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RESUMEN

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad genética, caracterizada por inestabilidad gendmica, predisposicion a
cancer y falla medular. La AF presenta herencia autosdmica recesiva de manera predominante aungque en unos pocos
genes el patron de herencia es ligado al X o autosdmico dominante, esta enfermedad es causada por mutaciones
bialélicas en alguno de los 22 genes cuyos productos transcripcionales participan en la via FA/BRCA y es responsable
de la reparacion de los enlaces covalentes cruzados (ICL, por sus siglas en inglés) en el DNA, un tipo de lesién que une
de manera covalente las hebras Watson y Crick del DNA; durante el procesamiento de los ICL se generan productos
intermedios y uno de ellos son las rupturas de doble cadena (DSB). Si la via FA/BRCA funciona de manera adecuada
los DSB se reparan por medio de la reparacién por recombinacion homaéloga clasica (cHR), una via libre de error
mientras que cuando hay deficiencias en ella los DSB se reparan por medio de la unién de extremos no homaélogos
clasica (cNHEJ) que es una via propensa a error, esto conduce a la aparicidn de estructuras aberrantes de cromosomas
mal apareados llamadas figuras de intercambio radial (REF). En estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo
de trabajo muestran que en una linea celular linfoblastoide deficiente en FANCA (componente del core de la via
FA/BRCA) (linea celular VU817) cuando se inhibe a la proteina DNA-PKcs, constituyente de la cNHEJ y se someten a
dafio con MMC aumenta la frecuencia de aberraciones cromosdmicas (AC) pero no hay cambios en la frecuencia de
figuras radiales al comparar contra las células VU817 tratadas solamente con MMC. Estos hallazgos sugieren que
adicionalmente a los mecanismos candnicos se encuentran involucrados otros alternos en la reparacién de los DSB,
ademas un modelo de ldgica booleana de la via FA/BRCA realizado por nuestro grupo arrojé diferentes predicciones
respecto al comportamiento de las células AF cuando se enfrentan a dafio por ICL, una de ellas propone que cuando
los mecanismos candnicos de cHR y ctNHEJ no se encuentran disponibles la célula puede responder al dafio por ICL
por medio de una via que utiliza al complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) para reseccionar los extremos 5° dirigiendo
la reparacion de los DSB a una via de recombinacion homéloga independiente de la via FA/BRCA. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la participacion y relevancia de mecanismos alternos de reparacion de DSB como son la unién
de extremos no homalogos alterna (aNHEJ) vy la reparacidn por recombinacién homdloga alterna (aHR) para lo cual
se utilizaron dos lineas celulares linfoblastoides una silvestre (NL53) y otra con una mutacion en FANCA (VU817) las

cuales se sometieron a cuatro distintos tratamientos: control, MMC, tratado con inhibidor y un tratamiento conjunto



de MMCy el inhibidor quimico, los inhibidores quimicos utilizados fueron B0O2 [5, 12.5, 24, 50 y 100uM] un inhibidor
de RAD51 utilizado para bloquear la cHR o la aHR asi como 4AN (0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1, 5y 10 uM) un inhibidor de PARP1
empleado para inhibir a la aNHEJ se evalud la viabilidad y crecimiento celular asi como la frecuencia y tipo de AC por
medio del ensayo AC, ademas se estudid la dindmica del ciclo celular y la presencia de yH2AX por medio de citometria
de flujo, un marcador de DSB, finalmente se realizaron ensayos de inmunocitoquimica para observar la cantidad de
tres proteinas de union a DSB de diferentes mecanismos de reparacién de DSB (RAD51 de la cHR y la aHR, Ku80 de
la ctNHEJ y PARP1 de la aNHEJ) asi como su colocalizacidn con la YH2AX. El inhibidor de PARP1 indujo cambios en la
frecuencia de AC o en la viabilidad celular en ninguna de las lineas celulares, tampoco se observé diferencia en la
dindmica del ciclo celular asi como en la presencia de la YH2AX causados por este inhibidor. Por otra parte el
tratamiento con el inhibidor de RAD51 causé muerte celular en ambas lineas celulares observada como reduccién
del porcentaje de viabilidad, ademas se observé que el tratamiento con este inhibidor indujo aumento en la
frecuencia de las AC no reunidas en ambas lineas asi como reduccién en la frecuencia de figuras radiales en la linea
VU817, en la linea NL53 caus6 aumento de la frecuencia de REF. El inhibidor de RAD51 en tratamiento combinado
con MMC causé en la linea celular NL53 arresto en G, /M ademas de incremento en sub G4 ((células muertas por
apoptosis), mientras que, en las células VU817 se observd incremento en la fraccién de Sub G; y aumento en fase S
en la concentracion de 100 uM. En los ensayos de inmunolocalizacion se observé que al inhibir a RAD51 hubo
aumento de la colocalizacidon de Ku80, componente de la cNHEJ con la YH2AX en ambas lineas celulares (siendo mas
marcado en la linea NL53), lo cual concuerda con diversos reportes en los que se encuentra sobreexpresion de esta
via en las células AF, ademas se observé aumento en la colocalizacién de la YH2AX con PARP1 en ambas lineas
celulares después del tratamiento con el inhibidor de RAD51. Nuestros resultados sugieren que es esencial el
mantener al menos una via de recombinacion homodloga para la viabilidad celular por lo que en las células AF al no
poder activar la cHR la aHR juega un papel importante a pesar de que la cNHEJ funciona como la principal via de
reparacién de los DSB. Finalmente, nuestros resultados sugieren que la aNHEJ es un mecanismo de reparacion de

DSB poco relevante en el entorno de las células AF.



