2 activo. (C) Atractores posibles a partir de bisqueda de cuencas de atraccion con
el ICL constitutivamente activoy su respectivo tamafio (D).

En el caso de la red AF (deficiente en la reparacion de ICL), el analisis de trayectoria a partir
del estado inicial con el ICL y Mdm2 activos mostré la misma dinamica que la red PR en los
primeros pasos de tiempo (Figura 17A y Figura 18A,t =10, 1y 2). No obstante, ya que la
red AF no es capaz de encender el nodo de la via FA/BRCA, el ICL no es inactivado y Wipl
no inactiva sus blancos (Figura 18A, t = 3). Por lo que en los pasos siguientes se activa el
nodo de los genes pro-apoptosis y la Caspasa 3, siendo este el atractor final; la apoptosis
(Figura 18A,t=4y5).

Este atractor resultd ser el Unico obtenido en la red AF al hacer la basqueda de las cuencas

de atraccion con el ICL constitutivamente activo (Figura 18B), teniendo el 100% de los
estados iniciales posibles (Figura 18C).
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respectivo tamafio (C).
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1032. Laactivacion constante de los nodos Mdm2 y TNF-e permiten que la red AF
tenga un atractor de proliferacion con dafio.

Con el objetivo de evaluar los mecanismos a través de los cuales la célula AF es capaz de
sobreexpresar a cMyc y proliferar a expensas del dafio. Se analizaron las trayectorias a partir
de un estado inicial con el ICL y Mdm2 activos, y se hizo la busqueda de las cuencas de
atraccion de redes “mutantes” AF en donde se fijo, por separado, el valor de cada uno de los
nodos a 1 (activo) o 0 (inactivo). Aparte de las mutantes donde ya se ha reportado y era
esperado que hubiera una proliferacion de la célula AF, destacaron dos redes donde la
activacion constitutiva de nodos especificos habilitd la obtencion de atractores donde se
presentd proliferacion con el ICL activo: TNF-a y Mdm?2.

La red mutante AF donde se activo constitutivamente al nodo del receptor TNF-a, al hacer
un analisis de trayectoria, se mostré comprometida la activacion de los elementos del DDR,
arresto y apoptosis, debido a la activacién no candnica del nodo de Wipl, a través de NF-
kappa B y no por haber sido reparado el ICL. Esto lleva a un atractor de tipo ciclico en donde
la activacion de la DDR, p53 y p21 por el ICL es impedida por la activacion de Wip1 via
NF-kappa B, evitando la inhibicion del complejo Ciclina B/Cdk1 y con ello la proliferacion
(Figura 19A, t =2, 3, 4 y 5). Adicionalmente, dentro del atractor, se observo una activacion
intermitente del nodo de cMyc (Figura 19A, t = 2 y 4) que coincidia con la activacién de
p53 solamente en paso de tiempo (Figura 19A, t = 2).

En cuanto a la busqueda de las cuencas de atraccion con el ICL constitutivamente activo, se
observaron dos atractores posibles (Figura 19B). EIl primero, con un 85% de los estados
iniciales posibles, consistié en un atractor puntual con los nodos de la apoptosis activos
(Figura 19C), mientras que el 15% de atractores posibles restantes formaron parte de la
cuenca con el atractor obtenido en el analisis de trayectoria anterior, proliferacion con el ICL
activo (Figura 19A, atractor; y Figura 19C).

Al hacer el mismo andlisis en una red PR, pero activando constitutivamente el ICL,
simulando dafio constante, se obtuvo la misma trayectoria (Figura Suplementaria 1A); sin
embargo, a pesar de también obtener los mismos atractores en las cuencas de atraccion, el
tamafio de éstas fue distinto. En este caso, el atractor de apoptosis contenia el 30% de
atractores posibles, dejando el 70% restante asociado al atractor de proliferaciéon (Figura
Suplementaria 1B y 1C).
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Figura 19. Andlisis de red mutante AF con activacion constitutiva del nodo de TNFa. (A) Andlisis de trayectoria de la
red partiendo de un estado inicial con el ICL y Mdm?2 activos. (B) Atractores posibles a partir de bisqueda de cuencas de
atraccion con el ICL constitutivamente activo y su respectivo tamafio (C).

El mismo analisis de trayectoria, pero de la red mutante AF con activacién constitutiva del
nodo de Mdm2 activo mostr6 una trayectoria corta en donde se inhabilita la activacion de
p53 y con ello la posibilidad de la activacion de los nodos de la apoptosis (Figura 20A, t =
0, 1, 2). No obstante, fue posible la activacion del nodo de Chk1/2 por accién de ATR/ATM,
evento suficiente para la inactivacion del complejo Ciclina B/Cdk1, llegando a un atractor
con arresto (Figura 20A, t = 3).
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En la busqueda de las cuencas de atraccion con el ICL constitutivamente activo se obtuvieron
cinco cuencas con atractores diferentes: apoptosis con 71%, el atractor de arresto visto en el
andlisis de trayectoria con 13%, un atractor de apoptosis ciclico de dos tiempos con
activacion de cMyc con 6%, un atractor ciclico de dos tiempos con activacion intermitente
de cMyc y CycB/Cdk1 con 5%, y un atractor puntual de proliferacion con dafio y cMyc y
HJURP con 5% (Figura 20B y 20C).

