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Resumen.

Los entrecruzamientos DNA-Proteina (DPC) son resultado de uniones covalentes entre estas dos
macromoléculas. Las proteinas presentes en los DPC, pueden unirse covalentemente al DNA directa o
indirectamente. Directamente mediante mecanismos oxidativos mediados por radicales libres o
indirectamente a través de un compuesto enlazante o mediante coordinacién con un atomo metéalico. Este
fendmeno ocurre cuando las células se exponen a una amplia variedad de agentes citotoxicos, mutagénicos y
carcindgenos entre 10s que se encuentra el Arsénico. Varias poblaciones humanas se encuentran expuestas a
este metal, en el agua de bebida o por exposicion ocupacional.

En el presente trabajo, con la finalidad de identificar las secuencias de DNA presentes en los DPC
indujimos la formacion de DPC en una linea celular hepatica mediante tratamientos con Arsenito de Sodio
(NaAsQ,), después del tratamiento las células mostraron una viabilidad de 84%. EI NaAsO, a concentracion
de 1 x 10°M indujo una proporcion significativa de DPC in vitro. alcanzando un valor de 5.05% de DNA
entrecruzado. El DNA entrecruzado con proteinas se aislé por precipitacion selectiva empleando SDS-KCI
segln la técnica propuesta por Zhitcovich y Costa en 1993, posteriormente se degradaron las proteinas
asociadas con el DNA con tratamientos de Proteinasa K, para recuperar el DNA e identificar las secuencias
que forman parte de estos complejos.

Mediante amplificaciones por PCR, secuenciacién automatica y dot blot se identificaron secuencias
repetidas (centrdmeros, telomeros y genes ribosomales), asi como secuencias de union a Matriz nuclear
(MARs) y una secuencia adyacente a los genes activadores de Guanilato Ciclasa en el cromosoma uno
humano, entre las secuencias de DNA involucradas en los DPC inducidos por Arsénico. Se han propuesto
mecanismos de reparacion por escision para eliminar DPC, sin embargo los DPC no reparados pueden
bloquear funciones de la matriz nuclear, asi como la replicacion y la transcripcion del DNA.

Abstract.

The DNA-Protein Crosslinks (DPC) are the result of covalent unions between these two macromolecules.
The proteins can become cross linked to DNA directly or indirectly. Directly through oxidative free radical
mechanisms or they can be cross linked indirectly through a chemical linker or through coordination with a
metal atom. Such events occur following exposure of cells to a variety of cytotoxic, mutagenic, and
carcinogenic agents, including the arsenic. The effects of these lesions in the cells are not very well
understood, although it is feasible that one DNA-Protein cross-links could interrupt the DNA metabolic
machinery ( transcription, repair and replication).

The objective of this work was the identification of specific sequences of DNA cross-linked with proteins.
We induced the formation of DPC in a human liver cell line, by treatment with Sodium Arsenite (NaAsO,)
10uM Arsenite induced a 5.05% of DNA-Protein crosslinks and the cell viability after to the treatments was
84%. The DNA croslinked with proteins was isolated by selective precipitation with dodecyl sulfate/potassium
SDS-KCI and proteinasa K according to the proposed technique by Zhitcovich and Costa in 1993 . Finally the
DNA was recovered by precipitation with ethanol.

DNA was amplified by PCR and identified by automatic sequenciation and dot blotting with radioactive 32P
probes Repeated genome sequences such as centromeric, telomeric and ribosomal were cleary identify. Also,
we found Matrix attachment regions (MARs) and one adjacent sequence to the activator genes of Guanilate
Ciclase present in human chromosome one. These observations are interesting because they give us idea of
the susceptible places to form DPC by exposure to arsenic. Besides, the presence of MARs sequences in
DPC permits us to think that the expression of genes modulated by their attachment to the nuclear matrix can
be affected by the agents that induce DPC.



Introduccion.

Entrecruzamientos DNA-Proteina (DPC).

Los entrecruzamientos DNA-Proteina (DPC) son resultado de uniones covalentes entre
estas dos macromoléculas. Este fendmeno ocurre cuando las células se exponen a una
amplia variedad de agentes citotdéxicos, mutagénicos y carcindgenos, entre los que se
encuentran la luz UV y la radiacién ionizante (IR), metales y metaloides como el cromo, el
niquel y el arsénico; varios aldehidos (incluidos los metabolitos producidos en la
peroxidacion lipidica) y algunas drogas quimioterapéuticas incluido el cisplatino, el

melfalan y la mitomicina C.

Los seres humanos estamos continuamente expuestos a agentes inductores de DPC
presentes en el ambiente urbano, como el humo del cigarro y de los escapes de los

automaviles, asi como a los compuestos quimicos industriales.

Las proteinas presentes en los DPC, pueden unirse covalentemente al DNA directa o
indirectamente. Directamente mediante mecanismos oxidativos mediados por radicales
libres o indirectamente a través de un compuesto enlazante o mediante coordinacion con
un atomo metélico formando complejos de tipo DNA-Metal-Proteina, como en el caso de
los DPCs inducidos por cromo (Orlando V. et al 1997 y Olinski R. 1992).

Existen numerosos tipos de DPC quimicamente distintos cuya formacion esta
influenciada ademas por el metabolismo y la fase del ciclo celular en que se encuentre la
célula, asi como la temperatura. Ademas los distintos tipos de DPC pueden ser
susceptibles en mayor o menor grado de diversos mecanismos de reversién y reparacion

y suelen tener distintas consecuencias celulares.

La formacion de DPC se reduce en presencia de atrapadores de radicales hidroxilo
(radical scavengers), en presencia de Oxigeno y con medios hipertonicos y su formacién
se incrementa en medios hipoténicos y cuando se remueve el glutatiéon intracelular. Se
han propuesto mecanismos de reparacion por escision para eliminar DPC. Los DPC no
reparados pueden bloquear funciones de la matriz nuclear, asi como la replicacion y la

transcripcion del DNA.



Deteccion de DPC.

Se han desarrollado diversas técnicas para la cuantificacion de los DPC que difieren
en su sensibilidad de deteccion. La induccion de DPC puede medirse empleando el
ensayo cometa, puesto que el entrecruzamiento de proteinas al DNA retarda la migracién
de fragmentos de DNA, lo que resulta en una reduccion en el tamafio del cometa
(Roberts MJ. et al 2003). Sin embargo este método no permite aislar a los DPC y
tampoco se puede diferenciar el retardo en la migracion debido a uniones DNA-Proteina
de las uniones DNA-DNA.

Los métodos de separacion por gradiente por ejemplo CsCl o sacarosa (Tolstonog GV.
2001) se basan en la separacién de DPC por densidad, de manera que los DPC se
colocan entre las fracciones de DNA y de Proteinas. El método desarrollado por Zitkovich
y Costa (1992) mide la induccion de DPC como la cantidad de DNA asociado a proteinas
después de precipitar proteinas empleando dodecil sulfato de Sodio/Potasio (SDS/K™). Sin
embargo empleando este método se precipitan proteinas que pueden no estar unidas
covalentemente al DNA dado que el SDS se une selectivamente a las proteinas y

después el K* las precipita (con el DNA unido a ellas).

Un método alternativo para cuantificar DPC es aislando el DNA y midiendo las
proteinas asociadas. La elusion alcalina consiste en atrapar moléculas de DNA de alto
peso molecular (con las proteinas asociadas) en un filtro de policarbonato, mientras que
las proteinas que no estan unidas al DNA se eliminan mediante lavados (Ducore JM.
1988). Desafortunadamente recuperar los DPC de los filtros es dificil y poco reproducible.
DNA geondmico total puede ser aislado empleando una mezcla de detergentes
caotrépicos y precipitacion con etanol. Este método puede combinarse con pasos
adicionales de astringencia para eliminar las proteinas no unidas covalentemente y aislar
exclusivamente las proteinas fuertemente unidas a DNA. Se han utilizado algunas
variantes de este método para aislar y caracterizar proteinas de matriz nuclear

entrecruzadas con el DNA por cisplatino (Samuel VA. et al 1998).



Parte de las dificultades para entender la relevancia bioldgica de los DPC, se debe a la
falta de astringencia al momento de aislar DPC. Se sabe que las proteinas de matriz
nuclear se encuentren asociadas a DNA; su disociacibn completa es crucial para la
identificacion de aquellas proteinas que se entrecruzan covalentemente con el DNA por
efecto de exposicion a determinados agentes. Algunas de estas proteinas son
entrecruzadas en bajo numero. Esto dificulta aislarlas en cantidad suficiente para

secuenciarlas e identificarlas.

Adicionalmente los limites de deteccién de los distintos métodos empleados ha
contribuido a la variacién en los resultados. Diversos estudios han empleado la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-PAGE) para la
identificacion de proteinas entrecruzadas con el DNA en muestras de DPC o0 en
fracciones de matriz nuclear. Adicionalmente el surgimiento de la protebmica que combina
la capacidad de andlisis de 2-D PAGE con las tecnologias de secuenciacion de proteinas

puede facilitar la identificacion de dichas proteinas.

Formacién de DPCs.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por exposicién a radiacion ionizante
(IR) pueden generar la formacion de radicales libres en los aminoacidos de las proteinas y
en las bases del DNA. Uno de los mecanismos de formacion de DPC inicia con la
creacion de un radical libre proteico que se forma por la sustraccién de un 4&tomo de H de
un aminoécido por un radical OH, seguido de la adicion de este radical aminoacido a la
posicion 6 de la timina y la oxidacion del aducto resultante. Los DPC pueden formarse por
la adicion del radical proteina al DNA o viceversa, o por una combinacién de dos

radicales.

La exposicion de las proteinas a ROS puede generar hidroperéxidos proteicos y otras
especies proteicas reactivas. En estudios in vitro usando proteinas purificadas (insulina, a-
caseina, apotransferrina y albimina de suero bovino BSA) irradiadas en solucion acuosa
en presencia de oxigeno u Oxido nitrico, se generan hidroxiperdxidos proteicos que se
pusieron en contacto con plasmidos de DNA para inducir la formacién de DPC que fueron

detectados por retardamiento en la migracién de los plasmidos en geles de agarosa.
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En otros trabajos, se ha examinado el papel de especies reactivas proteicas
generadas en presencia de &cido hipoclérico HOCI (un oxidante que se produce
metabdlicamente cuando hay actividad fagocitica), en la formacién de DPCs. El HOCI
puede reaccionar con los grupos amino de las proteinas, generando cloraminas que
actian como radicales proteinicos que pueden reaccionar con el DNA. El HOCI también

puede interaccionar con el DNA y formar cloraminas (Hawkins et al. 2002).

Mediante estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electronica
Hawkins y sus colaboradores investigaron la formacién de DPCs inducidos por HOCI en
nucleosomas de células eucariontes y observaron que la reaccion de radicales
proteinicos con nucleésidos pirimidicos resulta en la formacién de un enlace covalente
DNA-proteina. Estos autores sefialan que HOCI, reacciona predominantemente con
proteinas y no con DNA y entre 50 y 80% de las reacciones ocurren con residuos de
histidina o lisina. La formacion de aductos disminuy6 en presencia de atrapadores de
radicales libres (radical scavengers), lo que sugiere que los radicales libres estan

involucrados en dicha reaccion.

Se han revelado pasos similares en la formacion de DPC inducidos in vitro por
malondialdehido (un metabolito de la peroxidacion lipidica). Poniendo primero a
reaccionar malondialdehido con uno de los componentes de los DPCs (DNA ¢ proteinas)
en solucion acuosa, después eliminando el material no reactante y agregando el segundo
componente no modificado (DNA 0 Proteinas) Voitkun V. y Zhitkovich A. en 1999,
demostraron que aparentemente el malondialdehido reacciona primeramente con las
proteinas haciéndolas reactivas y estas a su vez reaccionan con el DNA formandose una
unién covalente entre ambas moléculas. Estos resultados sugieren la formacién de un
radical de DNA o proteina como el primer paso en la formacion de DPCs in vitro. Aun

gqueda averiguar cual es el mecanismo que predomina in vivo.
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Agentes inductores de DPC

Rermaldehido

El formaldehido es un agente inductor de DPC ampliamente estudiado. El
formaldehido puede reaccionar con grupos amino, grupos tiol, grupos hidroxilo y amido
para formar distintos tipos de aductos pero el principal tipo de lesion en el DNA por este
compuesto son los DPCs (Ma TH. 1988). La induccién de DPC por formaldehido involucra
la reaccién del formaldehido con grupos amino e imino de las proteinas (por ejemplo con
lisinas y argininas) o de &cidos nucleicos (por ejemplo citosina) generandose bases

reactivas que reaccionaran con otros grupos amino (figura 1).

H H
\ . OH
C=0__ Nep' = e A H / Ho H
¥ / ) = "C=—NH—R' = C=N—R
tﬂf H H /!
H H
2 |
| / A
4 |\* N |
N | . .
C=MN—A" C—MN—F CH=— NH

o -
R " b

= NH—R! SN
= H | H |
K F.'t.

Figura 1. Mecanismo entrecruzador del formaldehido. En esta figura se observan los pasos de la reaccion
entre el formaldehido y con un grupo amino formandose una base reactiva (paso 1), que posteriormente
puede reaccionar con otro grupo amino o con una base del DNA y formar un aducto (McGhee J.D y Von
Hippel P.H. 1975).

=Metales.