ABSTRACT

Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disease, characterized by genomic instability, predisposition to cancer, and
spinal failure. FA presents predominantly autosomal recessive inheritance although in a few genes the inheritance
pattern is linked to the X or autosomal dominant. This disease presents genetic and allelic heterogeneity; the failure
could be done in one of the 22 genes whose transcriptional products participate in the FA/BRCA pathway. FA/BRCA
is responsible for repairing the genomic damage caused by the ICL, a type of lesion that covalently joins the Watson
and Crick strands of the DNA. During the processing of the ICLs, intermediate products were generated, and one of
them is the double chain ruptures (DSB). If the FA / BRCA pathway is functioning properly, the DSBs are repaired by
means of classic homologous recombination repair (cHR), an error-free path while when there are deficiencies in it,
the DSBs are repaired through the classic non-homologous end-joining (cNHEJ) which is an error-prone pathway, this
leads to the appearance of aberrant structures of poorly matched chromosomes called radial (RAD) or radial
exchange figures. Previous studies carried out by our group show that in a FANCA-deficient lymphoblast cell line (core
component of the FA / BRCA pathway) when DNA-PKcs protein, a constituent of cNHEJ, is inhibited and subjected to
MMC damage increases the frequency of chromosomal aberrations but there is no change in the frequency of radial
figures when compared against VU817 cells treated only with MMC. These findings suggest that in addition to the
canonical mechanisms other alternates are involved in the repair of the DSB, in addition a model of Boolean logic of
the FA / BRCA pathway made by our group yielded different predictions regarding the behavior of the AF cells when
facing To damage due to ICL, one of them proposes that when the canonical mechanisms of cHR and cNHEJ are
prevented, the cell can respond to damage due to ICL by means of a route that uses the MRN complex to resect the
5 'ends by directing the repair of DSB to a homologous recombination pathway independent of the FA / BRCA
pathway. The objective of this work was to study the participation and relevance of alternative DSB repair
mechanisms such as the alternative non-homologous end-joining (aNHEJ) and the alternative homologous
recombination (aHR) for which two lymphoblast cell lines were used, wild (NL53) and another with a mutation in
FANCA (VU817) which underwent four different treatments: a control, MMC, an inhibitor and a joint treatment of
MMC and a chemical inhibitor, the chemical inhibitors used were B02 [5, 12.5, 24, 50 and 100 uM] a RAD51 inhibitor

used to block cHR or aHR as well as 4AN (0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1, 5 and 10 uM) a PARP1 inhibitor used to inhibit aNHE)J



evaluated the viability and cell growth as well as the frequency and type of chromosomal aberrations by means of
the chromosomal aberrations test, in addition the dynamics of the cell cycle and the presence of yH2AX were studied
through Flow cytometry, a DSB marker, was finally performed immunocytochemical assays to observe the amount
of three DSB binding proteins of different DSB repair mechanisms (RAD51 of the cHR and the aHR, Ku80 of the cNHE)J
and PARP1 of the aNHEJ) as well as its colocalization with the yH2AX. The PARP1 inhibitor-induced changes in the
frequency of chromosomal aberrations or cell viability in any of the cell lines, no difference was observed in cell cycle
dynamics as well as in the presence of yH2AX caused by this inhibitor. On the other hand, the treatment with the
RAD51 inhibitor caused cell death in both cell lines observed as a reduction of the viability percentage; it was also
observed that the treatment with this inhibitor induced an increase in the frequency of the non-combined
chromosomal aberrations in both lines. as well as a reduction in the frequency of radial figures on the VU817 line, on
the NL53 line, it caused an increase in the frequency of radial figures. The RAD51 inhibitor in combination treatment
with MMC caused in the NL53 cell line arrest in G2 / M in addition to an increase in Sub G1 that is to say cells killed
by apoptosis while in the VU817 cells an increase in the fraction of Sub G1 was observed and an increase in S phase
in the concentration of 100 uM. In immunolocalization tests it was observed that when inhibiting RAD51 there was
an increase in the colocalization of Ku80, a component of cNHEJ with yH2AX in both cell lines (being more marked in
the NL53 line) which agrees with various reports in which overexpression of this pathway is found in AF cells, in
addition, if an increase in colocalization of deH2AX with PARP1 was observed in both cell lines after treatment with
the RAD51 inhibitor. Our results suggest that it is essential to maintain at least one homologous recombination
pathway for cell viability, so in the case of AF cells not being able to activate the cHR, the aHR plays an important role
even though the cNHEJ functions as the main route of DSB repair. Furthermore, our results suggest that aNHEJ is a

mechanism of repair of DSB that is not very relevant in the environment of AF cells.



I. INTRODUCCION

I.I El dafio en el DNA y mecanismos de respuesta celular
El acido desoxirribonucleico (DNA) es una biomolécula de gran importancia para los seres vivos ya que es

donde se almacena la informacidn genética de las células, ademas de ser un molde para la sintesis de
diferentes RNAs durante la transcripcion, por lo cual resulta vital el mantenimiento de su integridad de
secuencia y estructura.

La integridad del genoma se encuentra amenazada constantemente por agentes enddgenos y exdgenos
gue pueden provocar dafio, cuando esto ocurre la célula responde de diferentes maneras y utiliza diversos
mecanismos los cuales en conjunto se conocen como respuesta al dafio del DNA (DDR, por sus siglas en
inglés), entre los que se encuentran el arresto en el ciclo celular por los puntos de monitoreo o
“checkpoints”, la activacion de rutas de reparacién del dafio al DNA o finalmente muerte celular cuando

el dafio es masivo y no se puede reparar (Figura 1) (Zhou y Elledge, 2000).
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Figura 1. Posibles respuestas celulares ante el dafio al DNA. Modificado de Zhou y
Elledge, 2000.