De igual manera que la mutante anterior, al hacer el mismo analisis, pero en una red PR con
el ICL constitutivamente activo, se obtuvo la misma trayectoria y cuencas de atraccion
(Figura Suplementaria 2A y 2B). Solo que la proporcién de cada cuenca fue diferente,
teniendo el 33% el atractor de arresto, 30% el de apoptosis, 17% apoptosis con cMyc activo,
11% activacion intermitente de cMyc y CycB/Cdk1 y 4% proliferacion con dafio y cMyc y
HJURP (Figura Suplementaria 2B).
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atraccion con el ICL constitutivamente activo y su respectivo tamafio (C).
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103.3. La activacion no candnica de Wipl a través de la sefializacion exclusiva de
TNF-a es necesaria para la supervivencia de la célula

Finalmente, debido a que la red mutante de activacion constitutiva de TNF-a permitio la
supervivencia de la célula, nos propusimos investigar si al tener una sefializacién simultanea
constante de TNF-a y TGFp, como se esperaria fuera el contexto de las células AF, TNF-a
aun era capaz de permitir que la célula sobreviviera. Por lo que a partir de la red AF se
activaron los nodos de TNF-a y TGFp constitutivamente. Hecho esto. Al hacer el analisis de
trayectoria se pudo notar como la activacién de ambos receptores hace que, una vez que se
tiene la DDR, la activacion de p53 y la inactivacién del complejo Ciclina B/Cdk1 (Figura
212 t=0, 1 y 2) frente al dafio, al paso siguiente los nodos de la DDR y p53 se inactivan a
través de Wipl (Figura 21A, t= 3y 4), evitando que se activen los nodos de la apoptosis,
como ocurrid con la red mutante de activacion constitutiva de TNF-o donde Wip1 es activado
prematuramente por NF-kappa B (Figura 19A, t=3 y 4). Sin embargo, al paso siguiente,
volvié a ocurrir la activacion de los nodos de la DDR y p53 debido a que la sefializacién de
TGFp no solo inhibe a NF-kappa B a través de Smad2/3, inhabilitando la activacion de Wip1,
sino que también activa a p53 (Figura 21A, t=5y 6). Esta regulacion inhibitoria entre ambos
receptores inflamatorios ocasion6 que hubiera oscilaciones en la activacion de NF-kappa B,
Wiply con ello los nodos de la DDR y p53; no obstante, ante la segunda activacion de la
DDR y p53, a pesar de que volvieron a ser desactivados al paso siguiente por Wipl (Figura
21A,t=5,6Yy 7), en este caso si se lograron activar los nodos de la apoptosis, llevando a la
célula a dicho atractor (Figura 21A, t= 7, 8, 9 y 10). El atractor de la apoptosis resumio el
100% de los estados iniciales posibles al hacer el analisis de la busqueda de las cuencas de
atraccion (Figura 21B y Figura 21C). Interesantemente, la misma mutante, pero a partir de
la red PR, lleg6 a un atractor ciclico de arresto en el analisis de trayectoria. En donde, las
oscilaciones de NF-kappa B, p53 y Wip1l continGan perpetuamente sin activar los nodos de
la apoptosis (Figura Suplementaria 3A, t= 3, 4, 5y 6). Este atractor de arresto recapitula el
70% de los estados iniciales en el analisis de blusqueda de cuencas de atraccion, mientras que
el otro 30% llega a un atractor de apoptosis (Figura Suplementaria 3B y 3C).
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Figura 21. Analisis de red mutante doble AF con activacion constitutiva del nodo de TNF-a y TGFp. (A) Andlisis de
trayectoria de la red partiendo de un estado inicial con el ICL y Mdm2 activos. (B) Atractores posibles a partir de busqueda
de cuencas de atraccion con el ICL constitutivamente activo y su respectivo tamafio (C).

Finalmente, debido a que se identifico que la célula AF sobrevive a través de la activacion
de Wip1 via NF-kappa B, nos propusimos comprobar si dentro de ese contexto, la ausencia
de Wipl aun permitia la supervivencia celular. Para lograr esto se generd una red mutante
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doble con activacion constitutiva de TNF-a e inactivacion constitutiva de Wip1l. En este caso,
el analisis de trayectoria (Figura 22A) y basqueda de cuencas de atraccion con el ICL
constitutivamente activo mostraron al mismo atractor que comprendia el 100% de los estados
iniciales posible, la apoptosis (Figura 22B y 22C). En cambio, al generar la misma doble
mutante, pero en la red RP con el ICL constitutivamente activo, el analisis de trayectoria
llevo a un atractor de arresto (Figura Suplementaria 4A), el cual tomé el 30% de estados
iniciales, mientras que el otro atractor posible, con el 70% de estados iniciales restantes,
correspondid a un atractor de apoptosis (Figura Suplementaria 4B y 4C).
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(©).
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11. DISCUSION

La AF es una enfermedad genética en donde las células de los pacientes que la padecen
presentan una deficiencia en la reparacién de ICL producto de una via de reparacion
FA/BRCA comprometida. El resultado de esta deficiencia genera inestabilidad genémica y
alteraciones cromosdmicas que pueden ser heredadas a las células hijas con cada division
celular. Llevando a las células a hiperactivar diferentes vias de estrés y reparacion alterna
que promueven destinos celulares como la apoptosis o la supervivencia.

La evidencia de esta reorganizacién regulatoria ha sido reportada en etapas tan tempranas
como el embrion AF (Rodriguez et al., 2022), donde al parecer se requiere de la via de TGF
para hiperactivar la reparacion por NHEJ y permitir que se complete su desarrollo. Por otro
lado, durante el resto de la vida del paciente, se ha visto que los 6rganos con mayor tasa
proliferativa parecen ser los méas afectados por la deficiencia en la reparacion; por ejemplo,
con el desarrollo de AA en la médula dsea y carcinomas de células escamosas en cabeza y
cuello (HNSCC, por sus siglas en inglés) a partir de los recubrimientos epiteliales.

Rodriguez et al. (2021) demostraron que las HSPC de pacientes con AF sobrexpresan a los
factores transcripcionales cMyc y p53 en la médula Osea, reguladores cruciales de la
apoptosis y proliferacion respectivamente, y describieron el efecto que tiene la activacion de
las vias pro-inflamatorias de TNF-a y TGFp en la expresion de ambos reguladores. De
manera paralela, Webster et al. (2023) encontraron amplificaciones del gen de cMyc y
deleciones del gen de p53 en los HNSCC de los pacientes con AF.