Entre los agentes inductores de DPC se encuentran contaminantes ambientales y
ocupacionales que tienen un gran numero de componentes metalicos entre ellos el nikel,
el cromo y el arsénico. Estos elementos son capaces de formar distintos tipos de
entrecruzamientos entre DNA y Proteinas.
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El analisis de los DPC inducidos por iones metalicos, demostr6 que no todos los
supuestos DPC se deben a enlaces covalentes (Mattagajasingh SN. 1999) y que un
agente puede inducir mas de un tipo quimico de entrecruzamientos. Algunas proteinas
entrecruzadas se liberaron mediante tratamientos con EDTA, lo que indica que no
estaban unidas covalentemente al DNA. Algunas proteinas se liberaron mediante
tratamientos con tiourea, lo que indica que estaban unidas al DNA mediante enlaces
sulfhidrilo. La mayoria de los DPC inducidos por Rl no fueron reversibles con EDTA o
tiourea y se liberaron exclusivamente mediante digestién con DNasa | lo que sugiere que
se trataba de entrecruzamientos de tipo covalente formados a través de mecanismos
oxidativos. Algunos DPC inducidos por cromato también fueron resistentes a tratamientos
con EDTA y Tiourea y fueron de igual manera considerados uniones covalentes que se

formaron via ROS.

El i6n nikel tiene una alta afinidad por las proteinas, especialmente por residuos de
histidina, cisteina y acido aspartico (Chakrabarti SK. et al 1999 y 2001). En el estudio de
Chakrabarti los DPC se aislaron por precipitacion selectiva empleando SDS/K* de
linfocitos de rata tratados con distintos compuestos de nikel. La co-incubacion de linfocitos
con los compuestos de nikel y cualquier quelante de metales, aminoacidos libres o
atrapadores (scavengers) de especies reactivas de oxigeno disminuy0 la produccion de
DPC.

Zhitkovich y sus colaboradores reportaron en 1996 que una proporcion considerable (el
50% a dosis biologicamente relevantes) de los DPC inducidos por cromo fueron
complejos de tipo DNA-Metal-Proteina. Los aminoacidos mas frecuentemente
involucrados en estos complejos fueron cisteina, histidina y acido glutdmico. Analizaron
las reacciones de cisteina e histidina con cromo trivalente Cr(lll) o hexavalente Cr(VI) y
demostraron que el Cr(VI) puede ser reducido a Cr(lll) y puede asociarse primero a un
aminodcido antes de reaccionar con el DNA para formar un entrecruzamiento. No se
formaron entrecruzamientos entre el DNA y los aminoacidos cuando se incub6 el DNA
con Cr(lll) y posteriormente se eliminé el Cr(lll) gue no habia reaccionado para agregar

finalmente a las proteinas.
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Adicionalmente estos investigadores hicieron reaccionar el complejo Cr(lll)-Histidina
con nucledsidos y nucleotidos monofosfatados y demostraron que los nucleétidos pueden
formar entrecruzamientos mientras que los nucleésidos no, lo que demuestra que el grupo
fosfato es esencial para la reaccion de entrecruzamiento. Sin embargo estos
entrecruzamientos inducidos entre aminoacidos y nucleétidos aislados, pueden no ser
iguales a aquellos que se forman in vivo. Los diferentes tipos de DPC inducidos mediante
tratamientos con cromo (enlaces sulfhidrilo, complejos DNA-Metal-Proteina y enlaces
generadas por ROS) plantea una cuestion interesante sobre si otros agentes inductores
de DPC pueden generar mas de un tipo de entrecruzamiento y acerca de los factores que
pueden influir en la produccion de los varios tipos de entrecruzamientos que pueden ser

producidos por un determinado agente.

En el presente trabajo, empleamos Arsenito de Sodio NaAsO, como agente inductor
de entrecruzamientos, puesto que se ha demostrado que es capaz de inducir DPC en
lineas celulares hepaticas (Ramirez P et al 2000) considerando ademas que existen
diversas poblaciones humanas expuestas ambiental u ocupacionalmente a Arsénico y la
identificacion de secuencias de DNA entrecruzadas con proteinas por exposicion a

Arsénico nos daria una idea de los mecanismos de dafio de este carcindgeno.

El Arsénico puede ser liberado al ambiente por actividad volcénica y erosion de
depdsitos minerales. Ademas de su ocurrencia natural, existen actividades humanas que
emiten Arsénico al medio ambiente, tal es el caso de combustibles fosiles (carbon,
madera), estaciones generadoras de energia eléctrica, procesos de fundicion y refinacion
de metales no ferrosos (Plomo, Zinc, Cobre), el uso de preservadores para la madera, la
manufactura de semiconductores para la industria electrénica elaborados a base de
arseniuro de Galio (GaAs) e indio (InAs) y los depdésitos de desechos quimicos con
grandes cantidades de Arsénico almacenadas inadecuadamente. Se ha utilizado de una
forma u otra como pesticida y herbicida; en la manufactura de vidrio, pigmentos, pinturas y
aleaciones. El mortal gas Arsina (AsHs3) es usado en la manufactura de microchips en la

industria de semiconductores.
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Las concentraciones de Arsénico en el aire en sitios alejados de actividades
antropogénicas son de 1 a 3 ng/m® mientras que, en areas industriales emisoras de
Arsénico, los niveles de este elemento pueden ser de 100 hasta 300ng/m®. Las
concentraciones de As en el agua son usualmente menores a 10 ug/L, mientras que, en
sitios cercanos a minas o contaminados con minerales arsenicales, fluctian entre 200 y
1000 pg/L. Las concentraciones de Arsénico en el suelo varian de 1 a 40 mg/Kg vy, en
areas agricolas, pueden ser aun mas altas por la presencia de residuos de plaguicidas

arsenicales.

La ingestion de Arsénico en el agua de bebida (principalmente Arsénico inorganico) es
una fuente de exposicion muy importante para algunas poblaciones, por lo que puede ser
un problema grave de salud publica. Este problema ha sido descrito en Taiwan, Chile,
Argentina, México e India; en todas las regiones afectadas por la presencia de As en el
agua de bebida se rebasa varias veces el limite maximo permisible para el agua de
bebida (50 ug As/L).

El arsénico, induce varios tipos de canceres en humanos, entre ellos, cancer de piel,
pulmoén, vejiga e higado (IARC 1980, Chen CJ. et al. 1992, Gonsebatt ME. et al. 1997). El
elemento es reducido y metilado principalmente en células hepaticas a través de
reacciones que requieren glutatién celular reducido (GSH), generandose formas reactivas
intermediarias (Styblo M. et al. 1995, Clewel 1999) que pueden conducir a la formacion de
DPCs.

El Arsénico trivalente (+3) se une con fuerza a los grupos sulfhidrilos de las proteinas,
y puede acumularse en tejidos con alto contenido de queratinas. Esto explica su
persistencia en cabello y ufias como consecuencia de su unién a los grupos sulfhidrilo de
la queratina (Squibbo y Fowler1983) este metaloide también interfiere con numerosos
sistemas enzimaticos, incluso en los relacionados con la respiracion celular, el

metabolismo del GSH y la reparacion del DNA (Albores et al., 1997).
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Ramirez y colaboradores en 2000 investigaron la induccion de DPCs por arsenito (As
trivalente) en la linea celular WRL-68, de hepatocitos humanos y encontraron que las
citoqueratinas (debido a su alto contenido de grupos SH) se encuentran presentes en los
DPCs. En este estudio se identificaron varias citoqueratinas por inmunoblot entre ellas, la
citoquertina 18, un filamento intermedio propio de higado. Ademas reportaron que la
formacion de DPCs inducidos por arsenito es dosis dependiente y estos
entrecruzamientos fueron sensibles a digestion por nucleasas y a altas concentraciones
de sales, o que indica que la naturaleza quimica de las uniones puede ser de tipo
covalente (las sensibles a digestién por nucleasas) o electrostaticas (las que se revierten

con altas concentraciones de sales).

En diversos estudios se ha demostrado que compuestos inorganicos de Arsénico son
capaces de inducir efectos dependientes de la sintesis de DNA, como aberraciones
cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas por intervenir en procesos de
ligacién, en linfocitos humanos y en células embrionarias de hamster de manera dosis
dependiente. Los arsenicales son capaces de inducir entrecruzamientos DNA-proteinas y
rupturas en el DNA de células de mamifero (Wedrychowski et al. 1986; Dong y Luo, 1993,
Ramirez P. et al. 2000).

Radiacion lonizante (IR) y especies reactivas del Oxigeno (ROS).

La exposicion de células a IR promueve la generaciéon de ROS préximos entre si y con
el DNA (figura 2). Muchas de estas ROS incluido el extremadamente reactivo radical
hidroxilo (OH), se generan en altas proporciones en regiones discretas conocidas como
“spurs”. Cuando esas regiones o0 nubes de ionizacién densa sobrelapan a la molécula de
DNA pueden generar multiples sitios de lesiones o dafio al DNA como son rompimientos
en una de las cadenas (SSBs por sus siglas en ingles single strand breaks), rompimientos
en las dos cadenas (DSBs por sus siglas en ingles double strand breaks), pérdida de
algunas bases, entrecruzamientos DNA-DNA o DPCs que se generan a corta distancia
unos de otros en el DNA. Midiendo las proporciones de los distintos tipos de dafio a DNA
en células expuestas a IR, se observé que la produccion de DPC fue de ~150/célula por
Gy y fue la proporcién mas alta en comparacién con DSBs que fue de 20-40/célula por
Gy y la de entrecruzamientos DNA-DNA ~30/célula por Gy (Woudstra EC. 1999).
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Figura 2. Generacion de ROS por IR.- La radiacion lonizante directamente puede ionizar DNA o proteinas
generando radicales de estas macromoléculas. Indirectamente puede ionizar moléculas de agua generando
radicales hidroxilo que pueden reaccionar con el DNA o proteinas volviéndolos reactivos. El circulo punteado
representa un “spur” y los glébulos representan proteinas. Tomado de (Mozumder A. 1985).

Estudios de Fornace y Little (Fornace AJ y Little JB. 1979) empleando elusién alcalina
demostraron la induccién de DPC en altas dosis de radiacion X en células humanas
aireadas. Ellos también demostraron un incremento en la induccion de DPC bajo
condiciones de hipoxia. Meyn y sus colaboradores (1987) observaron algo parecido en
células de ovario de Hamster chino (CHO) y Radford usando células L de ratén ( Radford
IR. 1986). Zhang y sus colaboradores (1995) han sugerido que los niveles de formacion
de DPC que se forman en concentraciones de oxigeno por enzima de 1% son minimos en
comparacion con los niveles que se forman en concentraciones de oxigeno menores a
0.1% y que las células oxigenadas son 10-100 veces menos susceptibles a formar DPCs
que las células hipoxicas. De la misma forma, se ha examinado la correlacion entre
oxigenacion e induccion de DPC en células CHO expuestas a radiacion gamma vy
encontraron que la produccién de DPCs disminuye conforme los niveles de oxigeno
aumentan (figura 3). Posiblemente se deba a que sin oxigeno se altera el metabolismo de
reparacion de lesiones en el DNA, es bien conocido que los niveles de defensa contra
radicales libres se abaten en presiones parciales bajas de O,. La producciéon de DPC en
las células irradiadas disminuye considerablemente con la introduccién del oxigeno, en
cambio la muerte celular aumenta al disminuir los niveles de oxigeno bajo estas

condiciones (Sharon B. et al. 2005).

17



A m- e . s
-
[ ] K,
ATasade 4 m Produccion
sobrevivencia® f relativa de DPCs
'l. -
& i
| S S T L -
N, 0.01 0.1 1 70 i

Porcentaje de O

figura 3. Dependencia del Oxigeno en la formacion de DPC (cuadros) y sobre vivencia de las células
(triangulos) en células AA8 CHO irradiadas con radiacion gamma. Los DPC fueron medidos con el ensayo de
elusion alcalina y la sobrevivencia con el ensayo de formacion de colonias. El eje X representa el porcentaje
de oxigeno en la mezcla de gases. La suspension celular se realizé a 4° C , mientras que las células se
mantuvieron en una mezcla con 5% CO; variando las concentraciones de O, balanceando con N tres horas
antes de la irradiacion (Sharon B. et al. 2005)

Para entender las consecuencias celulares de los DPCs y averiguar sus posibles vias
de reparacién es importante estudiar la quimica de estos aductos. Diversos trabajos en
modelos libres de células, han demostrado la naturaleza covalente de los DPC inducidos
por radiacion y la estructura quimica de algunos DPC se ha determinado empleando
cromatografia de gases y andlisis de espectroscopia de masas (GC/MS) (Gajewski E. et
al. 1988, Dizdaroglu M. et al. 1989). En estos trabajos se examinan mezclas acuosas de
timina y algunos aminoacidos (lisina, glicina, alanina, valina, leucina, Isoleucina, tirosina y
treonina) sometidas a radiacibn gamma y demuestran que algunos aminoacidos (lisina-
tirosina) se involucran con mayor frecuencia en los DPCs. La presencia de estos
aminoacidos en los DPC también se demostro in vitro en mezclas irradiadas de

nucleohistonas de timo de ternera.

Se ha analizado la formaciéon de DPC in vivo mediante GC/MS empleando cultivos de
células de mamifero (Altman SA. et al. 1995) y tejido renal de rata (Toyokuni S. et al.
1995), detectandose entrecruzamientos timina-tirosina en ambos trabajos (figura 4).
Tanto en estudios in vivo como in vitro la induccion de DPCs incrementa linealmente con
la dosis de radiaciéon. La induccién de DPCs mediante tratamientos con peréxido de
hidrégeno en cultivos celulares también resulté dosis dependiente (Olinsky R. et al. 1992)
de la misma forma que los DPCs inducidos por arsenito en hepatocitos humanos
(Ramirez P. et al. 2000).
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Dizdaroglu y colaboradores en 1989 propusieron que el radical hidroxilo ‘OH esta
involucrado en la formacién de DPCs inducidos por iones ferrosos, peréxido de hidrogeno
o radiacién ionizante. Los radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS) se
generan por reacciones biolégicas redox y bajo condiciones que provocan estrés oxidativo
como la malnutricién, numerosas enfermedades, la exposicién a determinadas drogas y la

contaminacién ambiental.