Si estos mecanismos sufren algun fallo, ocurre inestabilidad gendmica que se asocia con envejecimiento y
procesos patolégicos como el cancer. La inestabilidad gendmica se puede dividir en dos grupos: la de
micro satélites asociada a un fenotipo mutado asi como la cromosdmica (Mozdarani, 2016). Por otra parte
existen tres tipos de alteraciones en el genoma:

a) Dafio quimico al DNA. Como rupturas de cadena sencilla o doble, entrecruzamientos entre las
bases que pueden ser intra o intercatenarios, despurinacion o despirimidinacion de los azucares y
modificacién de bases.

b) Mutaciones. Como adiciones, deleciones o sustituciones de bases.

c) Epimutaciones. Que son cambios heredables en el DNA o modificacidn de proteinas que
transforman la expresion génica sin cambio en la secuencia de pares de base (pb)en las cadenas
de DNA (Vijg y Suh, 2013).

Los mecanismos encargados de reparar el DNA dafiado no son infalibles y esto conduce a dafio
acumulativo a lo largo del tiempo, debido a la reduccidn de los mecanismos de seleccién celular conforme
el tiempo de vida de un organismo avanza, tales alteraciones en el genoma contribuyen al proceso de
envejecimiento (Vijg y Suh, 2013). Ademds, la inestabilidad gendmica se ha asociado con el desarrollo de
tumores sobre todo en canceres hereditarios en los cuales se observa inestabilidad gendmica en
practicamente todo tipo de tumores (Negrini, Gorgoulis y Halazonetis, 2010), este hallazgo concuerda con
la hipdtesis “mutadora” de la carcinogénesis la cual sugiere que las células precancerosas tienen
inestabilidad gendmica favoreciendo el desarrollo tumoral por incremento en la tasa de mutaciones

espontaneas (Loeb, 1991; Nowell, 1976).

L.Il. Enlaces covalentes cruzados y rupturas de doble cadena en el DNA
El DNA puede sufrir diferentes tipos de dafio, entre ellos se incluyen a las modificaciones de bases, sitios

abasicos, cambios de bases o distorsion de la doble hélice, rupturas de cadena sencilla o doble (SSB o DSB,

por sus siglas en inglés) o enlaces covalentes cruzados (ICL, por sus siglas en inglés) (Roos y Kaina, 2013),



éstos dos ultimos son de especial relevancia pues los ICL son un tipo de lesion sumamente deletérea;
mientras que las DSB suponen una fuente de rearreglos cromosémicos o mutaciones, lo cual dependera
del mecanismo por el cual se reparen como se discutird mas adelante.

Los ICL son un tipo de lesidn que puede afectar al DNA, que pueden ser ocasionados por diferentes
metabolitos enddgenos, exposicion ambiental, agentes quimioterapéuticos que poseen dos grupos
reactivos, los cuales se unen de manera covalente a cada nucleétido de las cadenas del DNA, evitando la
separacion de las mismas e impidiendo la replicacién y la transcripcidon, comprometiendo de esta manera
la viabilidad celular (Roos y Kaina, 2013).

En las DSB los esqueletos de azlcar-fosfato de las dos hebras complementarias, se rompen de manera
simultanea por lo que es una lesidn bastante severa ya que se compromete la integridad de la informacién
asi como su continuidad. Los organismos eucariontes han evolucionado de tal manera que poseen
distintos mecanismos para hacer frente a las DSB que de hecho se encuentran relacionados entre si en
mayor o menor medida; entre estos mecanismos se pueden mencionar a la recombinacion homdloga, el
alineamiento de secuencias sencillas, la unidon de extremos no homélogos, la conversién génica y la
replicacion inducida por rupturas (Mehta y Haber, 2014). Algunos estudios estiman que se produce una

DSB de manera espontanea por cada 108 pb (Mehta y Haber, 2014; Vilenchik y Knudson, 2003).

L.Ill. Agentes enddgenos inductores de ICL o DSB
Los ICL y las DSB se pueden generar de manera endégena como consecuencia de la generacién de

productor intermediarios resultado del metabolismo celular normal asi como por la exposicidn a
diferentes agentes reactivos. Existen diversos componentes del metabolismo capaces de generar ICL
siendo los aldehidos de los principales (Figura 2) los cuales son derivados de la peroxidacion de lipidos (Yu
et al., 2015), de entre los aldehidos destacan el acetaldehido (Figura 3G), el cual también es producto
intermedio del metabolismo del etanol. El acetaldehido se transforma en acetato por medio de una

reaccion enzimatica que se lleva a cabo por la aldehido deshidrogenasa (ALDH2). En ausencia de la ALDH2



el acetaldehido se acumulay se une al DNA para formar aductos de N2 etildeno-dG (Yu et al., 2012; Yukawa
et al., 2014). Existen algunos modelos que ayudan a dilucidar como los aldehidos contribuyen a la
inestabilidad gendmica, entre éstos se incluyen el murino doble knockout para Aldh2 y Fancd2 (Aldh2-/-
Fancd2-/-) el cual presenta letalidad embrionaria, sin embargo, cuando estos embriones se transfieren a
una madre heterocigota para Aldh2 son capaces de llegar a término pero presentan anormalidades en el
desarrollo y predisposicion a leucemias, mientras que aquellos que no la desarrollaron presentaron

anemia apldsica (Garaycoechea et al., 2012).

Acetaldehido Acroleina

Crotonaldehido
Figura 2. Los aldehidos se producen de manera enddgena durante el metabolismo de
lipidos, en la figura se muestran algunos de los cuales se ha reportado que participan
en la produccion de ICL. En gris dtomo de carbono, en blanco hidrégeno y en rojo
oxigeno. Imagenes realizadas en https://www.mn-
am.com/online_demos/corina_demo_interactive.

Se sabe que las especies reactivas de oxigeno (ERO) son capaces de generar diferentes formas de dafio

como rupturas de doble cadena, de cadena sencilla o ICL del tipo DNA-DNA o DNA-proteina. También el



dxido nitrico se ha reportado como fuente enddgena de ICL producidos de manera independiente de la
peroxidacidon de lipidos (Caulfield, Wishnok, and Tannenbaum 2003).