En este trabajo, hipotetizamos que durante toda la vida del individuo AF, desde el cigoto
hasta la adultez, sus células se ven constantemente sometidas a esta dicotomia funcional, la
cual, eventualmente, y en diferentes contextos espaciotemporales de la vida del paciente, se
resuelve en uno de dos destinos funcionales; la apoptosis, promovida por la hiperactivacion
de p53, o la supervivencia celular, promovida por la hiperactivacion de cMyc. La decision
entre estos dos destinos tiene repercusiones sistémicas para el paciente, llevando a la atrofia
tisular, como es visto en la falla medular, o la carcinogénesis, durante el desarrollo de
HNSCC. Esto ha convertido a a células AF en excelentes modelos celulares para el estudio
de los mecanismos subyacentes a la tolerancia al dafio en el ADN y el establecimiento del
cancer.

En este proyecto, estudiamos una linea celular derivada de tejido hematopoyético y tumores
embebidos en FFPE a través de tecnologias de protedmica unicelular, con el fin de evaluar
la dindmica regulatoria de cMyc y p53 durante los contextos en los cuales inferimos que esta
ocurriendo esta decision.
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A través de la CyTOF en HSPC tratadas con MMC, logramos detectar cémo la
hiperactivacion exclusiva de cMyc en las células FANCG™ ocurre en momentos especificos
que coinciden con una disminucion en la hiperactivacion de p53 (Figura 13B), siendo estos
los momentos en los cuales conjuntos reducidos de células estin comprometiéndose a la toma
de una decision que promueve su proliferacion a expensas del dafio y que podrian en un
futuro estar representando a las clonas carcinogénicas que generan leucemias en los
pacientes, marcando un punto de no retorno.

A través de t-CyCIF en muestras de tumores sélidos de células escamosas de pacientes con
AF, se logré comprobar a nivel proteico, la existencia de una sobrexpresion general de cMyc
a expensas de una disminucion en la expresion de p53 (Figura 16A); algo concordante con
las amplificaciones génicas de MYC vy deleciones de TP53 reportadas por Webster et al
(2023). Adicionalmente, y de acuerdo con la hipétesis de que la expresion de cMyc es
necesaria para el establecimiento y mantenimiento del cancer, se encontré que los niveles de
cMyc aumentaron en funcién de la progresion del tumor y colocaliza en células en estado
proliferativo (células Ki67+) (Figura 16Ay B).

Sin embargo, la heterogeneidad particular vista en la expresion de cMyc y p53 al analizarse
para cada muestra, algo que es de esperarse debido a la diferente historia natural que tuvieron
cada uno de los tumores; algo que explicaria también la similitud en los perfiles de expresion
para las muestras provenientes de la misma paciente (Figura 15E, FAHNSCC-11 I,
FAHNSCC-11 Il y FAHNSCC-14). Con la excepcion de la baja expresion relativa de cMyc
en la muestra FAHNSCC-11_| respecto a las demas, que coincidentemente es la muestra con
una mayor proporcién de células inmunes (Figura 15E), dando pie a pensar que existen
mecanismos inmunes que mantienen la expresion de cMyc en niveles bajos.

Por otro lado, la particular baja expresiéon de cMyc y p53 en la muestra FAHNSCC-15 con
respecto a las demas (Figura 15E) es probablemente un producto, en el caso de cMyc, de
gue esa muestra estaba en su mayoria conformada por células de regiones clasificadas como
“displasia de bajo grado”, concordando con la hipotesis donde la expresion de cMyc aumenta
en funcion de la progresion del cancer. Y en el caso de p53, que esa muestra es proveniente
de un tejido positivo para el virus del papiloma humano (Figura 9A), ya que se ha reportado
que las oncoproteinas virales E6 y E7 son capaces de unirse a p53 y promover su degradacion
(zur Hausen, 1998).

Finalmente, debido a que la dindmica entre cMyc y p53 comprende a un motivo regulatorio
particular embebido dentro de una red de regulacion de la cual se ha reportado mucha
informacion, consideramos a este proceso uno susceptible a ser modelado matematicamente.
Bien si existen maltiples modelos previos que hablan sobre la regulacion de p53 (Hafner et
al., 2017; Yang et al., 2020; Chong et al., 2015), asi como decisiones del destino celular
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frente a dafio (Jonak et al., 2017; Lee et al., 2015; Calzone et al., 2010; Hat et al., 2016),
pocos se han centrado en modelar la regulacion de cMyc y la relacion que éste guarda con
p53 y el proceso de toma de decisidn del destino celular, ademas de integrar la sefializacion
de los receptores TNF-o y TGFp en la AF.

Nosotros decidimos generar un modelo de tipo Booleano, ya que creemos que este es una
buena primera aproximacion para lograr entender y estudiar la dinamica regulatoria de cMyc
y p53 en la AF.

Aun asi, reconocemos las limitantes que existen dentro de la construccién de un modelo
discreto como este. Dentro de las principales, la incapacidad de modular los niveles de
muchos componentes dentro del sistema que, basandonos en los resultados obtenidos,
sabemos tienen una dindmica cuantitativa (cantidad de dafio, niveles de expresion, activacion
de receptores, etc...) que responderian mejor a un tipo de modelacién continua o incluso la
generacion de un modelo multiescalar que tome en cuenta diferentes escalas temporales y de
las variables de estado.

No obstante, el modelo Booleano presentado, mostré ser capaz de recapitular la dindmica de
cMycy p53, asi como de evaluar procesos y reguladores cruciales durante la toma de decision
en la célula AF.

El andlisis del modelo booleano propone que, para poder dividirse sin haber reparado el ICL,
la célula AF requiere de la activacion de vias alternativas de sefializacion a traves de la
expresion de reguladores especificos. Reconocemos que esto representa una limitante del
modelo, ya que este resultado no es representativo de la diversidad fenotipica celular en la
AF, ya que no todas las células se comprometen a la apoptosis. Este efecto se debe a que
todos los analisis en donde se hizo la busqueda de las cuencas de atraccion fueron hechos
con el nodo del ICL constitutivamente activo, evitando atractores donde no existiera el dafio,
y sin considerar la reparacion del ICL por vias alternativas no fidedignas como la NHEJ y
MMEJ.