El mecanismo de entrecruzamiento involucra la extraccion de un atomo de H del
grupo metilo de la timina por el radical ‘OH y la adicién del radical timina resultante al
carbono de la posicion 3 del anillo de tirosina y la oxidacion del aducto resultante
(Dizdaroglu M. et al. 1989) como se muestra en la figura 4. Entrecruzamientos entre
timinas y tirosinas fueron detectados por IR en dosis menores a 0.1Gy y la produccién de

DPCs mostro ser lineal hasta 100Gy.
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Figura 4 . Los radicales hidroxilo inducen entrecruzamientos DNA- Proteina involucrando una timina y una
tirosina. La formacion de este aducto ocurre como resultado de la extraccion de un atomo de H por un radical
OH, del grupo metilo de la timina, seguido por la adicion del radical timina resultante al carbono 3 de la
tirosina y finalmente la oxidacién del aducto resultante (Dizdaroglu M. et al., 1989)

La reaccion del radical OH con timina, ocurre principalmente en el doble enlace entre
los carbonos 5y 6 (~ 60% y ~30% respectivamente en las posiciones 5y 6) y la

abstraccién del H del grupo metilo de la tirosina solo ocurre en el 10% de las veces.

Se tiene gran interés en identificar las proteinas que se entrecruzan con el DNA in
vivo. El hecho de que se hayan identificado los principales aminoacidos involucrados en
los DPCs puede ayudar a determinar la identidad de las proteinas presentes en los DPCs

analizando su composicion y si establecen contacto con el DNA.
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Proteinas involucradas en los DPC.

Identificar a las proteinas que se entrecruzan con el DNA por exposicion a agentes
genotdxicos nos permitird entender las consecuencias biolégicas de los DPCs vy
probablemente inducir sus mecanismos de reparacién. Un gran numero de investigadores
han intentado identificar dichas proteinas utilizando sistemas in vitro con proteinas y DNA
purificados o aislando DPCs de células expuestas a genotoxicos. Varias proteinas han
demostrado ser capaces de entrecruzarse con DNA in vitro, pero la relevancia de esta
informacién en una situacion in vivo es incierta. Algunos reportes sugieren que in vivo solo
las proteinas con dominios de unién a DNA se pueden entrecruzar con este, mientras que
otros sugieren que casi cualquier proteina puede potencialmente entrecruzarse con el
DNA.

Entre las proteinas biol6gicamente relevantes que se han encontrado formando parte
de los DPC in vivo, se encuentran: actina, lectina, aminoglucésido nuclotidil transferasa,
histonas, proteinas de choque térmico (GRP-78), citoqueratinas, vimentina, proteina
disulfido isomerasa, factores y cofactores de transripcion como el receptor de estrégeno,
desacetilasas de histona 1, hnRNPK, HET/SAF-B ( tabla 1).

Se identificaron las proteinas entrecruzadas con el DNA en células tratadas con cromo
o IR, aislando DPCs por el método de precipitacion selectiva con SDS/K+, Urea.
Posteriormente el DNA se digiri6 con DNasa 1 y las proteinas aisladas se analizaron por
2D-SDS-PAGE (que permite una identificacion de proteinas en base a su peso molecular
y Pl y se confirma usando métodos inmunoldgicos). En este estudio se identificaron 20
proteinas, entre las mas abundantes estd la actina (20% del total de proteina), la
aminoglucésido nucleotidil transferasa y la lectina (Mattagajasingh S. N y Masra H. P
1996).

De igual forma Miller y colaboradores en 1991 demostraron el entrecruzamiento de
actina al DNA en células de Hamster expuestas a cromo o cisplatino. La actina también
se encontrd entrecruzada con el DNA en células de rifion bovino y células humanas de
carcinoma mamario expuestas a alcaloides (Coulombe RAJ. et al. 1999). Fue también
una de las principales proteinas entrecruzadas con el DNA en células tratadas con
cisplatino y mitomicina C. En el estudio de Vander Waal y colaboradores (2002), se
demostré mediante métodos inmunolégicos que el cisplatino induce el entrecruzamiento
de al menos 4 proteinas con el DNA en células humanas entre ellas la disulfuro

isomerasa.
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Proteina Agente entrecruzador Referencia
Actina. Cromo Miller C.A. (1991)
Mattagajasingh S.N. (1999)
Cisplatino Coulombe R.A. (1999)
Mitomicina C
Pirrolicidina
Alcaloides
Lectina. Cromo Miller C.A. (1991)
Aminoglicosido
Nucleotidil transferasa. Cromo Millar C.A. (1991)

Histonas H1, H2A

Formaldehido

O’Connor P.M. (1989)

H2B, H4.

Histona H3 Formaldehido O’Connor P.M. (1989)
Gilvocarcina V Matsumoto A. (2000)

Proteina 78 regulada por | Gilvocarcina V Matsumoto A. (2000)

glucosa

Arsénico Ramirez P. (2000)
Citokeratinas

Formaldehido Tolstonog G.V. (2001)

Vimentina Bioproductos Tolstonog G.V. (2001)
metabolicos
Valder Waal R.P. (2002)
Proteina disulfido-isomerasa Cisplatino
Samuel S.K. (1998)
Deacetilasa de Histona 1 Cisplatino

Tabla 1. Proteinas entrecruzadas con DNA por distintos agentes genotdxicos.

Se han reportado diversas proteinas entrecruzadas con el DNA por tratamientos con
arsénico. Aislando DPC de células hepéticas humanas bajo tratamientos con NaAsO, por
el método de precipitacion selectiva de segmentos de DNA unidos fuertemente a
proteinas empleando SDS/KCI vy separando las proteinas por SDS-PAGE se verifico la
presencia de citoqueratinas mediante anticuerpos (Ramirez P. et al. 2000). Sin embargo
con las concentraciones de NaAsO, empleadas en ese estudio, los DPC pueden
revertirse con concentraciones altas de sales, lo que sugiere que se trata de asociaciones

no covalentes entre las 2 macromoléculas.
La proteina estructural vimentina que forma parte del ‘andamiaje’ nuclear se ha
encontrado en DPC inducidos por formaldehido. Sin embargo la vimetina puede

desprenderse del DNA por calor, lo que indica que no se trata de una asociaciéon
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covalente debido a su naturaleza termolabil. La vimentina también se encontr6
entrecruzada con DNA en células sometidas a estrés oxidativo y células senescentes, lo
gue sugiere que otros subproductos del metabolismo también inducen el

entrecruzamiento de esta proteina con el DNA.

La histona H3 y la proteina de choque térmico GRP-78 se han identificado por
inmunoblotting en DPCs en fibroblastos humanos inducidos por  gilvorarcinas
(antibioticos antitumorales naturales). No hay consenso entre los reportes donde se
detectan proteinas histonas involucradas en los DPC. Miller y colaboradores en 19991
trataron una mezcla de actina e histonas con un bacteriéfago de DNA y compuestos de
cromo in vitro y encontraron que las histonas no se entrecruzan con el DNA con la misma
eficiencia que la actina. Probablemente su resultado se deba al hecho de que el cromo
tiene una gran afinidad por los grupos sulfhidrilo por lo que induce entrecruzamientos a
través de estos grupos, pero hay muy pocos grupos sulfhidrilo en las proteinas histonas
(Mattagajasingh SN. y Misra HP. 1996).

Sin embargo las histonas se han encontrado abundantemente en los DPC inducidos
por formaldehido, estas proteinas se entrecruzan con el DNA mediante enlaces entre
grupos aminos (O’ Connor PM y Fox BW 1989; Singer B. y Grunberger D. 1983; Millar
CA. y Costa M 1989). Las histonas de mamifero se entrecruzan fuertemente con el DNA
en presencia de aldehidos tanto en células como en sistemas libres de células (Quievryn
G. y Zhitkovich A. 2000; Voitkun V. y Zhitkovich A. 1999; Kuykendall JR. y Bogdanffy MS.
1992, Kuykendall JR. y Bogdanffy MS. 1994).

La eleccion del agente inductor de DPC puede explicar porque en algunos trabajos se
reportan histonas fuertemente entrecruzadas con el DNA mientras que en otros no. La
induccién de entrecruzamientos DNA-histonas por IR es controversial. Algunos trabajos
(Gajewski E. et al. 1988 y Dizdaroglu M. et al. 1989) han demostrado que la IR promueve

entrecruzamientos DNA-histonas in vitro de manera dosis dependiente.

Mee y Adelstein (1981) examinaron la induccion de DPC por radiacion empleando
fibroblastos de pulmdén de hamster y mostraron que el ndcleo de histonas (H2A, H2B, H3
y H4) son las proteinas mas abundantemente involucradas en los DPCs. La falta de

consenso entre los trabajos de induccion de entrecruzamientos DNA-histonas se debe al
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hecho de que en cada estudio se utilizan distintos métodos de induccion, aislamiento y
cuantificacibon de DPCs. Considerando que los agentes inductores de DPCs tienen
distintos mecanismos de accion, es posible que las histonas solo sean sustrato para

algunos tipos de reacciones.

Distintos métodos de aislamiento y analisis pueden fracasar en la deteccidon de
proteinas poco abundantes entrecruzadas con el DNA y la deteccién también puede ser
afectada por la solubilidad de dichas proteinas. Las proteinas HMG son sumamente
moviles (Agresti A y Bianchi ME. 2003) y abundantes, frecuentemente se asocian al DNA
de manera transitoria y ocasionalmente pueden quedar “atrapadas” en una reaccion de
entrecruzamiento. Estas proteinas desempefian importantes funciones modificando la
compactacion de la cromatina para promover el acceso a nucleosomas ademas de
estimular la replicacion y la trascripcion (Bustin M. 2003). La alta afinidad de las proteinas
HMG por el DNA dafiado incrementa la probabilidad de eventos de entrecruzamiento
durante tratamientos prolongados con sustancias genotoxicas. Las proteinas HMG se han
identificado entrecruzadas in vitro con un sustrato sintético de DNA dafiado con Oxido
Nitrico (Nakano T. et al. 2003).

Rajski SR. y colaboradores en 1998 y 2000 aislaron complejos HMG-DNA de células
tratadas con las drogas antitumorales FR-66979 y FR-900482 (y no en las células sin
tratamiento) empleando un anticuerpo contra HMG. En este estudio, las proteinas
entrecruzadas se liberaron del DNA por digestion con proteinasa K, lo que dificulta
determinar si la union entre las dos macromoléculas es o no de naturaleza covalente. Se
ha demostrado que la afinidad de la proteina HMG-B1 por el DNA no dafiado es muy
débil, mientras que su afinidad por estructuras inusuales del DNA es muy fuerte (Agresti
A. y Bianchi ME. 2003). Las proteinas se unen fuertemente al DNA dafiado por cromo y
forman complejos HMG-Cr-DNA muy estables en 0.5M de NaCl (Wang JF. et al. 1997) y
la afinidad de HMG-B2 por DNA modificado por cisplatino es 10 veces mas estable
(Billings PC. et al. 1992).
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Entrecruzamientos de enzimas de replicacion y reparacion con el DNA.

Se han demostrado experimentalmente, entrecruzamientos entre proteinas de
reparacion y replicacion del DNA con su sustrato. El 4cido hipoclorito HOCI es capaz de
entrecruzar DNA purificado monocatenario con proteinas con dominios de union a DNA in
vitro (Kulcharic PA. y Heinecke JW, 2001). El metilglioxal induce entrecruzamientos entre
el fragmento Klenow purificado y un sustrato sintético de DNA (Murata-Kamiya N. y
Kamilla H. 2001).

La lesibn 2 deoxiribonolactona, es un sitio abasico producido por una variedad de
agentes gque dafian el DNA incluida la IR. Sustratos de DNA con esta lesion se incubaron
en reacciones separadas con distintas proteinas: Endonucleasa Il de Escherichia coli ,
endonucleasa VIII, FPG (formamidopirimidina glicoxilasa) o NEIL luna glicosilasa de DNA
de mamifero (Rosenquist TA. et al. 2003), dando como resultado el entrecruzamiento de
cada una de dichas proteinas con el sitio de lesidn del sustrato (Hashimoto M et al 2001).
Otro estudio demostrd que la lesién 2 deoxiribonolactona se puede entrecruzar con la
DNA polimerasa 3 (DeMott MS. et al. 2002).

El 6xido nitrico NO es un producto de la inflamacién y un conocido factor de riesgo
para muchos tipos de cancer. El NO induce dafio genético incluyendo DPCs (Suzuki T. et
al. 2000). Un tipo de dafio a DNA inducido por la nitrosacién de la guanina por NO es la
formacion de oxanina (Oxa). Cuando se incubd un duplex sintético de DNA que contenia
sitios Oxa con proteinas de reparacion, se observaron entrecruzamientos covalentes entre
los sitios Oxa y las proteinas de reparacion del DNA (Nakano T. 2003). Las proteinas de
reparacion de E. coli: Endo VIII, Fpg, Alka y la de mamifero hOGG1 (Que reconoce y se
une a las bases dafiadas), forman DPC rapidamente, mientras que histonas y proteinas
HMG forman DPCs mas lentamente en E. coli. La proteina Endo Ill de E. coliy hNTH1 y

MMPG de mamifero, no formaron DPCs en E.coli .
La inactivaciéon por calor de enzimas glicosilasas previa a su incubacién con su

sustrato con sitios Oxa inhibié la formacién de DPC, lo que indicé que se requiere de la

forma activa de dicha enzima para la formacion de DPC. Sin embargo, en el caso de las
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histonas, su inactivacion con calor previa a la incubacion con el DNA no influyé en la
formacion de DPC. La formacion de DPC fue detectada por retardamiento en la migracion
de DNA en geles de electroforesis (estos estudios in vitro emplean grandes
concentraciones de proteinas purificadas y pueden no reflejar lo que sucede en los

sistemas bioldgicos).