En el DNA tanto las bases como los azlcares son susceptibles de oxidacion, lo que puede resultar en
modificacién de bases tales como la 8-oxoguanina (8-0xoG), rupturas de cadena sencilla (SSB, por sus
siglas en inglés), asi como ICL en proteinas (Imlay, 2003). Existe evidencia que sugiere que la transcripcion
del DNA es una fuente importante de DSB (Prado y Aguilera, 2005), ademas los DSB se generan como
intermediarios en gran cantidad de procesos normales en la célula como son el caso de la recombinacién
V(D)J que ocurre en el ensamblaje de los genes antigeno receptor de las inmunoglobulinas, las DSB se
generan también como producto intermedio durante el cambio de clase de las inmunoglobulinas (Soulas-

Sprauel et al., 2007).

L.IV. Agentes exogenos inductores de ICL o DSB
Los ICL y DSB se pueden generar por exposicion ambiental a diversos agentes quimicos y por el uso de

farmacos. Algunos factores ambientales que pueden contribuir son el humo de cigarro o el producido por
la combustién de gasolinas en los automédviles como son la acroleina y el crotonaldehido (Pang y
Andreassen, 2009). La radiacién ionizante también es capaz de provocar gran cantidad de dafo en las
bases del DNA, asi como en el esqueleto de azucar fosfato produciendo SSB (Thompson, 2012; Ward,
1994). Se ha descrito que dosis altas de radiacidon pueden ocasionar SSB cercanos generando una DSB
(Milligan et al., 1995) aunque el nimero de DSB ocasionados por la radiacién ionizante son apenas un 10%
de los SSB generados (Ma et al., 2012).

Existen diferentes agentes que se utilizan como quimioterapéuticos sobre todo en tratamientos contra
distintos tipos de cancer, entre los que se encuentran el diepoxibutano (DEB) o la mitomicina C (MMC).
Aungue se ha observado que el uso de agentes inductores de ICL en pacientes de diferentes tipos de cancer

es efectivo, es dificil determinar si los ICL son una causa de cancer en si, esto debido a que muchos de los



guimioterapéuticos utilizados a menudo causan otro tipo de lesiones en el DNA (Deans y West, 2011) tales
como alquilacién de bases o enlaces covalentes interhebra.

La mostaza nitrogenada se utilizé6 como arma quimica durante la primera guerra mundial, tiempo después
se empled como quimioterapéutico aunque su mecanismo de accidon no se habia descrito, después le
siguieron la MMC y el cisplatino como quimioterapéuticos inductores de ICL. Solamente el 5% del dafio
generado por estos compuestos corresponde a ICL que producen distorsidon con desenrollamiento de la
doble hélice de 2° a 6° y una curva de alrededor 10° (Dronkert y Kanaar, 2001; Rink y Hopkins, 1995).

El cisplatino (Figura 3B) se describié inicialmente como un compuesto con la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano a mediados de los afios 60, este compuesto posee afinidad por las purinas lo que
puede formar enlaces covalentes intrahebra asi como ICL, los primeros se establecen en secuencias CpG
o ApG. Por otra parte los ICL constituyen solo entre el 5-8% del dafo producido por el cisplatino, estos ICL
se crean Unicamente en las regiones CpG uniéndose a la posicion N7 de las guaninas (Figura 3C) (Malinge,
Giraud-Panis, y Leng, 1999).

El 1,2,3,4-Diepoxybutano (DEB) el cual es un metabolito secundario producido durante el metabolismo del
1,3-butadieno, funciona como agente alquilante bifuncional el cual puede causar algunos tipos de dafo
entre lo que se encuentran monoaductos, ICL, SSB y DSB DNA-Proteina, en ensayos in vivo se ha reportado
que los ICL son el tipo de dafio de mayor importancia (Wen et al., 2011). El DEB tiene susceptibilidad por
unirse de manera covalente a los residuos de guanina en las posiciones N1y N7, la unidn de dos guaninas
en la posicidon N7 es la manera mas comun de formar el ICL (Figura 3C), la distorsion que produce el DEB
sobre la doble hélice es de alrededor de 34° hacia el surco mayor.

La MMC es un agente alquilante bifuncional del DNA el cual se utiliza como antibidtico antitumoral asi
como medicamento anti cancerigeno citotdxico que se obtiene a partir de la actino bacteria Streptomyces
caespitosus y se utiliza para tratar diferentes tipos de neoplasias como cancer de vejiga, mama, cerviz,

colorectal, anal, gastrico, tumores de cabeza y cuello, entre otros (Bradner, 2001).
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Para generar ICL la MMC se debe metabolizar reduciendo el grupo quinona (Kennedy, Sartorelli, y
Rockwell, 1980), se sabe que diferentes enzimas tienen la capacidad de llevar a cabo la reaccién de
reduccion entre las que se incluyen la NADPH citocromo P450 reductasa, la xantina oxidasa, la citocromo
b5 reductasa, la xantina deshidrogenasa y la DT-diasporasa se piensa que la DT-diasporasa es la enzima es
el mecanismo principal para la reduccién de la MMC (Cummings et al., 1998).

Se ha reportado que la activacién de la MMC se ve favorecida en ambientes hipdxicos (baja concentracion
de oxigeno) como lo es el ambiente tumoral lo cual hace de ella un quimioterapéutico ideal (Tomasz,
1995). La MMC actua sobre las secuencias CpG debido a su especificidad por las guaninas, donde puede
unirse en la posicién N2 de cadenas opuestas para formar un ICL (Figura 3A) o bien a la posicion N7 donde
constituird monoaductos (Kumar et al., 1997; Tomasz, 1995). Los productos del dafio por MMC se generan
de manera desigual, el 50% de este daino se comprende por monoaductos, seguido de enlaces covalentes
intrahebra con 35% y se encuentran finalmente los ICL con 15% (Warren, Maccubbin, y Hamilton, 1998).
Cuando se generan ICL por MMC ésta se une por el surco menor lo que provoca distorsidon negativa de la

doble hélice (Norman et al., 1990).
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Figura 3. Estructura de diferentes agentes inductores de ICL junto con la estructura del
ICL que forman: en A) mitomicina C, en B) cisplatino y C) diepoxibutano. Imagen
modificada de Lopez-Martinez, Liang y Cohn 2016.
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I.V. La Anemia de Fanconi (AF) y otros sindromes de inestabilidad gendmica
En individuos sanos los mecanismos encargados de hacer frente al dafio al DNA son capaces de responder

de manera eficiente cuando tal dafio tiene lugar, sin embargo, cuando las células de un individuo tienen
defectos en alguno de los mecanismos de reparacion, este sufre de algin sindrome de inestabilidad
gendmica como son ataxia telangiectasia (AT), sindrome de rupturas de Nijmegen o la anemia de Fanconi
(AF) por mencionar algunos (Vermeij, Hoeijmakers, y Pothof, 2016).