Sin embargo, es importante resaltar que el objetivo del presente modelo se centra en el
analisis de mecanismos de supervivencia por sefiales extrinsecas y regulacion alterna a vias
de reparacion, dentro del contexto de p53 y cMyc, ante la presencia de dafio genémico
constante. Por lo que creemos que el resultado anterior es representativo de lo que ocurria si
una célula AF es incapaz de reparar dafio gendmico y no recibe sefializacion alterna que
interfiera con la activacion de la via apoptotica por p53.

TNF-a y Mdm?2, al activarse constitutivamente, mostraron ser los Gnicos reguladores capaces
de permitir que la célula proliferara con dafio (Figura 19 y Figura 20) . A pesar de que en
ambos casos dichos atractores representaban a las cuencas de atraccion mas pequefias, s
posible que este porcentaje sea similar a la frecuencia con la cual se establece una clona
maligna durante la carcinogénesis, ya que, finalmente, el proceso de seleccion clonal en el
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cancer es un evento estadisticamente bajo (Greaves y Maley, 2012). Ademas de que dichos
porcentajes concuerdan con los aumentos en la proporcion de células positivas para cMyc
(alrededor del 15%) que se observaron a través de la CyTOF en lineas celulares
linfoblastoides FANC™" tratadas con MMC (Figura 13B).

También es importante recalcar como al hacer las mismas tres mutantes, pero en la red PR
con el ICL constitutivamente activo, se obtuvieron las mismas cuencas de atraccion, mas no
sus proporciones. Al simular un dafio constante en las redes mutantes PR, los porcentajes de
las cuencas de atraccion con un atractor de apoptosis disminuyeron considerablemente
(Figuras Suplementarias 1C, 2C, 3C y 4C) en comparacion con las mutantes de la red AF
(Figuras 19C, 20C, 21C y 22C). Este fendmeno es representativo de como una célula sana
puede comportarse como una célula con AF (presentando inestabilidad gendmica,
aberraciones cromosomicas e incremento en el indice de apoptosis) cuando existe una
saturacion de dafio (Oostra et al., 2012). Sin embargo, las células con AF son mucho mas
sensibles a presentar estas caracteristicas al ser sometidas a agentes que causan dafio en el
ADN en comparacion con las células sanas, como ocurre en la prueba diagnoéstica de reto
con MMC o DEB (Mehta y Ebens, 2002).

En el caso de la mutante de la red AF con activacion constitutiva de Mdmz2, a pesar de que
la cuenca de atraccion mas grande estaba representada por un atractor de apoptosis, la
existencia de atractores con activacion de cMyc y Wipl correlacionan con estudios donde
existe una sobreexpresion general de Mdm2 en carcinomas (Deb et al., 2014) y su co-
regulador Mdm4 en leucemias (Serbert et al., 2023). Estos confieren resistencia
quimioterapéutica en las células al desensibilizarlas de la sefializacién del dafio (Hou et al.,
2019).

Por otro lado, la red mutante de la red AF con activacion constitutiva de TNF-a mostr6 en su
analisis de trayectoria y en la basqueda de las cuencas de atraccidn que la supervivencia de
la célula ocurria a través de la activacion de NF-kappa B (Mattson et al., 2006; Regula et al.,
2002), a su vez activando de manera no canénica a Wipl (Bai et al., 2018). Al observar la
trayectoria previa al atractor mencionado, se puede notar que es la activacion de Wip1 al
permitir que la célula se divida con dafio (Figura 19A, t = 2), ya que es a través de esta
proteina que se inactivan los nodos involucrados en el arresto del ciclo celular y apoptosis.
Esto fue confirmado a través de la red mutante doble de activacion constitutiva de TNF-a e
inactivacion constitutiva de Wipl, donde, sin Wip1, la red no fue capaz de tener un atractor
de sobrevida (Figura 21A y Figura 21B).

Wipl es una fosfatasa que, al defosforilar blancos especificos como ATM, gH2AX, p53 y
Chk2, es responsable de atenuar la DDR vy reactivar la progresion del ciclo celular una vez
reparado el dafio; ademas de que se le ha atribuido un papel crucial durante la diferenciacion
hematopoyética (Uyanik et al., 2017). Recientemente, también ha sido considerada como un
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posible oncogén debido a que existen numerosos reportes donde el gen PPML1D, el cual la
codifica, se encuentra amplificado en diferentes tipos de canceres, permitiendo que las
células se vuelvan tolerantes a dafio en el ADN y escapen mecanismos de arresto del ciclo
celular (Buvalin et al., 2002; y Oghabi et al., 2017).

Si bien los efectos de la activacion de Wip1 han sido ampliamente reportados, las condiciones
bajo las cuales esta fosfatasa es activada de manera aberrante no. A través de los resultados
obtenidos con el modelo booleano, sugerimos que el evento decisivo en la supervivencia de
la célula con AF es la activacion de la fosfatasa Wip1; algo en concordancia con los reportes
de Rodriguez et al. (2019).