Dichos resultados sugieren que algunos tipos de dafio al DNA son sustratos reactivos
para las enzimas de reparacién y al entrar en contacto ambas moléculas se genera un
dafio adicional, los DPCs, que previenen su propia reparacién. Sin embargo no es claro si
las proteinas HMG se unen al DNA dafiado para reclutar factores de reparacién como en
el caso de HMG de unién a desoxiguanosina en el DNA (Krynetski E.Y. et al. 2003), o se
unen al DNA dafado inespecificamente porque reconocen un sitio de union,
convirtiéndose en un escudo para la reparacién del DNA como en el caso de la unién de
HMG al DNA alterado por cisplatino (Nagatani G. et al. 2001).

Es importante determinar cuales son las proteinas responsables de reconocer los
distintos tipos de DPC y activar su reparacion. Claramente el entrecruzamiento de las
enzimas de reparacion con su sustrato, interfiere negativamente con los procesos de
reparacion. Es muy probable que el reparosoma que se desplaza a lo largo del DNA

buscando lesiones en su sustrato, quede atrapado al unirse covalentemente a este.

Entrecruzamiento del DNA con la matriz nuclear.

La matriz nuclear es una red tridimensional necesaria para la organizacion del DNA y
la estructura y funcion nuclear. Esta estructura esta constituida por la membrana nuclear,
la ldmina nuclear, las proteinas del poro nuclear, una red interna de proteinas
ribonucleares y proteinas nucleolares (Leman E.S y Betzenberg R.H 2002). La matriz
nuclear contiene sitios de anclaje para DNA conocidos como regiones de unién a matriz
(MARs por sus siglas en ingles matrix attachment regions) y el DNA se organiza en

“loops” (vueltas) de 50-200Kpb entre esos sitios de anclaje.

Las proteinas de la matriz nuclear se han asociado con procesos tales como la

replicacion del DNA, la trascripcién y reparacién (Leman E.S y Betzenberg R.H 2002).
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Algunas proteinas aisladas de DCPs como la actina estdn asociadas con la matriz
nuclear y estdn asociadas con dichos procesos (Miller CA. et al 1991). Otras proteinas
como la de los filamentos intermedios de vimentina, se han encontrado entrecruzadas con
el DNA y asociada con matriz nuclear (Tolstonog GV. et al. 2001; Tolstonog GV. et al.
2002). Dado que la vimentina puede unirse a DNA y entrecruzarse particularmente en
secuencias MARs y también se une a histonas, se ha propuesto que esta proteina esta

involucrada en la remodelacion de la cromatina (Tolstonog GV. et al. 2002).

Se ha demostrado que el cisplatino induce entrecruzamientos entre DNA y Proteinas
de matriz nuclear (Samuel S.K. et al 1998; Spencer V.A. 2001). Los DPCs se aislaron de
células cancerosas de mama y los perfiles proteicos fueron comparados por 2D-SDS-
PAGE (Samuel S.K. et al 1998; Spencer V.A. 2001). La mayoria de las proteinas
entrecruzadas con el DNA por el cisplatino fueron proteinas de matriz nuclear. El
cisplatino también entrecruz6 factores de trascripciébn con el DNA, lo que sugiere un
mecanismo de inhibicion de la trascripcién por agentes entrecruzadores (Samuel S.K. et
al 1998). Adicionalmente los perfiles de proteinas de matriz nuclear entrecruzadas con el
DNA cambiaron en las células de cancer de mama en los diferentes estados de la
enfermedad (Spencer V.A. 2001).

Balasubramaniam y Olenick ( 1995) demostraron que la radiacion ionizante induce
entrecruzamientos entre las regiones MARs del DNA y las proteinas de matriz nuclear. La
unién covalente del DNA a la matriz nuclear puede resultar en una seria desregulacion de
los procesos metabdlicos del DNA. Diversos estudios indican que las proteinas de matriz
nuclear se encuentren ciertamente involucradas en los DPCs (Rajski S.R. & Williams
R.M. 2000; Xue L.Y. et al 1994; Balasubramaniam U. & Oleinick N.L 1995; Oleinick N.L.
1986, entre otros).

Los DPCs podrian alteran el superenrollamiento del DNA al modificar las interacciones
temporales del DNA con la matriz nuclear, pueden influir en la reparacion del DNA y otros
procesos al alterar su conformacion, habilidades de remodelacién y/o accesibilidad. Los
efectos de los DPCs en el control dinamico de los procesos metabdlicos requieren

estudios adicionales.
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Reparacion enzimatica de los DPCs.

Algunos tipos de DPCs tienen una vida media larga en comparacion con otros tipos de
dafio celular y persisten a lo largo de varios ciclos de replicacion del DNA (Tsapakos M.J.
et al 1983; Cupo D.Y y Wetterhahn K.E 1985) o son solo parcialmente reparados
(Sugiyama M. et al. 1986), lo cual puede resultar en alteraciones permanentes en el DNA
teniendo serias consecuencias para los procesos de replicacion transcripcion y reparacion
(Oleinick N.L. et al 1987).

Se ha reportado un nivel basal significativo de DPCs en algunos tipos de células de
mamifero (Olinski R. et al. 1992; Voitkun V. y Zhitkovich A. 1999), y en ratones la
frecuencia de DPCs se incrementa con la edad (Izzotti A. et al 1999; Zahn R.K. et al
1999). En células de mamifero el proceso de envejecimiento y otros tipos de estrés celular
(enfermedades, exposicién a drogas, radiacion ionizante, contaminacién, etc.) dan como
resultado la acumulacion de distintos tipos de lesiones en el DNA incluyendo los DPCs
debido a la oxidacion (Izzotti A. et al 1999; Zahn R.K. et al. 1999). Sin embargo, gran
parte de los DPCs inducidos por agentes exdgenos son removidos del genoma con el
tiempo (los estudios de remocién de los DPCs son complejos, debido a la inestabilidad

quimica de los distintos tipos de DPCs).

Se han detectado DPCs en células de rifibn de rata después de 18 horas de
tratamiento con compuestos de niquel (Chakrabarti S. K. et al. 2001). El nitroacetato
férrico induce entrecruzamientos entre timinas y tirosinas en las células de rifion de rata
Wistar en tratamientos de 24 horas (tiempo aproximado que dura la mitosis), pero los
niveles de DPCs disminuyeron a nivel de los controles el dia 19 después del tratamiento,

lo que sugiere una activa reparacion de estas lesiones (Toyokuni S. et al 1995).

Quieveryn y Zhitkovich (2000) reportaron una vida media de los DPCs inducidos por
formaldehido de entre 11.6 y 13 horas en tres lineas celulares humanas (de piel, pulmén y
riidn). La vida media reportada de los DPCs inducidos por formaldehido en linfocitos
humanos de sangre periférica fue mayor (~ 18 horas) probablemente se deba a la baja
eficiencia en la reparacién en linfocitos (Barret J.M et al 1995). Los entrecruzamiento
inducidos por cromo también se reportan de vida media larga en linfocitos humanos
(Zhitkovich A. et al. 1998).
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Muchos de los agentes inductores de DPCs, tales como la radiacion ionizante,
metilglioxal y cisplatino, también inducen entrecruzamientos inter, o intra catenarios en el

DNA, del mismo modo que DPCs.

.,.Como se censan los DPCs a nivel celular?

La asociacion de proteinas con el DNA ocurre comunmente en los procesos celulares.
Los mecanismos por los que la célula distingue entre una proteina asociada con el DNA
apropiadamente y una que esta unida covalentemente, se desconocen. Se propone que
los DPCs pueden ser reconocidos debido al “abultamiento” y/o distorsién que forman en la
doble hélice, o tal vez son reconocidos porque bloquean el paso de la maquinaria de
remodelacién de la cromatina, replicacion, transcripcion, o incluso la maquinaria de
reparacion de otros tipos de lesiones de DNA.

,.Cémo se reparan los DPCs?

Dependiendo de la quimica del entrecruzamiento y del tamafio y la orientacion de la
proteina involucrada, estas lesiones pueden ser sustrato de distintas vias de reparacion.
La reversion por quelacion puede tener lugar cuando la proteina se une al DNA mediante
conjugacion con un metal como se observa en la figura 5. La reversion por hidrolisis

(figura 5B) fue demostrada en los DPCs inducidos por formaldehido.

Algunos DPCs forman distorsiones tipo “bulto” (bulkys) en la doble hélice y son
presumiblemente sustrato para la via de reparacion por escision de nucleétidos NER que
se observa en la figura 5C. Es posible que el entrecruzamiento de un proteina con una
porcion extensa de DNA impida el acceso de la enzimas de reparacion y estas lesiones
requieren en principio ser “desabultadas” (de-bulqued) por proteasas antes de ser
procesadas por la maquinaria de reparacion por escisién de nucleétidos (NER) o alguna
otra via de reparacion, como se observa en la figura 5D. Alternativamente, se puede
requerir una combinacién de diversas vias de reparacion como se observa en la figura 5E.
Varias evidencias sugieren que los entrecruzamientos de DNA en procariontes se reparan
mediante un mecanismo de incisiébn recombinante que involucra componentes de NER y
reparacion por recombinacion homologa (HRR) (Thompson L.H. 1996; Legersky R.J. y
Richie C. 2002). Este mecanismo se ha sugerido en bacterias como el responsable de

establecer “nuevas horquillas de replicacion” (Cox M. 2002).
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Figura 5. Rutas potenciales de reparacion de DPC: Estos aductos pueden ser reparados por A) Reversion por
quelacion, B) Reversion por hidrélisis, C)Reparacion por escision de nucleétidos NER, D) Degradacion parcial
proteolitica seguida de NER u otro mecanismo de reparaciéon E) Reparacion por incisién y recombinacion
homologa. (Barker S. et al. 2005).

Estudios previos sugieren que ciertamente hay reparacion activa de DPCs en células
de mamifero pudiendo estar involucradas mas de una via de reparacion. Sin embargo el
papel de NER o HRR en la reparacién de DPCs no son del todo claros. La participacion
de la via de reparacién NER en la remocién de DPC inducidos por formaldehido se ha
examinado en diversos tipos de células humanas e in vitro con Histona H1, empleando el
método de precipitacion con SDS (Quiervryn G. y Zhitckovich A. 2000), y se encontré que

los DPC inducidos por formaldehido in vitro fueron removidos por hidrélisis.

Los DPC en células de pulmén, rifidn y fibroblastos humanos tienen una vida media
menor en comparacién con los DPC inducidos por formaldehido estudiados in vitro (es
decir en sistemas libres de células), lo que sugiere que hay un activo sistema de
reparacion celular involucrado en la remocion de DPC. En linfocitos humanos donde se
sabe que tienen una eficiencia de reparacion por NER menor debido a su estatus de
diferenciacion terminal, han demostrado tener un nivel mas bajo de eliminacion de DPC
en comparacion con otros tipos celulares analizados. Sin embargo lineas celulares con
deficiencia en la reparacién NER, XPA y XPF presentaron una vida media de DPC similar
a las células normales, lo que sugiere que la reparacién NER podria no estar involucrada

en la remocién de DPC.
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Interesantemente las células XPA y mas marcadamente XPF son sensibles a muerte
celular por exposiciéon a formaldehido. Aunque el formaldehido induce otros tipos de dafio
al DNA que son sustrato para NER, la sensibilidad diferencial de las células XPA y XPF
puede deberse a la participacion de la proteina XPF en la reparacion de dafio a DNA por

otra via.

También se ha observado una sensibilidad diferencial a los agentes entrecruzadores
en células XPF, en comparacion con XPA (Murray D. et al. 2002), y otros estudios han
sugerido la participacion de la proteina XPF pero no la XPA en una via de reparacion de

entrecruzamientos dependiente de la recombinacion (Li. L. et al. 1999).

Puede notarse sin embargo que la inestabilidad quimica de muchos DPC, que nos da
idea directamente de la reparacion diferencial de entrecruzamientos en distintos tipos
celulares, no nos da informacién para identificar las proteinas involucradas en la
reparacion de DPC, en cambio los estudios de sensibilidad en células mutantes a morir

por exposicién a agentes inductores de DPC pueden ser mas relevantes en este sentido.

Los célculos de induccién y remocion de DPC son afectados por limitaciones en los
métodos empleados para su aislamiento y cuantificacion. Cuando se analizaron células
V79 de Hamster inducidos por cromo, los DPC se detectaron mediante un ensayo cometa
observandose una reduccion en la longitud del cometa dosis dependiente (Merk O. et al.
2000).

La remocion de DPC inducidos en células normales y deficientes de reparacion NER
como XPA o deficientes en reparacion de entrecruzamientos intracadena como las células
humanas FA-A se analiz6 mediante ensayo cometa alcalino (Speit G. et al. 2000). Tanto
las células XPA como las FA-A mostraron una longitud similar a la de células normales en
el ensayo cometa después de los tratamientos con formaldehido, lo que indic6 que no
hubo diferencias en los niveles de inducciéon de DPC. De igual forma, no se encontraron
diferencias en longitud del cometa en los tres tipos celulares tratados con formaldehido
después de pasar varios periodos de reparacion, lo que indica que no hubo diferencias en
la remocién de DPC entre células normales y lineas celulares con deficiencias en sus vias
de reparacion. Sin embargo se encontré correlaciébn dosis dependiente entre las

concentraciones de formaldehido y la induccién de microndcleos en estas lineas celulares
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humanas. La induccién de microndcleos puede deberse a una reduccién en la reparacion
de DPC y fue significativamente mayor en las lineas deficientes en la reparacion,
particularmente en la linea XPA, lo cual propone un papel para NER en la reparacion de
DPC.