Los sindromes de inestabilidad gendmica comparten una serie de caracteristicas entre las cuales se
encuentran un patrén de herencia autosémica recesiva en su mayoria, retraso en el desarrollo fisico y
mental de manera general, ademas de forma comin comparten dismorfias de diferente grado,
disfunciones de dérganos y sistemas, asi como alto riesgo de predisposicion a céncer; las rupturas
cromosdmicas espontaneas son una caracteristica menos comun in vitro que en las células de los
individuos afectados, las cuales presentan tasas altas de rupturas cromosdémicas o inestabilidad lo cual se
puede ver reflejado en rearreglos cromosémicos (Wu, 2016). En la Tabla 1 se resumen algunas de las

caracteristicas en comun de diferentes sindromes de inestabilidad cromosdmica.
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Tabla I. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los sindromes de inestabilidad gendmica.

Sindromes Fenotipos Funcidén Predisposicio
proteica n a cancer
Anemia de Anormalidades Varios FANC-A, B, C, Varias Si
Fanconi congénitas D1,D2,E, F, G,
Falla medular LJ L M,N,O,
P,Q RS T U,
vV, W
Sindrome de Microcefaliay 8g21.3 NBS1 Proteina con Si
rupturas de retraso mental dominio BRC,
Nijmegen Inmunodeficiencia reparacion de
Radio sensibilidad DSB
Sindrome de Inmunodeficiencia  15q26. NML Helicasa de Si
Bloom Envejecimiento 1 DNA
prematuro
Ataxia Neurodegeneracion  11g23 ATM Proteina cinasa Si
telangiectasia Inmunodeficiencia
Envejecimiento
prematuro
Radio sensibilidad
Ataxia Degeneracién 11921 MRE11 Exonucleasa/ Propuesto
telangiectasia cerebelar Endonucleasa
like Radio sensibilidad

Modificada de Wu, 2016.

La AF es una enfermedad genética, descrita por primera vez en 1927 por el pediatra suizo Guido Fanconi,
quien estudio a los miembros de una familia en donde tres hijos presentaban anormalidades fisicas
diversas asi como caracteristicas que recordaban a la anemia perniciosa, llegando a la conclusién de que
tal complejidad en la enfermedad no podia deberse a un solo defecto genético (Lobitz y Velleuer, 2006).
Actualmente se reconoce a la AF como sindrome genéticamente heterogéneo (poligénico) cuya herencia
es predominantemente autosdmica recesiva aunque para algunos genes la herencia es ligada al X (FANCB)
0 autosdmica dominante (FANCR). La AF se debe a mutaciones bialélicas heredadas en alguno de los 22
genes (Tabla 2) de la via FA/BRCA la cual es responsable de la reparacién de ICL en el DNA (Bluteau et al.,
2016; Knies et al., 2017), debido a esta deficiencia en la reparacidn las células AF son hipersensibles a los
agentes inductores de ICL. Mutaciones en los genes FANCA, FANCCy FANCG que abarcan juntos alrededor

del 80% de los pacientes (Tabla 3, Figura 4). Esta hipersensibilidad se manifiesta como una frecuencia
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elevada de aberraciones cromosdmicas (AC), que incluyen DSB no reparadas y figuras de intercambio
radial entre cromosomas no homologos (REF, por sus siglas en inglés) (Figura 5). La presencia de REF ha
llevado a los estudios de AF a sugerir que la unidn de extremos no homadlogos cldsica (cNHEJ, por sus siglas
en inglés) es la encargada de religar a las DSB en ausencia de una via FA/BRCA funcional (Auerbach, 2003).
Los pacientes de AF presentan un espectro amplio de caracteristicas las cuales se clasifican en tres grupos

principales: malformaciones congénitas, falla medular y predisposicién a cancer.
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Tabla Il. Genes de la via FA/BRCA.