Tomando en cuenta que las células de pacientes con AF presentan hipersecrecion de las
citocinas pro-inflamatorios TNF-a y TGF-B (Du et al., 2014; Rodriguez et al., 2020;
Rodriguez et al., 2022; Zhang et al., 2016; y Vanderwerf et al., 2009), proponemos que, bajo
la presencia de dafio no resuelto, la activacion aberrante de Wip1 ocurre en contextos donde
existe una sefializacion constante y exclusiva de TNF-o/NF-kappa B sobre TGF/Smad2 y 3
(Figura 23B), y no de ambos (Figura 23A), como se mostro en la mutante de activacion
constitutiva de TNF-oy TGFp (Figura 21A y Figura 21B). Esto abroga los mecanismos de
sefializacion de dafio en el ADN a través de la activacion de Wip1 por NF-kappa B y con ello
permite la activacion del oncogén MYC (Figura 23B), como reportado en Shreeram et al.
(2006). Ambos eventos, en conjunto, explicarian la importancia de este motivo regulatorio
minimo dentro de la resolucion de la dicotomia a favor de cMyc, permitiendo la existencia
de poblaciones celulares con una diminucion en los niveles de p53, confiriendoles resistencia
al dafo y la capacidad proliferativa suficiente para dividirse a expensas del dafio (Figura
23B).
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Figura 23. Propuesta de regulacién detras de la toma de decisién del destino celular en la AF. La activacion simultanea
de TNF-a y TGFp a lo largo del tiempo lleva a la célula AF a un arresto del ciclo celular y posterior apoptosis. (A) La
activacion sostenida y exclusiva de TGFB promueve una dinamica regulatoria donde p53 es activado por el dafio y a través
de las proteinas Smads y con ello se llega a la apoptosis. (B) La sefializacion sostenida y exclusiva de TNF-o a lo largo del

tiempo permite la supervivencia celular a expensas del dafio al transformar la dindmica regulatoria a una donde NF-kappa
B activa cMyc y Wip1, y este Ultimo inactiva a p53.
(Imagen creada en Biorender.com)
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12. CONCLUSIONES

El estudio de la toma de decision del destino celular en la anemia de Fanconi es uno
sumamente importante, ya que no sélo es un proceso que compromete la integridad tisular,
sino que también define sistémicamente el estado funcional de los pacientes y ayuda a
comprender los mecanismos de tolerancia al dafio en el ADN en el desarrollo de cancer.

En este proyecto hemos estudiado la activacién antagénica del motivo regulatorio de p53 y
cMyc en células AF. Al estudiar in vitro la respuesta al dafio en lineas linfoblastoides AF,
observamos que, después de la exposicién a MMC, sucede una coactivacién tanto de cMyc
como de p53. A partir de ésta, parecen existir eventos donde ocurre una toma de decision por
un perfil de expresion entre una de las dos proteinas, el cual esta ligado a un destino celular
en particular. Concomitantemente, el estudio de tumores derivados de pacientes con AF
mostrd a la carcinogénesis como un contexto espaciotemporal promovido y favorecido por
la seleccién de la sobreexpresion de cMyc, estando éste relacionado con estados
proliferativos y la progresion de la enfermedad; mientras que p53 se asoci6 con la condicion
opuesta.

Con base en el conocimiento experimental generado y previamente establecido, también se
gener6 un modelo matematico de tipo Booleano que explora la interaccion circundante de
p53 y cMyc en el contexto de sus reguladores. EI modelo evidencio la importancia de la
expresion del receptor TNF-a y Wipl en la reorganizacion regulatoria que permite la
activacion de cMyc y con ello la proliferacion celular a pesar de tener dafio no resuelto.

13. PERSPECTIVAS

Con el objetivo de complementar los objetivos propuestos en este trabajo y continuar la
investigacion de la toma de decision del destino celular en la anemia de Fanconi, se plantean
las siguientes perspectivas metodoldgicas:

« Integrar nuevos marcadores en la CyTOF de HSPC con el objetivo de evaluar
la dinamica de expresion de nuevas proteinas involucradas en la toma de decision
entre la expresion de cMyc o p53.

 ldentificar poblaciones celulares con perfiles proteicos Unicos, a través de la
incorporacion de nuevos marcadores, como TNF-o y Wipl, en la CyTOF y t-
CyCIF, que ayuden a identificar procesos cruciales durante la toma de decision
del destino celular.

 Investigar el microambiente e interacciones inmunes que estén influyendo en
el desarrollo, regulacién y progresion de los tumores procesados por la t-CyCIF
a través de andlisis espaciales entre conjuntos celulares (vecindarios) en las
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muestras, con el fin de evaluar la influencia de la sefializacion de TNF-a u otros
reguladores.

o Probar la robustez del modelo frente a cambios en operadores l6gicos
especificos, con el fin de identificar interacciones importantes en la topologia del
modelo.

o Evaluar la posibilidad de simplificar y traducir del modelo propuesto a uno
con ecuaciones diferenciales ordinarias o incorporando diferentes escalas de
tiempo, buscando una aproximacion metodoldgica que concuerde méas con la
granularidad de los datos obtenidos.

« Validar experimentalmente los resultados obtenidos con las simulaciones del
modelo booleano a través de un ensayo de CRISPR con resolucion unicelular, en
dénde se generen poblaciones celulares AF con blogqueos especificos de los genes

inactivados en el modelo.

14. INFORMACION SUPLEMENTARIA

Tabla Suplementaria 1. Funciones logicas del modelo Booleano y sus referencias

Nodo

Funcion légica

Sustento tedrico y referencias

ICL

ICL &
lvia FA/BRCA

En el caso del ICL, éste es considerado como un nodo de entrada o
input de la red. Es decir, no puede ser activado por otro nodo de la red,
por lo que para que éste permanezca activo, siempre y cuando no sea
inhibido (reparado) por otro nodo, y no se apague al siguiente paso de
tiempo, su funcion logica requiere de si mismo para continuar activo y
que no esté la via FA/BRCA, ya que ésta ultima es la que lo repara
(Rodriguez et al., 2012).