Alternativamente puede ser que lostipos quimicamente distintos de entrecruzamientos
son reparados por distintos mecanismos y que la reparacién NER solo esta involucrada
en la reparacion de algunos tipos de DPC, pero no en otros. Los DPC inducidos por
transplatino se han reportado mas persistentes en células XPA (Fornace AJ. y Little JB.
1979).

Un estudio mas reciente (Novakova O. et al. 2003) examino la efectividad de NER en
la remocion de DPC inducidos por un analogo de transplatino, el trans-[PtCl,(Eminoeter);]
(trans-EE). Los DPC sintéticos fueron generados por la reaccion de trans-EE con un
oligonucledtido para inducir un monoaducto, el cual fue después combinado con la
Histona H1 para generar DPC. Un entrecruzamiento de doble cadena fue el sustrato
empleado en una reaccion in vitro para calcular la eficiencia de incision de estas lesiones

por extractos de células de roedores o humanos.

La incubacién del sustrato control para NER contenia un monoaducto inducido por
trans-EE o un entrecruzamiento intracadena inducido por cisplatino, los productos de
incision generados por la maquinaria de NER fueron dos oligonucleétidos de 24 y 30
nucleotidos cada uno, mientras que los sustratos de DPC inducidos por trans-EE no
mostraron incision, lo que indic6 que NER es incapaz de reconocer y/o escindir este tipo
de lesiones in vitro. Estos ensayos de reparacion fueron realzados in vitro y los
entrecruzamientos DNA-proteina empleados, fueron de cadena sencilla, seria interesante
ver si los DPC son el tipo de reacciéon inducida por el analogo de transplatino
predominante in vivo cuando esta presente la cadena complementaria del DNA vy si estas

lesiones inducidas por trans-EE también son refractarias para NER.

Recientemente se demostrd que el sistema NER es efectivo en la reparacién de dafio
a DNA inducido por cromo. Esto se determin6é midiendo las cantidades iniciales y
remanentes de cromo unido a DNA en células humanas XPA, XPC y XPF (Reynolds M. et

al. 2004). Dado que el cromo induce un gran numero de formas de dafio a DNA, este
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estudio intentd discernir la influencia de NER especificamente en la reparacion de
entrecruzamientos inducidos por cromo. Se entrecruzaron cisteinas con un plasmido
mediante tratamientos con cromo y esos plasmidos se transfectaron en células XPA y
células XPA+ (como controles). Las células XPA exhibieron efectos mutagénicos vy
genotoxicos significativamente mayores después de la replicacion del plasmido que
contenia el entrecruzamiento, lo que sugiere la importancia de la via de reparacion NER
en el caso de DPC inducidos por cromo. Sin embargo este analisis involucra solo un
aminodcido entrecruzado al DNA, y el efecto de una proteina completa entrecruzada con

el DNA puede ser distinto.

Usando un sustrato sintético entrecruzado con una enzima (T4 pirimidina dimer-DNA
glicosilasa), se demostr6 que el complejo UvrABC de E. Coli fue capaz de hacer una
incision en el DNA en el sitio de DPC. Se observaron dos cortes en la misma hebra del
DNA, una en el enlace fosfodiéster ocho a partir del extremo 5’ terminal y la otra en el
enlace fosfodiéster cinco a partir del extremo 3'. Estos procesos de incision in vitro fueron
mas eficientes que cortes en sustratos con sitios apuricos o apirimidinicos, pero fueron
solo la mitad de eficientes en comparacién con aductos de benzo(a)piredo diol epéxidos.

No se han hecho estudios de reparacion in vivo por escision con el sistema UvrABC.

Los mecanismos de reparacion de complejos DNA-topoisomerasa pueden
proporcionarnos ideas para vislumbrar los mecanismos de reparacion de otros tipos de
DPC. La tirosil-DNA-fosfodiesterasa | (Tdpl) es una enzima capaz de remover complejos
DNA-topoisomerasa 1 terminales. Su actividad consiste en catalizar la reaccion de
hidrdlisis de enlaces fosfodiester 3’ terminales, pudiendo remover proteinas distintas a
topoisomerasa 1 del extremo 3’ del DNA (Connelly J.C. y Leach D.R. 2004). Tdpl actua
tanto en la reparacion de rompimientos sencillos de cadena como en la reparacion de
DPC, mediante cortes de cadena sencilla 0 doble cuando se encuentra con estas lesiones

durante la replicacion o transcripcion (Connelly J.C. y Leach D.R. 2004).
En levaduras se ha demostrado mediante el uso de mutantes para NER y HRR que los

cortes de doble cadena en el DNA producidos por Tpdl son sustrato de las vias de

reparacion de dobles rompimientos de cadena DSB.
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£.Cémo se reparan los DPC inducidos por radiacién?

Se ha investigado el papel de NER en la reparacion de DPC inducidos por radiacion,
calculando la tasa de remocion de dichos DPC en células de hamster deficientes en el
mecanismo NER bajo condiciones de hipoxia mediante elusion alcalina( Meyn R.E. et al.
1987). Las células del tipo silvestre AA8 removieron 80% de sus DPC en 24 horas,
mientras que las células deficientes en NER UV41 (XPF) removieron Unicamente 20% de

sus DPC en el mismo periodo.

Como se menciond anteriormente, las células UV41 son significativamente mas sensibles
a morir por radiacion ionizante en condiciones de hipoxia que las células de tipo silvestre
AA8, lo que sugiere que una deficiencia en la reparacion de DPC (formados
preferentemente en condiciones de hipoxia) incrementa la radiosensibilidad celular. Se
reportaron datos simlares de sobrevivencia para las células de hamster de la linea UV20
(ERCCY) deficientes en NER en comparaciéon con células del tipo silvestre (Murray D. et
al. 1996). Sorprendentemente, la tasa de reparacion de DPC inducidos por radiacion
ionizante en células UV41 bajo condiciones aerobias parece normal (Chiu S.M. et al.
1995). Al parecer los DPC inducidos bajo condiciones de hipoxia parecen ser distintos de

aquellos inducidos en condiciones aireadas, lo cual influye en su reparacion.

Otras lineas celulares de hamster deficientes en NER, sobretodo aquellas con defectos
en los genes XPB y XPD no exhiben este fenotipo de radiosensibilidad bajo condiciones
de hipoxia (Murray D. y Rosenberg E. 1996), lo que sugiere que estos DPC no son
reparados por NER propiamente. El fenomeno de radio sensibilizacion hipoxia especifico,
parece estar restringido a defectos genéticos que influyen tanto en NER como en HRR
(Murray D. y Rosenberg E. 1996; Murray D. et al. 2002). Lo que sugiere que esta via es la
responsable de la reparacién de DPC inducidos por radiacion ionizante IR en hipoxia. La

IR también promueve la formacién de entrecruzamientos entre ambas cadenas del DNA.
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La actividad de proteasa podria estar involucrada en la reparacién de DPC.

Quiervyn y Zhitkovich (2000) demostraron que los DPC inducidos por formaldehido
fueron removidos en parte por degradacion proteolitica porque la pérdida de DPC fue
inhibida parcialmente cuando las células fueron incubadas con lactacistina, un inhibidor
especifico de proteosoma. Sin embargo las proteinas reguladoras del ciclo celular,
factores de transcripcion y moléculas de sefalizacion también son sustrato para
degradacién proteolitica; adicionalmente, inhibir la protedlisis puede afectar la induccién,
remocion y reparacion de DPC por mecanismos adicionales a la simple degradacion

proteolitica de las proteinas entrecruzadas.

Estudios tempranos demostraron que los complejos covalentes entre DNA vy
topoisomerasa 1 inducidos por camptotecina fueron ubiquitinados y posteriormente
sometidos a degradacion proteolitica (Desai S.D. et al. 1997) y este mecanismo podria
estar actuando en la remocién de otros tipos de DPC. La degradacién proteolitica podria
no remover la proteina completa y dejar un péptido pequefio o un solo aminoacido
aductado con el DNA que seria sustrato para otra via de reparacion como NER (figura
5¢).

Estudiando la actividad enzimética de Tdpl se ha observado que es mas efectiva en
sustratos que contienen una proteina desnaturalizada o digerida proteoliticamente en
comparacion con sustratos que contienen proteinas nativas (Connelly J.C. y Leach D.R.
2004). Aunque no se ha demostrado la participacién de la enzima Tdpl en la reparacion
de otros tipos de complejos covalentes (distintos a los que se forman entre el DNA vy la
Topoisomerasal), es posible que esta enzima u otra con actividad catalitica similar
pudiera estar involucrada en algun paso de las vias de reparacion de DPC posterior a la

digestién proteolitica.
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Posibles implicaciones de los DPCs.

Con la finalidad de identificar secuencias de DNA entrecruzadas con proteinas,
indujimos DPCs mediante tratamientos con NaAsO,, puesto que se ha demostrado que el
Arsénico ademas de provocar el desarrollo de cancer de piel, higado, pulmén y vejiga, de
igual forma es un elemento capaz de inducir entrecruzamientos entre DNA y proteinas en

lineas celulares hepéticas

El conocimiento de las secuencias de DNA entrecruzadas por Arsénico es interesante
considerando de que diversas poblaciones humanas (entre ellas algunas poblaciones en
México), se encuentran expuestas a este metal ambiental u ocupacionalmente. El
identificar secuencias codificantes o regulatorias dentro de los DPC nos daria informacion
sobre los efectos que estas lesiones producen en el DNA, podrian estar inhibiendo la
trascripcion de genes, puesto que la unién covalente de proteinas con dichas secuencias

impediria el reconocimiento y transito de la maquinaria de trascripcion.

El identificar secuencias a-satelite centromericas en los DPCs nos dar& evidencia de
efectos de estos aductos en el ciclo celular, dado que las secuencias centromericas
juegan un papel preponderante durante la segregacion cromosomica dado que dichas
secuencias son reconocidas por proteinas del huso mitotico para conducir a los
cromosomas a los polos nucleares, de tal suerte que si hay proteinas enmascarando
estas secuencias de reconocimiento, se estarian promoviendo alteraciones en la

segregacion cromosomica.

Las secuencias ribosomales son reiteradas en los genomas, estas secuencias
codifican para los distintos RNAs necesarios para el metabolismo de sintesis de
proteinas. Es sabido que dichas secuencias interactian dinamicamente con proteinas de
matriz nuclear para su ordenamiento y regulacion. De tal suerte que si las interacciones
entre secuencias ribosomales y proteinas de matriz nuclear se tornan irreversibles, se
provocaria desregulacion en la expresién de dichos genes, asi como alteraciones en los

patrones de ordenamiento nucleares y nucleolares.
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La Matriz nuclear es una red tridimensional necesaria para la organizacion del DNA y
la estructura y funcién nuclear. La matriz nuclear contiene sitios de anclaje para DNA
conocidos como regiones de union a matriz nuclear (MARs por sus siglas en ingles matrix
attachment regions) y el DNA se organiza en “loops” (vueltas) de 50-200 Kpb entre estos
sitios de anclaje. Se ha documentado que estas estructuras desempefas un papel
importante en mecanismos de regulacibn de la trascripcibn en la induccion o
silenciamiento de genes, vy si se altera la dinamica de dichas secuencias, se afectaria la

remodelacion de la cromatina y con ello el metabolismo de trascripcion.

Planteamiento del problema.

Se han identificado algunas de las proteinas que se entrecruzan con el DNA formando
DPC (proteinas cromosomales, proteinas de matriz nuclear, citoqueratinas, factores de
trancripcion, polimerasas, etc.). Sin embargo no se han descrito secuencias de DNA
presentes en los DPC. Su conocimiento podria explicar mas detalladamente el impacto

gue estas formaciones tiene sobre la biologia de la célula.

Objetivos.

e Aislar, amplificar y secuenciar los segmentos de DNA entrecruzados con proteinas

inducidos por NaAsO, en células hepaticas humanas.

e Identificar secuencias de los genes de RNA ribosomal (5.8s, 18s y 28s),
secuencias teloméricas y secuencias a-satelite de centrémero en el DNA

entrecruzado con proteinas por induccion de NaAsO,
e Estimar mediante Dot Blot si entre las secuencias de DNA obtenidas de los DPC

se encuentran secuencias de union a matriz nuclear MARs. Utilizando para ello

las secuencias MARSs bien caracterizadas en 1 Kb en el cromosoma 19.
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Métodos.

Cultivo de células.

Células de la linea Hep G-2 se sembraron en cajas de Petri de plastico con
10 mililitros de Medio Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) de Sigma
suplementado con 8% de suero fetal bovino (Gibco BRL 16000-044), 1% de
aminoéacidos no esenciales (Gibco BRL 11140-050) 100 U/ml de Penicilina y
100ug/ml de estreptomicina (Gibco BRL 15070-089), a 37°C en una atmosfera
hameda con 95% de aire y 5% de CO, hasta confluencia, el medio de cultivo fue
reemplazado cada dos dias. Al transcurrir 5 dias, las células alcanzaron la fase de
confluencia y fueron subcultivadas, para lo cual después de retirar el medio de
cultivo y lavar con PBS, se afiaden 3ml de tripsina al 0.5% en PBS, incubando las
celulas a 37°C durante 3 minutos para activar a la enzima (para liberar las
uniones entre las células y con la caja), posteriormente golpeando suavemente las
cajas se consigue el desprendimiento de las células, a las que se adicionan 3ml de
medio de cultivo para inactivar a la tripsina y se centrifugan a 3000rpm durante 3
minutos para recuperar en la pastilla las células que fueron resembradas

repartidas en tres cajas de Petri.

Tratamiento a las células Hep G-2 con NaAsO-.