Tamaiio del gen (pb) Tamaiio de la proteina (kDa) Funcion Referencia
FANCA 16g24.3 79,110 163 Complejo central (Apostolou et al,. 1996; Ten Foe, et al., 1996)
FANCB Xp22.31 77,165 95 Complejo central (Meetei et al., 2004)
FANCC 9p22.3 327,743 63 Complejo central (Strathdee, Duncan, y Buchwald, 1992)
FANCD/ABRCA2 13q12.3 85,405 380 Recombinacion (Howlett et al., 2002)
Homodloga
FANCD2 3p25.3 75,546 162 Complejo (Timmers et al., 2001)
FANCD2/FANCI
FANCE 6p21.3 14,768 60 Complejo central (de Winter et al., 2000a)
FANCF 11p15 4,269 42 Complejo central (de Winter et al., 2000b)
FANCGXRCC9 9p13 6,182 68 Complejo central (Joenje et al., 1997)
FANCI 15qg26.1 73,314 149 Complejo (Dorsman et al., 2007; Sims et al., 2007;
FANCD2/FANCI Smogorzewska et al., 2007)
FANCBRIP1BACH1 17922 184,752 140 Helicasa (Levitus et al., 2005; Levran et al., 2005;
Litman et al., 2005)
FANC/[PHF9 2pl6.1 82.439 43 Complejo central y (Meetei et al., 2003)
Ubiquitin ligasa
FANCM 14qg21.3 64.958 250 Helicasa y complejo (Meetei et al., 2005)
central
FANCNPALB2 16p12 38.198 130 Recombinacion (Reid et al., 2007)
Homodloga
FANCORAD51C 17925.1 43,076 42 Recombinacién (Vaz et al., 2010)
Homodloga
FANCPSLX4 16p13.3 30.434 200 Reclutador de (Kim et al., 2011; Stoepker et al., 2011)
Endonucleasas
FANCOXPFERCC1 | 16p13.1 32,204 101 Endonucleasa (Bogliolo et al., 2013)
2
FANCRRAD51 15915 37,566 37 Recombinacién (Ameziane et al., 2015)
homdloga
FANCSBRCA1 17921 125,951 207 Recombinacién (Sawyer et al., 2015)
homodloga
FANCTUBE2T 1932.1 10,324 23 Transferencia de (Virts et al., 2015)
Ubiquitina
FANCUXRCC2 7q936.1 31,387 32 Recombinacion (Park et al., 2016)
homologa
FANCYREVTMAD2L2 1p36 17,309 24 Sintesis translesiéon (Bluteau et al., 2016)
FANCWRFWD3 16qg23.1 45,499 85 Transferencia de (Knies et al., 2017)
ubiquitina
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Tabla Ill. Porcentaje de variantes patogénicas reportadas en los genes FANC

Porcentaje de Numero de variantes patogénicas
pacientes reportadas
FANCA 61.78% 1012
FANCB 1.89% 31
FANCC 9.58% 157
FANCD1 2.26% 37
FANCD2 2.56% 42
FANCE 2.01% 33
FANCF 1.47% 24
FANCG 9.34% 153
FANCI 1.34% 22
FANCJ 1.71% 28
FANCL 0.49% 8
FANCM 0.43% 7
FANCN 3.97% 65
FANCO 0.12% 2
FANCP 0.43% 7
FANCQ 0.12% 2
FANCR 0.06% 1
FANCS 0.06% 1
FANCT 0.18% 3
FANCU 0.06% 1
FANCV 0.06% 1
FANCW 0.06% 1
Total 100.00% 1638
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W FANCA H FANCB
FANCC H FANCD1
W FANCD2 FANCE
W FANCF H FANCG
W FANCI u FANCI
W FANCL B FANCM
W FANCN H FANCO
FANCP W FANCQ
FANCR FANCS
B FANCT B FANCU
B FANCV B FANCW

Figura 4. Heterogeneidad genética en la anemia de Fanconi, datos de las variantes
patogénicas reportadas en bases de datos publicas para cada uno de los 22 genes
FANC. Consultado en Leiden Open Variation Database (LOVD)
[http://www?2.rockefeller.edu/fanconi/] el 3 de Septiembre de 2018.

L.V.l. Aspectos clinicos

Los pacientes de AF presentan una gran cantidad de alteraciones fenotipicas e inclusive existen pacientes
sin ninguna anormalidad aparente. Una caracteristica sugestiva de AF son los defectos del eje radial tales
como pulgares bifidos o supernumerarios, aplasia o hipoplasia de radio o pulgares, anormalidades
esqueléticas en vértebras, gastrointestinales, fistula traqueoesofagica, alteraciones renales como rifidn en
herradura, asi como cardiacas (Van Der Lelij et al., 2010). El retraso en el crecimiento y el bajo peso al
nacimiento son comunes en los pacientes de AF, ademas de algunas anormalidades en la pigmentacion de
la piel como son la presencia de manchas café con leche o la hiperpigmentacion. Existen otros defectos
gue pueden manifestarse o hacerse mas evidentes con el paso del tiempo como son deterioros en el oido,
oculares y en el sistema nervioso central. Otra caracteristica comun en los pacientes con AF es la estatura
baja debido a falla del sistema endocrino (Giri et al., 2007; Wajnrajch et al., 2001). Este patrén de
malformaciones es ampliamente variable tanto inter- como intrafamiliar donde incluso gemelos
monocigoticos presentan diferencias.
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En el segundo grupo se encuentran las caracteristicas hematoldgicas las cuales rara vez se manifiestan
desde el nacimiento, sino que esto ocurre alrededor de los siete afios. Los pacientes de AF se caracterizan
por la presencia de falla medular generalizada lo cual se hace evidente por la presencia de hematomas
recurrentes, petequias, sangrado y fatiga, debido a la trombocitopenia asi como infecciones del tracto
respiratorio recurrentes por leucopenia. La hipoplasia de la médula dsea ocurre en tiempo variable y
progresa hacia anemia apldsica y pancitopenia cuando al menos dos o tres linajes sanguineos se
encuentran afectados (Butturini et al., 1994).

La predisposicion a cancer es el tercer grupo de caracteristicas principales de los pacientes de AF tanto a
canceres hematoldgicos como sindrome mielodispldsico y leucemia mieloide aguda con aproximadamente
de 40 al 60% de individuos afectados a los 40 afios, asi como tumores sdlidos principalmente carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (con riesgo incrementado de 500-700 veces mas que la poblacion
general) (Rosenberg, Tamary, y Alter, 2011). Se sabe que las mutaciones en FANCA, FANCC y FANCG se
encuentran en cerca del 90% de los pacientes, ademas se observa que en los que tienen mutaciones en
FANCS, FANCR, FANCO y FANCU no presentan, al menos de momento falla medular o predisposicion a

leucemias (Rodriguez y D’Andrea, 2017).