ATM/ATR

ICL & !Wipl

El procesamiento de un ICL involucra la generacion de un DSB
(Semlow y Walter, 2021), algo que se ha reportado ocurre en las células
AF; sin embargo, la reparacion del ICL no sé hace de manera correcta
o en lo absoluto (Castella et al., 2011). Dentro de los nodos de la DDR,
las cinasas ATM y ATR son capaces de detectar dafio genomico como
rupturas de doble hebra y hebra sencilla (Medema y Macurek, 2011),
las cuales son intermediarios dentro del procesamiento de un ICL. Por
lo que la funcidn légica del nodo ATM ATR requiere de la presencia
del ICL para su activacion. Por otro lado, su inactivacion es a través de
la desfosforilacion por Wipl (Medema y Mactrek, 2012).

gH2AX

(ATR/ATM | ICL) &
'Wipl

Dentro de los blancos de las cinasas ATM/ATR, se encuentra la histona
H2AX, que al ser fosforilada ésta cambia a su forma activa gH2AX
(Shiloh y Ziv, 2013), ademés de que existen otras cinasas como
DNAPK que, ante la presencia de un ICL, también son capaces de
fosforilarla (Yue et al., 2020). Esto resulta en que su funcién requiera
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la presencia de ATM/ATR o el ICL per se, representando la activacion
alterna a ATM/ATR, para su activacion. Por otro lado, al igual que
ATM/ATR, su inhibicién es a través de la desfosforilacion Wipl
(Macurek et al., 2010).

via_FA/BRCA

(gH2AX|ATR/ATM)
& !(Casp3** | Wipl)

Para que la via FA/BRCA funcione correctamente, es necesaria la
fosforilacion del complejo FANCM por ATM (Rodriguez et al., 2012),
al igual que se ha reportado que gH2AX juega un papel importante,
mas no indispensable, en el reclutamiento de FANCD2 (Bogliolo et
al., 2007), resultando en la presencia de cualquiera de los dos para la
activacion del nodo de reparacion. Adicionalmente, la inhibicion del
nodo ocurre a través de Wipl, ya que éste se ha reportado desfosforila
componentes de la via (Rodriguez et al., 2019).

Chkl 2

ATR/ATM & !Wipl

Chk1/Chk2 son fosforiladas, activandose, por ATM/ATR (Smith et al.,
2010), mientras Wipl activo es capaz revertir esta fosforilacion,
inactivdndolas (Macurek ef al, 2010).

p53

(Chkl 2| ATR/ATM
| Smad2/3 | cMyc) &
!(Mdm2 | Wipl)

Dentro de los principales blancos de Chk1/Chk2, al igual que
ATM/ATR, se encuentra el factor de transcripcion p53, el cual se
activa al ser fosforilado en la Serl5 o Ser20 en su dominio de
transactivacion (Brooks y Gu, 2010). Existe evidencia que sugiere al
factor de transcripcion cMyc como activador transcripcional de p53
debido que dentro del gen de p53 existen elementos responsivos a
cMyc como las E-boxes (Reisman et al., 1993; Nilson y Cleveland,
2003; Hoffman y Liebermann, 2008; ). Adicionalmente, hay reportes
de un sinergismo entre las proteinas Smads y p53 que facilita la
transcripcion de los genes blanco de ambos factores de transcripcion
(Elston y Innman, 2012; Kawarada et al., 2016; Atfi y Baron, 2008;
Liao et al., 2017).

Finalmente, los principales inhibidores de p53 son dos de sus propios
blancos transcripcionales, Mdm?2 y Wip. Mdm?2, al ser una ubiquitina
ligasa, promueve la degradacion proteosomal de p53 (Nag et al.,
2013), mientras que Wipl remueve las fosforilaciones hechas por
ATM/ATR y Chk1/Chk1 (Shi et al., 2020).

p21

(p53 | Smad2/3) &
!(HJURP| cMyc)

p21 es de los principales blancos transcripcionales de p53 (He et al.,
2005; Engeland, 2022); sin embargo, también se ha descrito que la via
de TGFp es capaz de inducir la expresion de p21 a través del complejo
Smad (Ellenrieder, 2008; Pardali et al., 2005). Este esta involucrado
en el arresto del ciclo celular, el cual es inhibido por HJTURP y cMyc

a través de p21; cMyc bloqueando su transcripcion (Bretones et al.,
2015) y HIURP desestabilizandolo al promover su traslocacion del
nucleo al citoplasma, al igual que su degradacion (Chen et al., 2018)

Wipl

((p53 y !ICL)|
NFkB) & !Casp3**

Wipl es uno de los blancos transcripcionales mas importantes de p53
(Sakai et al., 2014 y Fiscella et al., 1997). Sin embargo, la activacién
de Wipl, una vez transcrito ha sido poco descrita. Pareceria ser que
Wipl, de manera canonica, comienza a desfosforilar sus blancos
después de que el dafio ha sido resuelto (Cha et al., 2010; Macurek et
al., 2013), ya que su activacion prematura puede convertir
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desensibilizar a la célula de la sefializacion del dafio al inactivar la
DDR (Oghabi et al., 2017). Debido a esto, su activacion a través de
p53 ocurre en un contexto en donde el dafio ya haya sido resuelto, es
decir, no esté activo el ICL. Por otro lado, uno de los mecanismos de
activacion alterna, o no canonica, de Wip1 es a través del factor de
transcripcion NF-kappa B durante procesos de inflamacion y
hematopoyesis (Uyanik et al., 2017; Lowe ef al., 2010).

Mdm?2

(Wipl | p53 | 'ICL)
& (ATR/ATM |
RL40p | cMyc |
gH2AX | Casp3**)

Generalmente, los niveles de Mdm?2 en una célula que no presenta
sefnalizacion de estrés, son bajos pero constantes (Hou et al., 2019).
Por lo que para su activacion se consideré suficiente que no existiera
el ICL en la célula.

No obstante, la transcripcion de Mdm?2 es mediada principalmente por
p53 (Attardi y Boutelle, 2022), ademds de que también se ha
reportado que Wip1 es capaz de activar a Mdm?2 a través de su
desfosforilacion en la Ser395, incrementando su afinidad por p53 (Lu
et al., 2007).