Cuando las células alcanzaron la fase de confluencia, fueron lavadas dos
veces con PBS, para posteriormente adicionarles el medio de cultivo DMEM
suplementado con NaAsO, en una concentraciéon 1x 10> M. El tratamiento para
inducir la formacion de DPC, fue de 16 horas (las células fueron tratadas en fase
de confluencia para evitar la formacion de DPC en fase S, ya que los DPC
interfieren en la replicacion del DNA). Una vez transcurrido este tiempo, las células
fueron cosechadas retirando el medio de cultivo lavando las células dos veces
con PBS y finalmente se desprendieron de la pared de la caja con la ayuda de un

cepillo.
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Viabilidad celular.

Se determiné la viabilidad de las células después del tratamiento con NaAsO,
utilizando el colorante azul tripan (Sigma) que da informacion sobre el estado
fisiologico de la membrana celular. Se tomo6 una alicuota de 10 microlitros de la
suspension celular adicionando 10ul de colorante. Las células se observaron en
una camara de Neubauer bajo el microscopio. Para determinar el porcentaje de

viabilidad, se contaron las células claras (vivas) y obscuras (muertas).

Aislamiento de los complejos DNA-Proteinas (DPC).

La precipitacion de los DPC se llevé a cabo empleando el método descrito por
Zhitkovich, A. y col. (1992). En breve; después de la determinacion de viabilidad,
las células fueron lisadas utilizando 0.5 ml de solucion A (SDS 2%, PMSF 1mM,
Tris-HCI 20mM, pH 7.4) y se congelaron a -20°C por al menos 24h. Las células se
descongelaron en un bafio de agua a 37°C y el DNA se fragmentd pasando la
solucién por una aguja de acero calibre 21 en cuatro ocasiones, lo cual garantiza
una fragmentacion relativamente uniforme de segmentos de 20 Kb
aproximadamente (Zhitkovich, A. et al. 1992). Los lisados se vaciaron a un tubo
Eppendorf ejerciendo cierta presion y evitando al méximo la formacién de
burbujas. Se adicionaron 0.5ml de solucion B (KCI 100mM, Tris-HCI 20mM, pH
7.5) y se mezclo en el vortex. Las muestras se incubaron a 65°C por 10 min.,
luego cada tubo tapado se invirti6 3 veces y se colocé en hielo durante 5 min.,
para permitir la formacion del precipitado KCI-SDS-Proteinas-DNA. Los
precipitados se colectaron por centrifugacion a 6000 x g por 5min a 4°C. Los
sobrenadantes se decantaron vy las pastillas se resuspendieron en 1ml de
solucion C (100mM KCI, 20mM Tris-HCI, pH 7.5). Las muestras se calentaron y se
lavaron 3 veces como se describié anteriormente. Después del dltimo lavado se
resuspendio la pastilla en 250ul de solucién D (100mM KCI, 10mM EDTA, 20mM
Tris-HCI, pH 7.5).
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Con el fin de caracterizar los fragmentos de DNA presentes en los DPC, se
degradaron las proteinas entrecruzadas al DNA con una solucién de Proteinasa K
(Sigma, USA) a razén de 0.2 mg/ml incubando a 50°C durante 3h para degradar la
mayor cantidad de proteinas entrecruzadas con el DNA. Transcurrido este tiempo,
se adicionaron 50ul de BSA (Sigma, USA) a razon de 4mg/ml, las muestras se
colocaron 5 min. en hielo. Se obtuvo el DNA entrecruzado con proteinas mediante
centrifugacién a 12 000g durante 10min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante con el
DNA que habia formado parte de los DPC. Este DNA fue precipitado empleando 2
voliumenes de etanol y 0.5 volumen de Acetato de Amonio 7.5M, centrifugando a
12 000g durante 10 minutos.

Determinacion de DNA por fluorescencia.

Para estimar el porcentaje de DNA entrecruzado con proteinas, se determind
la cantidad de DNA total y DNA de los DPC, utilizando el tinte fluorescente
Hoechst (bis-benzimida) que se intercala en las regiones A-T del DNA y cuya
fluorescencia indica la cantidad de DNA presente en cada muestra de una
manera indirecta. La fluorescencia fue calculada por excitacion a 365nm vy la luz
emitida se midié a 450-460nm. Para tomar las lecturas en el fluorometro, se tomé
una alicuota de 10ul de cada muestra, se agregaron 978ul de solucion C(100mM
KCI, 20mM Tris-HCI, pH 7.5) y 12.5ul de tinte Hoechst (0.002mg/ml). Se elabor6
una curva con concentraciones conocidas de DNA para interpolar los valores de

fluorescencia obtenidos en cada lectura (tabla 2).

Amplificacion de DNA extraido de los DPCs.

El DNA que se obtuvo de los DPC, se amplificé por el método de PCR,

empleando los siguientes oligonucle6tidos como primers:

5" ACT TCT CAA CAA CTC AGG ACG AAC ANNNNNNNNNNAC AGC 3
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Estos oligonucleotidos tienen una “cola” en el extremo 5 con secuencia
especifica, que sera util para posibles reamplificaciones asi como para elaborar
los primers de secuenciacion, posteriormente hay 10 nucleétidos degenerados que
se pretende se uniran de manera aleatoria al DNA extraido de DPC y finalmente
cinco nucledtidos en su extremo 3’ cuya probabilidad de encontrar una secuencia
complementaria aleatoriamente es 5* para que comience la amplificacién por PCR
de dichos fragmentos. Pero estos cuatro oligonucleétidos Unicamente varian en la
posicién cinco en direccion 3'—5’ por lo que cada uno encontrara su secuencia

complementaria aleatoriamente cada 4* =1/264

Reamplificacion especifica.

Una vez amplificado el DNA que se obtuvo de los DPC, se corrié en un gel de agarosa
al 1% para verificar la amplificacion y se tomaron bandas de los carriles a diferentes
niveles para obtener amplicones de tamafos diferentes para aislar su DNA vy
reamplificarlo con los primers ORC 10 (5° ACT TCT CAA CAA CTC AGG ACG AACA 3)
cuya secuencia corresponde a la secuencia del extremo 5’ de los oligonucleétidos con

bases degeneradas.

Purificacion de DNA mediante columnas.

Para purificar DNA de gel de agarosa, se empleo un kit de Promega (Wizard sv
Gel and PCR Clean Up System cat. A9281). Este sistema se basa en la habilidad
del DNA para unirse a membranas de silica en presencia de iones caotrdpicos.
Después de la electroforesis de los productos de la segunda amplificacién, se
extrajo la banda de DNA del gel y se colocé en un tubo Eppendorf con 200ul de
buffer de union (binding buffer isotiocinato de guanidina 4.5M acetato de potasio
0.5M pH 5)
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Se incubd dicha mezcla a 60°C para fundir la agarosa. Transcurrido ese tiempo,
se coloco en la columna y se centrifugé 2 minutos a 13 000rpm para promover la
union del DNA a la membrana de silica y desechar la agarosa, el agua y sales.
Se hicieron dos lavados a la membrana con el buffer de lavado (Mem wash
solution acetato de PotasiolOmM pH 5, etanol 80%, EDTA16.7uM pH 8.0),
colocando 500ul de buffer y centrifugando a 13 000rpm durante 5 minutos.
Después de los lavados, se dej6é secar la membrana centrifugandoa  13000rpm
durante 2 minutos mas. Una vez que se secO por completo la membrana, se eluyé
el DNA adicionando 30ul de agua y centrifugando a 13000rpm durante 5 minutos.
Se verificd la purificacion del DNA corriendo 2ul del DNA en agua, en un gel de

agarosa al 1%.

Secuenciacion Automatica de DNA.

Una vez aislado y amplificado el DNA que se obtuvo de los DPCs, se
secuencio por el método automético de terminacion de cadena empleando
didesoxinucledtidos trifosfatados marcados con fluorocromos. El secuenciador
empleado fue un 310 Genetic Analyzer ABI prism.

Digestion de DNA con endonucleasas.

Puesto que se utilizdé el mismo primer para amplificar ambas cadenas de DNA
obtenido de los DPC, fue necesario cortar este DNA para eliminar una de las
secuencias complementarias al primer de secuenciacién. Para ello se hicieron
pruebas con distintas enzimas de restriccién de corte frecuente hasta obtener una

gue reconociera su secuencia de corte dentro de esta secuencia.
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Busqueda de secuencias repetidas.

Se ha reportado que secuencias repetidas como secuencias a-satélite de
centrbmeros, secuencias teloméricas y genes ribosomales pueden asociarse a la
matriz nuclear en distintas etapas del ciclo celular (Weipoltshammer K. et al. 1999)
y dado que las proteinas de matriz nuclear son algunas de las proteinas que
forman entrecruzamientos con el DNA, se intentd identificar secuencias repetidas
en el DNA obtenido de los DPCs mediante amplificaciones por PCR empleando
primers especificos para dichas secuencias. Para el disefio de los primers se
emplearon secuencias disponibles en el Genebank y secuencias reportadas en

otros trabajos.

En el caso de las secuencias a-satelite centroméricas, se emplearon las reportadas
por Masumoto, H. et al. (1989); Cenp TCC CGT TTC CAA CGA AG, Mayne J. et al. 1989
So all GTT TTG AAA CAC TCT TTT TGT AGA ATC TGC. Y-A TGA AAA CTA CAC AGA
AGC TG, Y-B ACA CAT ACA AAA GAA CTA TG, Las secuencias de genes ribosomales
se consultaron en el trabajo de Gonzélez I. y Silvestre J.E. (1995), donde se reporta una
secuencia de 43Kb que contiene las secuencias de los tres genes ribosomales humanos
con el numero de acceso en Genebank U13369. Y para la identificacion de secuencias
teloméricas, se utilizaron hexanucleétidos con la secuencia ACT TCT CAA CAA CTC
AGG ACG AAC ATT AGGG, los 6 nucledtidos de su extremo 3’ corresponden al
hexamero que se repite para formar teldmeros y los 25 nucledétidos del extremo 5’ serviran
para posibles reamplificaciones o para el disefio de un primer de secuenciacion
(Weipoltshammer K. et al. 1999). Una vez amplificadas dichas secuencias empleando
como templado el DNA obtenido de los DPC, se secuenciaron por el método automatico
y se alinearon en las bases de datos del Genebank para verificar si correspondian a las

secuencias esperadas.

Identificacion de Secuencias MARS en los DPC.

Mediante un ensayo de Dot Blot, se busco identificar secuencias MARs en el DNA que
se obtuvo de los DPC. Se desnaturaliz6 el DNA en una solucion 0.4M NaOH, 10mM

EDTA y calentando a punto de ebullicibn durante 10 minutos para asegurar su completa
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desnaturalizacion. Una vez desnaturalizadas dichas muestras se colocaron en volimenes
de aproximadamente 200pl sobre las membranas de nylon previamente humedecidas en
2x SSC y montadas en el aparato microfiltrador de Bio-Dot SF de Bio Rad. Las muestras
se fijaron aplicando vacio y después de la filtracion se aplicaron 500ul de 2x SSC en cada
pozo. Una vez secos los pozos, se desensamblé el Bio-Dot, se removio la membrana y se
lavé con 2x SSC, se dej6 secar al aire y al estar completamente seca se expuso a 1200
joules en un CL-1000 Ultraviolet Crosslinker UVP para entrecruzar el DNA con la

membrana.

Para pre-hibridizar la membrana, se mantuvo durante al menos 2 horas en el horno de
hibridizacion (Hybridization oven/shaker de Amersham, Biosciences) a 42°C con 15
mililitros de solucion de hibridizacién (formamida 50%, SSC 5x, Tris 50mM pH 7.4,
Denhard’s 5x*, SDS 1%). Una vez transcurrido el tiempo, se cambié la solucién de
hibridizacion y se agregé la sonda compuesta de un pool de secuencias MARs marcadas
con ¥P dCTP por randon primers. La membrana con la sonda fueron incubadas toda la

noche en el horno de hibridacién a 42° C.

Para preparar la sonda, se diluyd la mezcla de DNA de secuencias MARs en una
concentracion de 25ng en 20ul de agua destilada en un tupo Ependorf de 100ul, se puso
a hervir en un bafio de agua durante 5 minutos para desnaturalizar e inmediatamente se
colocé en hielo. Una vez en el hielo se agregaron 2ul de dATP, 2ul de dGTP, 2udTTP,
15ul de buffer de randon primers, 5pl de (a-*2 P) d CTP 3000 Ci/ul y se llevé la mezcla a
un volumen de 49ul, se mezclo brevemente y se adiciono 1pl de fragmento Klenow. Dicha
reaccidn se incubd durante una hora a 25° C y pasado el tiempo se detuvo la reaccién con
0.5M de EDTA.

*Reactivo Denhart's 50x= 100ml de agua bi-destilada, 1g de albumina sérica bovina, 1gr. De ficoll, 1g. de
polivinil pirrolidona.
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Resultados.

Después del tratamiento con NaAsO, (Arsenito de sodio) las células Hep G-2 mostraron
una viabilidad de un 84%. El NaAsO, a concentracion de 1 x 10°M indujo una proporcién
significativa de DPC in vitro. Los valores basales de DPC obtenidos en este trabajo fueron
de 1.95% de DNA entrecruzado con proteinas. En las células tratadas con NaAsO, la
cantidad de entrecruzamientos se increment6 considerablemente hasta alcanzar un valor
de 5.05% de DNA entrecruzado (tabla 2).

Muestra Fluorescenc |[DNA _ total | Fluorescenc [ DNA Porcentaje _de
ia_del DNA | za/ml. ia_del DNA |entrecruzad |DNA
total. entrecruzad |o entrecruzado
o] a/ml.
Control 1 602+24 541.2 63+18 10.6 1.95%
L{:ﬁ\i’gfqtfmf&” 1628+12 550 159+15 26.7 5.05%

Tabla 2. Se estimaron las cantidades de DNA mediante fluorescencia empleando el tinte Hoechst 33258 (que
se intercala en las regiones A-T del DNA ). Los valores de DNA se interpolaron en una recta establecida con
valores de fluorescencia del tinte Hoechst en funcién de la concentracion de DNA.