L.V.Il. Aspectos celulares
A diferencia del fenotipo clinico de los pacientes de AF que es sumamente heterogéneo, el fenotipo celular

es comun en todas las células afectadas el cual se caracteriza por presentar una frecuencia elevada de AC
espontdneas asi como hipersensibilidad a agentes que son capaces de inducir ICL, como la MMC, DEB o
cisplatino (Niedernhofer, Lalai y Hoeijmakers, 2005). Entre las AC que se generan se encuentran rupturas
de cadena sencilla, DSB, asi como las figuras de radiales que involucran al menos dos cromosomas y son
caracteristicas de las células de AF (Figura 5) (Bogliolo y Surrallés, 2015). El ensayo de AC es la metodologia

con la cual se realiza la confirmacién y el diagndstico diferencial de AF (Oostra et al., 2012).
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Figura 5. Prueba de rupturas cromosémicas con MMC (40 ng/ml) en linfocitos
normales (a) y linfocitos de un paciente con AF (b), en ambas se puede observar la
presencia de DSB mientras que las figuras radiales se observan Unicamente en las
células del paciente AF. Imagen modificada de Sevilla-Montoya et al. 2017.

Debido a su hipersensibilidad a los agentes inductores de ICL las células con mutaciones en los genes de la
via FA/BRCA presentan arresto en la fase S tardiay G, del ciclo celular, lo cual es dependiente de CHK1
cuando se exponen a este tipo de agentes (Guervilly, Macé-Aimé, y Rosselli 2008). Otra caracteristica de
las células AF es la sobreexpresion de proteinas componentes de la cNHEJ, esto ocurre debido a que
algunas proteinas participantes de la via FA/BRCA participan ademas en la supresion de la ctNHEJ, entre
ellos se encuentra FANCD2 por su actividad de endonucleasa que genera estructuras en la DSB Gnicamente
son capaces de reconocer las proteinas de reparacidon por cHR (Adamo et al., 2010; Pace et al., 2010),

ademas de presentar incrementado el porcentaje de muerte celular por apoptosis.

I.VI. La via FA/BRCA participa en la reparacion de los ICL
Aunque los ICL se pueden detectar en diferentes fases del ciclo celular como durante la fase G, esto ocurre

principalmente en la fase S debido a que se reconoce el arresto de las horquillas de replicacién producido
el ICL (Clauson, Scharer y Niedernhofer, 2013). Los ICL se reparan por medio de la via FA/BRCA (Schwartz
y D’Andrea, 2010) (Figura 6). en la cual participan diversas proteinas entre las que se incluyen a las de AF,
es decir aquellas de las que se han identificado pacientes con al menos una mutacién en los genes que

codifican para dicha proteina asi como proteinas asociadas, ademds de proteinas que pertenecen a
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diferentes vias de reparacién como la reparacidon por escision de nucledtidos (NER, por sus siglas en inglés),
la reparacion por sintesis traslesidon y la reparacién por recombinaciéon homéloga.
La via FA/BRCA se puede dividir en tres secciones principales que acontinuacién se describen:

- La parte rio arriba. En el inicio de la via FA/BRCA el complejo FANCM-FAAP24-MHF1/2 reconoce a
las horquillas de replicacién arrestadas por el ICL debido a la estructura particular que adquiere el
DNA, este complejo a su vez recluta al complejo central o core compuesto ademas del complejo
FANCM-FAAP24-MHF1/2 por la proteinas FANCA, B, C, E, F, G, L (Kee y D’Andrea, 2010) asi como
FAAP100, FAAP20 y UBE2T (FANCT).

- La monoubiquitinacion de FANCD2/FANCI. La segunda parte de la via FA/BRCA se compone de la
monoubiquitinacion del complejo FANCD2/FANCI, lo cual se lleva a cabo por una cadena de
transferencia de las ubiquitinas en la que participan 3 enzimas diferentes, la E1 que corresponde
a la activacion, la E2 que colabora en la conjugacion y la E3 que contribuye al ligamiento de la
ubiquitina, la enzima E2 en la via FA/BRCA es UBE2T (FANCT) mientras que la enzima con funcidn
E3 es FANCL (Schwertman, Bekker-Jensen y Mailand 2016). Ademas de la monoubiquitinacién el
complejo FANCD2/FANCI requiere de fosforilacion lo cual se lleva a cabo por la cinasa ATR (Ishiai
et al., 2008).

- Laseccion rio abajo. La monoubiquitinacion del complejo FANCD2/FANCI induce el reclutamiento
de la endonucleasa FAN1 asi como de la proteina de andamiaje SLX4 (FANCP) que contiene sitios
de unidn para las endonucleasas SLX1, MUS81 y XPF (FANCQ) (Kim et al., 2013). El siguiente paso
consiste en realizar cortes en ambos lados de una de las cadenas involucradas en el ICL los que se
realizan por la accion de endonucleasas, XPF efectla esta funcidn de manera preferencial aunque
dependiendo de la estructura del ICL pueden participar SLX1, MUS81 o FAN1, esta escision genera

tres intermediarios de reparacién: un SSB, un monoaducto y un DSB.
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El SSB es el primer intermediario que se repara gracias a el mecanismo de sintesis translesién de DNA, al
mecanismo de tolerancia de dafio al DNA que permite evitar el estancamiento prolongado de la horquilla
de replicacion a costa de la integridad del mensaje genético, lo que implica que es una potencial fuente de
mutaciones. Dicho mecanismo se lleva a cabo de manera coordinada por las polimerasas de sintesis
translesion (TLS) [REV1 y POL T, un heterodimero compuesto por REV1 y REV7 (FANCV)], que son
polimerasas propensas a error capaces de sobrepasar al aducto generado para afiadir nucleédtidos en la
hebra complementaria (Kim y D’Andrea 2012), la hebra reparada servira posteriormente como cadena
molde durante la cHR. AlUn no esta del todo claro cdmo es que participan juntas estas dos polimerasas TLS,
sin embargo la evidencia sugiere que REV1 puede funcionar como una proteina de andamiaje (de manera
similar a FANCP) para diferentes polimerasas de sintesis translesion entre las que se incluye a POL T (Guo,
Sonoda et al. 2006; Guo Tang et al. 2006).