Alternamente, su inhibiciéon mayormente reside en modificaciones
postraduccionales que evitan su interaccion con p53; entre ellas, su
fosforilacion por ATM (Nakamura, 1998; Meulmeester et al., 2005), la
promocion de su ubiquitinacion por RL40p (Zhou et al., 2019), asi
como la inactivacion transcripcional por cMyc (Feng et al., 2020) o su
intermediario pl4ARF (Madapura ef al., 2016). Finalmente, se ha
reportado que la presencia de dafio, estrés oxidativo o estrés nucleolar
es suficiente para interferir con la interaccion Mdm?2-p53,
independientemente de la actividad de ATM/ATR (Liu et al., 2016).
Por lo que para ejemplificar los mecanismos alternos relacionados a
estrés celular por los cuales Mdm2 es inactivado, se consider6 la
sefalizacion del dafio por gH2AX como un inhibidor de su actividad.
Ademas, se considera a la Caspasa 3 como inhibidor, a modo de
ejemplificar un punto de no retorno donde la célula se compromete a
la apoptosis y la desintegracion del nucleo, asi como con el estrés
nucleolar, interrumpe la interaccion de Mdm2 con p53.

cMyc

(NFkB | HIURP) &
!(p53 | Smad2/3)

cMyc es un factor de transcripcion asociado a la proliferacion celular
que cobra funcidn en procesos como la hematopoyesis y desarrollo
embrionario (Yoshida, 2018). Su activacion es principalmente
dependiente de sefiales mitogénicas en la célula; sin embargo, existen
multiples mecanismos alternos que pueden inducir su activacion de
manera aberrante (Dhanasekaran et al., 2022).

Existe extensa evidencia de la relacion entre la via infamatoria de
TNF-a y la activacion de cMyc, principalmente a través del factor de
transcripcion y transductor de sefiales NF-kappa B (Wu et al., 2018;
Kim et al., 2020; Klapproth et al., 2009; Khan et al., 2013). Dentro de
sus blancos transcripcionales, cMyc promueve la transcripcion de la
chaperona de histonas HJURP, la cual se ha reportado como un
posible activador transcripcional de cMyc, al estar relacionado con sus
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niveles de expresion, asi como con la proliferacion celular (Wei et al.,
2019; Chen et al., 2018).

La inactivacion de cMyec, en cambio, se ha reportado que ocurre a
través de la unidon de p53 a su promotor, involucrado la desacetilacion
de histonas (Ho ef al., 2005) o a través de microARNs (Sachdeva et
al., 2009). Igualmente, existe evidencia de la existencia de un sitio de
union a las proteinas Smads dentro del promotor de cMyc; el cual
funciona como un elemento de respuesta inhibitoria hacia cMyc (Yagi
et al., 2002; Kowalik, 2002).

TNFa

TNFa & !NFkB

TNF-a, fue considerado como un nodo de entrada al sistema por
representar un receptor inflamatorio. Por lo que, al igual que el ICL,
necesita de si mismo para su activacion. En cuanto a su inhibicion,
¢sta principalmente consta de su propio sefializador rio abajo, NF-
kappa B, como muchos otros receptores celulares, como un
mecanismo de retroalimentacion negativa que evita la sobreactivacion
del receptor (Nelson et al., 2004).

NFkB

(TNFa|ANTI ap) &
I(Wip1|Smad?2/3)

En el caso de NF-kappa B, este es un factor de transcripcion que, bajo
condicione normales, es secuestrado de forma constante por la cinasa
Ikappa B; sin embargo, ante la sefializacién de TNF-a, se activa la
cinasa IKK, la cual promueve la ubiquitinacion de Ikappa B al
fosforilarlo, liberando a NF-kappa B (Bloom et al., 2019).
Alternamente, existe evidencia en donde la activacion de NF-kappa B
también puede ser a través de Bcl-2, existiendo una interaccion entre
ambas proteinas que incrementa la actividad de regulador
transcripcional de NF-kappa B (Ricca et al., 2000).

Por otro lado, la inhibicién de NF-kappa B puede ocurre a través de
Wipl, ya que este desfosforila la subunidad p65 de NF-kappa B,
inactivandolo (Chew et al., 2009; Salminen et al., 2011).

TGFb

TGFb & !'Smad2/3

TGFp fue considerado como un nodo de entrada al sistema por
representar al receptor pleiotrdpico de citosinas involucrado en la
homeostasis celular, por lo que, al igual que el ICL, necesita de si
mismo para su activacion. Adicionalmente, al formarse el complejo
transcripcional Smad (conformado por Smad2, Smad3 y Smad4)
frente a la activacion de TGFp, dentro de los genes que regulan esta el
de la proteina Smad7, el cual competird por la unidn entre las
proteinas Smads y promovera su ubiquitinacion, terminando la
sefializacion de la via (Shi y Massagué, 2003).

Smad2/3

TGFb & 'Mdm?2

Los factores transcripcionales Smad 2 y Smad3 ejercen su funcion una
vez que son fosforilados como consecuencia de la activacion del
receptor TGFp. Su fosforilacion lleva a que se disocien del receptor y
formen el complejo Smad junto con Smad4, acumuldandose en el
nucleo y promoviendo la transcripcion de sus genes blanco (Shi y
Massagué, 2003; Derynk y Zhang, 2003; Lang y Chung, 2011).

En cuanto a la inhibicion del complejo Smad2/3, se ha demostrado
que tanto Mdm?2 como Mdm4, son capaces de regular negativamente
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la actividad transcripcional de las proteinas Smads
independientemente de p53 (Yam ef al., 1999; Kadakia et al., 2002)

RL40p

p53 & !cMyc

El gen hibrido UBA52, cuyo producto proteico es RL40p, fue uno de
los genes que se obtuvo a través del andlisis de correlacion de genes.
Este presentaba sitios unioén a p53 y una correlacion de expresion
positiva, por lo que se infirid que su expresion estaba regulada
positivamente por p53. Por otro lado, también se encontraba dentro de
los genes con sitios de unidon para cMyc, pero con una correlacion de
expresion negativa, por lo que se infiri6 su inhibicién por cMyc.