Secuencias de DNA identificadas en los DPCs inducidos por NaAsQ, 1x10° M en células
hepaticas humanas de la linea Hep G-2.

El DNA entrecruzado con proteinas se aislé por precipitacion selectiva empleando
SDS-KCI segun la técnica propuesta por Zhitcovich y Costa en 1993, posteriormente se
degradaron las proteinas asociadas con el DNA con tratamientos de Proteinasa K, para

recuperar el DNA e identificar las secuencias que forman parte de estos complejos.
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Secuencia de DNA entrecruzado con proteinas en la linea celular Hep G-2 mediante tratamientos con

NaAsO;



Figura .7 Mapa genético de la secuencia de DNA entrecruzada con proteinas obtenida por precipitaciéon
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EM_HUM TGGCTACACACACCCATCAGGGTATATACAGACACCTTGGCATACACAGACATACACATC
880 890 900 910 920 930

Figura 8. Alineamiento de la secuencia obtenida a partir de DPC en las bases de datos de NCBI. Esta
secuencia presentd 99.1% de identidad en el brazo p del cromosoma 1, cerca de el gen activador de
Guanilato ciclasa (guanylin).

Por otro lado se identificaron secuencias por PCR, empleando cebadores para
secuencias repetidas en el genoma. Entre las secuencias presentes en los DPC, se
encontraron secuencias a-satélite de centromero, secuencias teloméricas y genes de
RNA ribosomal.

Figura 9. Electroforesis en gel de Agarosa al 1%, seguido de fluorescencia con bromuro de Etidio para la
identificacién de secuencias a-satélite en DPCs inducidos por NaAsO; de la linea celular Hep G-2 mediante
amplificacion por PCR con primers de secuencias a-satélite. Carriles: 1) Marcador de peso molecular 1Kb
plus, 2)Amplificacion con primer so all (GTT TTG AAA CAC TCT TTT TGT AGA ATC TGC) 3)Amplificacién
con primer cenp (TCC CGT TTC CAA CGA AG), 4) Amplificacion con Y-A (TGA AAA CTA CAC AGA AGC
TG) Y-B (ACA CAT CAC AAA GAA CTA TG), 6)Amplificacion con todos los primers mencionados en los
carriles 2-4 8)Marcador de 100pb.



Se cortaron algunas bandas del gel de agarosa y se purifico el DNA para secuenciarlo
y alinear las secuencias obtenidas en las bases de datos y asi corroborar si se trataba de
secuencias a-satélite de centrémero.
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Figura 10. Electroferograma de secuencias a satélite amplificadas con primers Y-A e Y-B.



Una vez obtenidas las secuencias, se procedio a alinearlas en las bases de datos del
genoma humano, obteniéndose los siguientes resultados:

>>EM_HUM:AF522078 AF522078.1 Homo sapiens alphoid repeat(5785
nt) initn: 318 initl: 318 opt: 340 Z-score: 363.8 Dbits:
77.6 EQQ: 1.3e-12 banded Smith-Waterman score: 340; 96.00%
identity (100.000% ungapped) in 75 nt overlap (1-75:1713-
1786)

10 20
30
Sequen
CAAAGTGATCCAGATATCCACTTGCAGATT
EM_HUM
TGAAGATATTTCCTTTTCCACAATAGACGTCAAAGTGATCCAGATATCCACTTGCAGATT
1690 1700 1710 1720 1730
1740
40 50 60 70

Sequen CCACAAAAAGAGTGTTTCANAAGTGNACAACCAAAANGAAAGGTT

EM_HUM CCACAAAAAGAGTGTTTCAAAAGTGCACAACCAAAA-
GAAAGGTTCAACTAGGTGAGATG

1750 1760 1770 1780 1790
1800

>>EM_HUM:HSSATAO1 M29723.1 Human Y chromosome centromere
(2399 nt)

rev-comp initn: 318 initl: 318 opt: 340 Z-score: 368.6

bits: 77.2

EQ: 1.7e-12

banded Smith-Waterman score: 340; 96.000% identity (100.000%
ungapped)

in 75 nt overlap (75-1:1505-1578)

70 60
50



Seque-
AACCTTTCNTTTTGGTTGTNCACTTNTGAA

EM_HUM TCTGATGTGTGCATTCATCTCACCTAGTTGAACCTTTC-
TTTTGGTTGTGCACTTTTGAA

1480 1490 1500 1510 1520
1530
40 30 20 10
Seque- ACACTCTTTTTGTGGAATCTGCAAGTGGATATCTGGATCACTTTG
EM_HUM
ACACTCTTTTTGTGGAATCTGCAAGTGGATATCTGGATCACTTTGACGTCTATTGTGGAA
1540 1550 1560 1570 1580
1590
EM_HUM
AAGGAAATATCTTCACATAAAAACTACACAGAAGAATTCCGACATAGTTCTTTGTGATGT
1600 1610 1620 1630 1640
1650

>>EM_ HUM:HSSATB M29724.1 Human Y chromosome centromeres
(2058 nt)

rev-comp initn: 318 initl: 318 opt: 340 Z-score: 369.5
bits: 77.2

E(): 1.8e-12 banded Smith-Waterman score: 340; 96.000%
identity (100.000% ungapped) in 75 nt overlap (75-1:1164-
1237)

70 60
50
Seque-
AACCTTTCNTTTTGGTTGTNCACTTNTGAA

EM_HUM TCTGATGTGTGCATTCATCTCACCTAGTTGAACCTTTC-
TTTTGGTTGTGCACTTTTGAA

1140 1150 1160 1170 1180
1190

40 30 20 10
Seque- ACACTCTTTTTGTGGAATCTGCAAGTGGATATCTGGATCACTTTG



EM_HUM

ACACTCTTTTTGTGGAATCTGCAAGTGGATATCTGGATCACTTTGACGTCTATTGTGGAA
1200 1210 1220 1230 1240

1250

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar la presencia de los genes ribosomales
5.8s y 28s en el DNA obtenido de DPCs. Carriles: 1-3 gen ribosomal 5.8s con 1mM, 2mM y 3mM de MgCl,
respectivamente, 4-Marcador de 1kb plus, 5-7 gen ribosomal 28s con 1mM, 2mM y 3mM de MgCl»
respectivamente.

Se cortaron algunas bandas del gel de agarosa y se purificod el DNA para secuenciarlo y
alinear las secuencias en las bases de datos y asi corroborar si se trataba de genes de
RNA ribosomal.

10 20 30 40 50 B0 70 an
HCCTGCATTGATG AAAANCCAACCAGCCTG TG AL AMATTAATGTGGAG T TGCNAGGGAC ACAC TIGGATCATCAT TTCAAA TS




130 140
HHNENHHNNNNHNNHNNI

1 El) i00 iin i20
TGCACTTG TG ACTCCGCTGGTTCCTCCCGEGGG CTACGCCTG TCTH G

! Al - : ALTAPS AN
CCTGCATTGA TGAAAANGCA ACCAGCCTGT GAAAATTAAT GTGGAGTTGC NAGGGACACA CTTGGATCAT CATTTCAAAT
GCACTTGTGA CTCCGCTGGT TCCTCCCGGG GCTACGCCTG TCTNAGAAAA A

1 cgactcttag cggtggatca ctcggctcgt gcgtcgatga agaacgcagc gctagctgcg
61 agaattaatg tgaattgcag gacacattga tcatcgacac ttcgaacgca cttgcggccc
121 cgggttcctc ccggggctac gecctgtctga gegtcgett.

Figura 12. Electroferograma de Secuencia obtenida con el primer para gen ribosomal 5.8S
sentido.

Una vez obtenidas las secuencias, se procedio a alinearlas en las bases de datos del
genoma humano, obteniéndose los siguientes resultados:

>>EM_HUM:HSU13369 U13369.1 Human ribosomal DNA complete
(42999 nt) initn: 187 initl: 130 opt: 291 Z-score: 299.2
bits: 69.6 E(): 7.1e-10 banded Smith-Waterman score: 291;
76.923% 1dentity (86.957% ungapped) in 130 nt overlap (2-
127:6650-6771)

10 20
30
Sequen NCCTGCATTGATGAA-
AANGCAACCAGCCTG
EM HUM
GTACGACTCTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGCGTCGATGAAGAACGCAGCTAG-CTG
6620 6630 6640 6650 6660 6670
40 50 60 70 80

Sequen TGAAAATTAATGTGGAGTTGCNAGGGACACACTTGGATCAT---
CATTTCAAATGCACTT

EM_HUM CGAGAATTAATGT-GAATTGCA--GGACACA--
TTGATCATCGACACTTCGAACGCACTT

6680 6690 6700 6710 6720
6730

90 100 110 120 130
Sequen GTGACTCCGCTGGTTCCTCCCGGGGCTACGCCTGTCTNAGAA



EM_HUM GCGGCCCCG--
GGTTCCTCCCGGGGCTACGCCTGTCTGAGCGTCGCTTGCCGATCAATCG

6740 6750 6760 6770 6780
6790
>>EM HUM:HSB J01866.1 Human 5.8S ribosomal RNA.
(159 nt)
initn: 158 initl: 130 opt: 278 Z-score: 314.8 Dbits: 64.4
EQ:

2.6e-08 banded Smith-Waterman score: 278; 75.573% 1identity
(85.345% ungapped) in 131 nt overlap (2-127:28-151)

10 20
30
Sequen NCCTGCATTGATGAA-AANGCAAC-
CAGCCTGTG
EM_ HUM
CGACTCTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTGCGTCGATGAAGAACGCAGCGCTAGCTGCG
10 20 30 40 50
60
40 50 60 70 80
Sequen AAAATTAATGTGGAGTTGCNAGGGACACACTTGGATCAT---
CATTTCAAATGCACTTGT
EM_HUM AGAATTAATGT-GAATTGCA--GGACACA--
TTGATCATCGACACTTCGAACGCACTTGC
70 80 90 100
110
90 100 110 120 130

Sequen GACTCCGCTGGTTCCTCCCGGGGCTACGCCTGTCTNAGAAAAANNN

EM_HUM GGCCCCG——GGTTCCTCCCGGGGCTACGCCTGTCTGAGCGTCGCTT
120 130 140 150

10 20 30 40 50 60 70
GGCC CGEHGCCALGTGZ ATTTG TGATGATCAGTG TG TCCTGC AACTCACAT TAATTC TCACAGC TGGCTGC

A ‘. :‘L‘M‘l il | “AL Jh




a0 a0 100 110 izo 130 :
IGCATTCTTCATCA ATGCAGG AGTGG AGTG ATCCHC CGCCT GTAGTCG A CGHHNHNNHNHNNNNNNNHNHNE
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7 I BLUAS BIWWAE N BV E : Al AN L AOAA
GGCCCGGNGC CAAGTGCATT TGAATGATGA TCAGTGTGTC CTGCAACTCA CATTAATTCT
CACAGCTGGC TGCATTCTTC ATCAATGCAG GAGTGGAGTG ATCCNCCGCC TAAGTAGTCG

1 cgactcttag cggtggatca ctcggctcgt gcgtcgatga agaacgcagc gctagctgcg
61 agaattaatg tgaattgcag gacacattga tcatcgacac ttcgaacgca cttgcggccc
121 cgggttcctc ccggggctac gectgtctga gegtegcett

Figura 13. Electroferograma de la secuencia obtenida con el primer de gen
ribosomal 5.8S antisentido.

Alineamiento en las bases de datos de genoma humano.
>>EM_HUM:HSU13369 U13369.1 Human ribosomal DNA complete
(42999 nt)
rev-comp initn: 305 initl: 305 opt: 363 Z-score: 363.8
bits: 81.2
E(): 1.8e-13 banded Smith-Waterman score: 363; 81.452%
identity (88.596% ungapped) in 124 nt overlap (120-3:6623-
6744)

120 110 100
Seque-
CGTCGACTACTTAGGCGGNGGATCACTCCACTC

EM_HUM CGGGAGCGCCCTCGCCAAATCGACCTCGTACGACT-CTTA-
GCGGTGGATCACTCGGCTC

6600 6610 6620 6630 6640
6650



90 80 70 60 50 40
Seque-

EM_HUM
GTGCGTCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGAGAATTAATGTGAATTGCAGGACACATTGA
6660 6670 6680 6690 6700
6710
30 20 10

Seque- TCATC----ATTCAAATGCACTT--GGCNCCGGGCC

6720 6730 6740

>>EM HUM:HSB J01866.1 Human 5.8S ribosomal RNA.

(159 nt)

rev-comp initn: 245 initl: 162 opt: 341 Z-score: 371.6
bits: 74.6

EQ: 1.8e-11

banded Smith-Waterman score: 341; 80.159% identity (88.596%
ungapped)

in 126 nt overlap (120-3:1-124)

120 110 100 90 80
70
Seque- CGTCGACTACTTAGGCGGNGGATCACTCCACTCCTGCATTGATGAAGAATGCA-
-GCCAG

EM_HUM CGACT-CTTA-
GCGGTGGATCACTCGGCTCGTGCGTCGATGAAGAACGCAGCGCTAG



10 20 30 40
50

60 50 40 30 20
Seque- CTGTGAGAATTAATGTGAGTTGCAGGACACACTGATCATC----
ATTCAAATGCACTT--

EM_HUM

CTGCGAGAATTAATGTGAATTGCAGGACACATTGATCATCGACACTTCGAACGCACTTGC
60 70 80 90 100

110

10
Seque- GGCNCCGGGCC

EM_HUM GGCCCCGGGTT
120 130 140

Figura 14 .Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar amplificacion
del gen ribosomal 18s. Carriles: 1 Marcador de 1kb plus, 2) amplificacion con 1mM
MgCl,, 3)amplificacién con 2mM MgCl, 4)amplificacion con 3mM MgCl,
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Figura 15. Electroferograma de la secuencia obtenida con primers para gen

ribosomal 18S sentido.



Alineamiento con las bases de datos de genoma humano.
>>EM_HUM:HSU13369 U13369.1 Human ribosomal DNA complete
(42999 nt)

initn: 153 initl: 125 opt: 143 Z-score: 121.1 bits: 37.6
EQOQ: 5.9
banded Smith-Waterman score: 143; 84.091% identity (86.047%
ungapped)
in 44 nt overlap (172-215:5066-5108)

150 160 170 180 190
200
Sequen
GGCCCACGTGGTTGCCACAGCCCATGCTGGCACGACGCTCCAGCAGGTCGGCGTCCCCCA

EM_HUM CGAACGAGACTCTGGCATGCTAACTAGTTACGCGACCCCCGAGC-
GGTCGGCGTCCCCCA

5040 5050 5060 5070 5080
5090

210 220 230 240
Sequen ACTTCTTAGAAAGAGTCGGCGTCCCCCAACTTCTTAGAAN

5100 5110 5120 5130 5140 5150




Figura 16. Electroforesis en gel de Agarosa al 1%, seguido de fluorescencia con bromuro de Etidio para la
identificacion de secuencias teloméricas en DPCs inducidos por NaAsO; de la linea celular Hep G-2 mediante
amplificacion por PCR con primers de secuencias teloméricas PCR. Carriles: 1, 2 y 3) Amplificacion con
primer ACTTCTCAACAACTCAGGACGAACATTAGGG con 1Mm, 2mM y 3mM de MgCl; respectivamente, 4)
Marcador de peso molecular 1Kb plus.

Por otro lado se estimé mediante Dot blot si entre las secuencias de DNA obtenidas de
los DPC hay secuencias de union a matriz nuclear MARs. Utilizando para ello las

secuencias MARs bien caracterizadas en una Mb en el cromosoma 19.

g/ No. De acceso en Posicion dela G+C% A+G % Eficaciade union
MARs e GenBank SMARsenla alaMatriz
secuencia del Nuclear % *.
GenBank
1 AC002128 28543-28841 40 59 40
2 AC002132 9575-10020 50 46 50
3 AC002132 14934-15333 51 41 75
4 AC002997 23799-22822 41 61 20
5 AC002997 30367-31030 39 39 20
6 AC002115 6361-7037 45 43 30
7 U95090 3681-3352 44 59 10
8 AC002133 18499-18938 46 34 120
9 AC002133 31379-31559 54 438 70
10 ADO000864 11263-10625 50 35 90
11 AF038458 24698-24511 57 30 80
12 AF038458 29101-29468 41 68 40
13 AF038458 71228-71670 50 36 45
14 AC002116 2683-2239 46 39 60
15 AC004144 27978-28345 49 41 40
16 ADO001527 22629-22125 51 51 50

*Comparando con un control positivo, el inserto del plasmido pUCMAR10.
Tabla 3. Propiedades de las secuencias MARs del locus de una megabase del
cromosoma 19913.12 humano. Tomado de Chernov I.P. et al 2002.




Figura 17. Dot Blot . Los dot corresponden a: 1) DNA obtenido de los DPC
basales de la linea celular Hep G2. 2) DNA obtenido de los DPCs inducidos por
NaAsO, 1x 10°M en células de la linea Hep G2. 3) Repeticién del 2. 4) Control
negativo de secuencias no MARSs. 5)Control positivo de secuencias MARS.
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Figura 19. Mapa de las secuencias de unién a matriz nuclear (MARs) en un locus de una megabase del
cromosoma 19q13.12 humano (Tomado de Chernov I.P. et al 2002).



Discusion y Conclusiones.

Dado que los DPC han recibido menos atenciéon que otros tipos de dafio al
DNA, sus mecanismos de reparacién y consecuencias biolégicas aun no estan
bien entendidos. En parte debido a que los agentes inductores de DPC

inevitablemente inducen otros tipos de dafio al DNA y a proteinas.

Los DPC alteran el superenrollamiento del DNA al modificar las interacciones
temporales del DNA con la matriz nuclear, por lo que pueden influir en la
reparacion del DNA y en otros procesos al alterar su conformacion, las
posibilidades de remodelacién y/o accesibilidad. Aunque las consecuencias
bioquimicas mas evidentes de los DPC son el blogueo de la replicacion, la

transcripcion y la recombinacion.

Las evidencias experimentales sugieren que los DPC contribuyen a los efectos
citotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos de un gran namero de agentes. El
esclarecimiento de las secuencias de DNA involucradas en los DPC, nos permitira
delinear la relevancia biolégica de este tipo de lesiones ademas de proporcionar
ideas de cdmo ocurren los procesos celulares tales como las interacciones entre
matriz nuclear y el DNA. La participacion de proteinas y secuencias de DNA
particulares en los DPC inducidos por diversos agentes ambientales y

ocupacionales es de utilidad en el andlisis de mutagénesis y carcinogénesis.

En este trabajo se destacan los avances en el andlisis de los DPC y al mismo
tiempo se subraya la necesidad de identificacion de las secuencias de DNA y
proteinas involucradas en estas lesiones para el entendimiento de sus

consecuencias biolégicas y mecanismos de reparacion.



Una de las secuencias identificadas en los DPC inducidos por NaAso, en
hepatocitos alineé muy proxima a los genes Guanilin y Uroguanilin, como se
observa en el mapa genético de la figura 7. Los peptidos Guanilin (GCAP.1,
péptido activador de Guanilato ciclasa 1) y Uroguanilin (GCAP 2 , péptido
activador de guanilato ciclasa 2), son péptidos involucrados en la regulacion del
balance intestinal Cloro/Agua. Ambos tienen significativa homologia estructural
con la entero toxina STa de E. coli que se une a la particula de guanilato ciclasa C
causando diarrea en mamiferos. En el presente trabajo al tratarse de una linea
celular hepatica, posiblemente estos genes no se expresan de igual manera que
en las células intestinales, sin embargo el hecho de encontrar DPC tan proximos a
secuencias codificantes nos sugiere que la presencia de este tipo de lesiones
podria inhibir la expresion de algunos genes, al impedir el paso de la maquinaria
de trascripcion o bloqueando los sitios de unién a activadores o potenciadotes de
la trascripcion en caso de que secuencias regulatorias que estén formando parte

de los DPC, alterando asi el metabolismo celular.

Por otro lado, en este trabajo encontramos que las secuencias repetidas de
DNA se entrecruzan con proteinas en células Hep G2 expuestas a NaAsO,. Las
secuencias repetidas de DNA en el genoma humano son numerosas y diversas en
su composicién de bases. Varias de ellas estan agrupadas y poseen claramente
posiciones definidas en los cromosomas. Las mas abundantes son las
agrupaciones de genes ribosomales, las repeticiones a-satelite de centrémeros y

las repeticiones teloméricas.

Los genes ribosomales humanos (rDNA) son repeticiones en tandem en los
brazos P de los cinco pares de cromosomas acrocéntricos. Cada unidad incluye
una region que se transcribe de 13Kb y una region de espacio inter génico (IGS)
de unas 30Kb.



Al analizar los IGS del rDNA se han identificado potenciadores de la
trascripcion (enhancers), origenes de replicacion y secuencias de unién a matriz
nuclear. También se ha visto a través de microscopia confocal laser que las
secuencias IGS participan en la organizacion y empaquetamiento del nucleolo

interfasico.

El genoma diploide hay alrededor de 400 copias de rDNA con pequefias
variaciones entre cada una. Recientes estudios tanto en la region transcribible
como en la IGS han demostrado variabilidad en dos niveles: a) En la cantidad de
bloques de repeticiones de la secuencia (LaVolpe et al 1984; Erickson y Schmickel
1985; Silvestre et al 1986, 1989), las variaciones en longitud surgen de
intercambios homdlogos desiguales y b) Variciones en forma de microsatélite
(Gonzales et al 1985; 1990;Maden et al 1987; Sasaki et al 1987),estas variaciones
surgen por apareamiento de bases erroneos durante la replicacion (Tautz et al
1986; Levinston y Gutman 1987).

En las figuras (12-15) se observan las secuencias de rDNA presentes en los
DPC inducidos por NaAsO; en células de la linea Hep G-2. Se ha descrito que los
genes ribosomales muestran patrones de unién a matriz nuclear dependientes de
trascripcion, células trascripcionalmente inactivas (con sus genes ribosomales
apagados), tienen los genes ribosomales localizados fuera del nucleolo sin
interaccionar con proteinas del nucleoesqueleto, mientras que en células
trascripcionalmente activas los genes ribosomales se organizan en el nucleolo y

se asocian con proteinas nucleolares.

El establecimiento de uniones covalentes permanentes entre secuencias de
rDNA y proteinas nucleares o nucleolares impediria la expresién de los genes
ribosomales que se reflejaria en alteraciones en la producciéon de maquinaria de

traduccion de proteinas en la célula.



De igual forma, los tratamientos con NaAsO, promovieron entrecruzamientos entre
secuencias centromeéricas y proteinas. Es sabido que el centrémero es un dominio
cromosoémico requerido para la segregacion apropiada durante la division celular
mitGtica o meidtica. Un centrémero humano tipico, aparece como una constricciéon
primaria en cromosomas metafasicos y contiene principalmente DNA alpha
satélite. EI DNA alphoide, tiene unidades repetidas de 171pb de longitud
organizadas en tandem. La longitud del arreglo alphoide entero del centrémero
varia de 0.2 a 5Mb. La secuencia de nucleétidos del DNA alphoide y su
organizacion varia en los distintos cromosomas humanos. Estas variantes se

clasifican en 12 distintos tipos de monomeros y cinco familias.

Las regiones pericentroméricas de los cromosomas humanos también
contienen secuencias satélites clasicas de tipo I, 1l y lll asi como secuencias beta
y gamma-satélites. La organizacion de los centromeros humanos se ha estudiado
ampliamente debido a su importancia biolégica y también porque el entendimiento
de la estructura y funcién del centromero es requerida para la produccién de
cromosomas humanos artificiales (HAC) que funcionan como vectores de
inserciébn de genes con potenciales aplicaciones terapéuticas (Kouprina N. et al,
2003).

Se han identificado dos repeticiones alphoides ancestrales: El tipo B que
contiene sitios de unién para proteinas de centrémero CENP-B y el tipo A que
carece de este sitio de unién a proteinas CENP-B (Romanova, LY et al. 1996). En
este estudio, como se observa en la figura 9, se identificaron secuencias CENP-B
en el DNA que se obtuvo de los DPC mediante ensayos de PCR empleando los
primers especificos para dichas secuencias reportados por RomanovalL et al en
1996.



Dado que el centrdmero es un dominio cromosomico requerido para la
segregacion apropiada durante la divisiobn celular mitdtica y meiotica, el
establecimiento de uniones covalentes entre secuencias centroméricas y las
proteinas del huso mitético, traeria como consecuencia la pérdida o ganancia de
cromosomas en las células hijas al momento de la division celular, generando

células aneuploides o poliploides.

Adicionalmente encontramos secuencias teloméricas en el DNA obtenido de
los DPC mediante ensayos por PCR con primers de secuencia especifica para
estas regiones con el hexamero TTAGGG.

Los telomeros consisten en hexanucleotidos altamente repetitivos de la
secuencia TTAGGG. La longitud de estas repeticiones es especie especifica y tipo
celular especifica (Lejnine et al 1995). Regiones de DNA telomérico se pierde en
cada ronda de replicacion del DNA, por lo que la longitud de los telomeros es un
indicativo del nimero de ciclos celulares en células somaticas normales. Los
telomeros se asocian con un gran numero de proteinas especificas (Zakian 1995;
Cockell et al 1998).

El establecimiento de uniones covalentes entre secuencias teloméricas y
proteinas nucleares, provocaria disturbios en el complejo telomérico que pueden
resultar en aberraciones cromosémicas por la fusion de los extremos de dos

cromosomas, o la fusién de extremos del mismo cromosoma.

Se requieren estudios adicionales para entender la naturaleza de los
mecanismos de union entre secuencias repetidas y proteinas del nucleoesqueleto

y su significado funcional.



Puesto que se han reportado proteinas de matriz nuclear como citoqueratinas
(Ramirez P. et al. 2000) y vimentina (Tolstonog G.V. 2001) formando parte de los
DPC inducidos por arsénico y formaldehido respectivamente, en este trabajo
decidimos buscar mediante un ensayo de Dot Blot si las secuencias con dominios
de unién a matriz nuclear bien caracterizadas en un locus de una megabase del
cromosoma 19 formaban parte de los DPC inducidos por NaAsO, en hepatocitos

humanos.

Dichas secuencias se encontraron presentes en el DNA de los DPC como se
observa en la figura 17. Lo que probablemente se debe a que las interacciones
entre proteinas de matriz nuclear como las citoqueratinas con el DNA se vuelven

irreversibles en presencia de arsénico (Ramirez P. et al 2000).

Por otro lado, Balasubramaniam U. Y Oleinck N.L. en 1995 demostraron que el
microambiente que resulta de la unién de secuencias MARs a la red dinamica de
RNA y proteinas que constituyen la matriz nuclear es hipersensible a la formacion

de DPC en células expuestas a IR.

Adicionalmente, existen evidencias de alteraciones en las proteinas de Matriz
nuclear unidas a DNA, en células de cancer de mama. Lo que sugiere que la
progresion del cancer de mama esta acompafada por una reorganizacion de
dominios cromosomicos que pueden promover alteraciones en la expresion génica
(Spencer V. et al, 2001).
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