ANTI_ap

NFkB & !(p53 |
cMyc | PRO_ap)

Bcl-2 es una proteina que forma parte de la familia de la familia de
proteinas BCL-2, las cuales estan involucradas en la regulacion, tanto
positiva como negativa, de la apoptosis (Kale et al., 2018). Se ha
descrito que existen sitios de union en el gen de Bcl-2 para multiples
subunidades del factor transcripcional NF-kappa B, el cual se ha
demostrado que es capaz de promover la transcripcion de Bcl-2, asi
como permitir la estabilizacion de la proteina (Wang et al., 2012;
Viatour et al., 2003; Fahy et al., 2005; Kurland et al., 2001).

Por otro lado, la inhibicidon de Bcl-2 ocurre a través de p53, ya sea a
través de la activacion de sus inhibidores (los genes pro-apoptdéticos
BH3-tnicos), uniéndose directamente a la proteina o regulando su
transcripcion (Hemann y Lowe, 2006; Wang ef al., 2018). También ha
sido reportado la inhibicion transcripcional de Bel-2 por la union de
cMyc en su promotor, como un mecanismo de apoptosis inducida por
oncogenes (Eischen et al., 2001).

HJURP

cMyc & !Casp3**

HJURP fue uno de los genes que se obtuvo a través del analisis de
correlacion de genes. Este presentaba sitios union a cMyc y una
correlacidon de expresion positiva, por lo que se infirid que su
expresion estaba regulada positivamente por cMyc.

PRO ap

p53 & !(ANTI_ap |
CycB/Cdkl |
via_FA/BRCA)

En el caso de los genes pro-apopoéticos, €stos representan a los
principales blancos transcripcionales de pS3 que inducen la apoptosis
intrinseca en la célula, como BAX'y BAK, quienes directamente
inducen la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y con ello
la cascada de caspasas, o los miembros del grupo BH3-unicos como
BID, PUMA, FAS y NOXA quienes sirven como reguladores positivos
de las proteinas antes mencionadas (Aubrey et al., 2018; Aubetabh et
al., 2022).

La inhibicién de estos genes se ha reportado por multiples
reguladores. Sin embargo, dentro de los principales reguladores
negativos de la apoptosis se encuentran algunas proteinas de la familia
de genes BCL-2, principalmente Bcl-2 y Bel-X. El cual se ha
reportado que inhibe las actividades apoptdticas de Bid (Yi et al.,
2003), Fas (Kawahara et al., 1998), Bax y Bak (Murphy et al., 2000;
Youle y Strasser, 2018). Adicionalmente se afiadieron los nodos del
complejo Ciclina B/Cdk1 y la via FA/BRCA como inhibidores de
estos genes a manera de evitar que iniciara un proceso apoptotico sin
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antes existir un evento de arresto del ciclo celular y si se contaba con
una via de reparacion funcional, respectivamente.

Casp3

((PRO _apyICL) |
Casp3) &
lvia_FA/BRCA

La activacion de la Caspasa 3 es de los ultimos pasos dentro del
proceso de apoptosis, con ella inicia la fragmentacion del ADN,
sellando el destino de la célula (Julien y Wells, 2017). Debido a esto,
su activacion se restringio al caso en el que solamente estuvieran
activos los genes pro-apoptoticos, los cuales son quienes activan la
cascada de caspasas (Flores-Romero et al., 2020), y continuara sin
repararse el ICL. De igual manera, con el fin de que la activacion de la
Caspasa 3 fuera un punto de no retorno donde la célula se
comprometié a la apoptosis, se agregd a ella misma como su
activador, con el fin de perpetuar su activacion. Finalmente, su
inhibicion, al igual que los genes pro-apoptoticos, constd de si se tenia
una via FA/BRCA funcional, capaz de reparar un ICL.

CycB/Cdkl1 (cMyc | I(Chk1/2 |

p21)) & !Casp3**

El complejo Ciclina B/Cdk1 fue comprendido dentro del modelo
como el nodo representativo de la proliferacion celular, por lo que su
activacion dependia de cMyc, ya que éste regula transcripcionalmente
a genes involucrados en la proliferacion celular (Bretones et al.,
2015). De igual manera, para activarse, es suficiente que no esté la
Caspasa 3, significando que la célula ya se comprometi6 a la
apoptosis**, o cualquiera de sus inhibidores; por un lado, las cinasas
Chk1/2, las cuales fosforilan, y con ello inhiben, a la activadora del
complejo Ciclina B/Cdkl1, la ciclina Cdc25A (Karlsson-Rosenthal y
Millar, 2006; Medema y Macurek, 2012). Por otro lado, p21 es de los
principales inhibidores del complejo Ciclina B/Cdk1 (Karimian et al.,
2016; Stark y Taylor, 2004).

**|_ainhibicion de ciertos nodos por la Caspasa 3 fueron interacciones inferidas debido a que sin ellas existia la posibilidad
de que la red llegara a un atractor diferente a la apoptosis habiendo activado al nodo de la Caspasa 3 en pasos anteriores;
sin embargo, el nodo de la Caspasa 3 dentro del modelo representa el punto de no retorno de compromiso a la apoptosis.
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Figura Suplementaria 1. Andlisis de la red PR con activacion constitutiva del nodo del ICL y TNFa. (A) Analisis de
trayectoria de la red con el ICL y TNFa constitutivamente activos y partiendo de un estado inicial con Mdm2 activo. (B)
Atractores posibles a partir de bisqueda de cuencas de atraccion y su respectivo tamarfio (C).
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Figura Suplementaria 2. Analisis de la red PR con activacion constitutiva del nodo del ICL y Mdmz2. (A) Anélisis de
trayectoria de lared con el ICL y Mdm2 constitutivamente activos y como estado inicial. (B) Atractores posibles a partir de
busqueda de cuencas de atraccion con el ICL constitutivamente activo y su respectivo tamafio (C).
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Anaélisis de trayectoria de la red con el ICL, TNF-a y TGFp constitutivamente activos, y Mdm2 activo como estado inicial.
(B) Atractores posibles a partir de busqueda de cuencas de atraccion con el ICL constitutivamente activo y su respectivo
tamafio (C).
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