El monoaducto se repara por medio de la via NER, la cual es capaz de reconocer y reparar removiendo las
moléculas que producen distorsiones en la doble hélice de DNA y SSB. De manera general en esta via de
reparacion existe un complejo de reconocimiento entre sus componentes se encuentran XPC, este
complejo censa el dafio y posteriormente se recluta a las helicasas XPB y XPD junto con otras proteinas
que forman un complejo, entre estas proteinas se incluyen las endonucleasas XPF (FANCQ) y XPG que
realizan cortes en la cadena dafiada y a ambos lados del monoaducto, después se une PCNA junto con
polimerasas (6, € y k) de DNA para resintetizar el segmento cortado y finalmente se sella por medio de la
ligasa 1 (Marteijn et al., 2014).

Las DSB son el tercer tipo de lesidon que se repara principalmente por dos vias la cHR y la cNHEJ. Durante
la via FA/BRCA las DSB se reparan por la primera la cHR ya que la via FA/BRCA funciona durante la fase S
del ciclo celulary en la fase G, temprana, ademas existe evidencia que sugiere que la via FA/BRCA favorece

la reparacion de las DSB por la recombinacion homologa clasica (cHR) (Kee y D’Andrea, 2010).
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La cHR es una via libre de error en la cual se utiliza a una de las cadenas de DNA como molde para reparar
de manera fiel el segmento de DNA dafiado. Durante la fase inicial de la cHR MRE11, un componente del
complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1), realiza una incisién en el extremo 5°del DSB cerca de 300 pb rio
arriba por medio de su actividad endonucleasa y extiende la reseccién en direccion 3’a 5” por medio de su
actividad de exonucleasa lo que genera extremos salientes 3’, para lo cual es necesaria la interaccién con
CtIP; se piensa que esta modificacion del DSB separa al heterodimero KU70/KU80 conduciendo la
reparacion hacia la cHR, en el siguiente paso participan el complejo BRCA1-BARD1 que participan como
reguladores de la reseccidn asi como enlace para los pasos posteriores. Después los extremos salientes 3’
son recubiertos por el complejo RPA el cual se conforma de RPA1 y RPA2, este filamento de DNA-RPA es
blanco de RFWD3 (FANCW) el cual transfiere ubiquitinas a los monémeros de RPA promoviendo los
siguientes pasos de la cHR en donde se da el recambio de los monémeros de RPA por RAD51 (FANCR) con
ayuda de las proteinas BRCA2 (FANCD1) que participa en el desplazamiento de RPA por medio de sitios
de unidn a SEM1, ssDNA, RAD51 y el complejo BRCA1-BARD1 a través de PALB2 (FANCN), ademds BRCA1
(FANCS) RAD52, RAD54, BRIP1 (FANCJ) contribuyen para la estabilizaciéon del filamento (Kee and D’Andrea
2010). La carga de RAD51 en el extremo saliente 3" permite la bdsqueda de homologia en invasion en una
cadena molde la cual es necesaria para llevar a cabo la reparacién por cHR, proceso en el que también
participa BRCA1-BARD1, los filamentos de nucleoproteina de RAD51 forman el complejo sinaptico que
contiene un intermediario de tres hélices de DNA lo que facilita la formacién del heteroduplex conformado
por la hebra invasora asi como por la cadena complementaria del DNA invadido, a continuacion si el
apareamiento de bases es suficiente se establece la sinapsis y se desplaza la hebra no apareada de la
molécula de DNA invadida formando el D-loop, este proceso se lleva a cabo por medio de la hidrdlisis de
ATP que realiza RAD51 y el des ensamblaje de RAD51 del ssDNA. El extremo 3’de la hebra invasora se
acopla a la DNA polimerasa & que extiende la hebra invasora utilizando la hebra complementaria como

molde. La manera en que culmina la reparacion depende del grupo celular en que se lleve a cabo, cuando
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se trata de una célula somatica la reparacién culmina en alineamiento de hebra dependiente de sintesis,
un mecanismo en el cual solamente uno de los extremos del DSB invade la hebra molde mientras que el
segundo filamento se resecciona pero permanece pasivo, este Ultimo extremo se alinea con la hebra
naciente facilitando la terminacidon de la recombinacion homdéloga (HR). Debido a que no existe la
formacién de una unidn de Holliday se dice que en este mecanismo de HR no existe entrecruzamiento. Por
otra parte, cuando la reparacién se lleva a cabo en células gaméticas se forman dos entrecruzamientos
entre las hebras invasoras y las invadidas conocidas como uniones de Holiday en las cuales el DNA esta
entrelazado a dichos intermediarios que son resueltos por diferentes complejos de resolucidn entre los
que se incluyen a XRCC3-RAD51C (FANCO), dando como resultado o no recombinacion de estas hebras
(Figura 6) (San Filippo, Sung y Klein, 2008).

Durante la reparacién de la DSB el complejo MRN ademas permite reclutar a la cinasa ATM, la cual fosforila
a una variedad de proteinas entre las que se incluyen la histona H2AX, cuya fosforilacion es un marcador
de dano en el DNA que mantiene activo el bloqueo del ciclo celular mientras se lleva a cabo la reparacion

(Burma et al., 2001).
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Figura 6. Esquema representativo de la via FA/BRCA, en el que indican los eventos
principales como el reconocimiento del sitio de dafio, el reclutamiento del complejo
core, el corte en el DNAy la reparacion por NER y HRR. Imagen modificada de Stecklein
y Jensen, 2012.

1.VIl. Mecanismos de reparacion de DSB alternos a la via FA/BRCA

Cuando la via FA/BRCA es funcional las DSB generadas después de desenganchar el ICL se reparan
mediante cHR la cual actua durante las fases Sy G, del ciclo celular y se bloquean otras vias de reparacion
como la cNHEJ que actua a lo largo de todo el ciclo celular y es el mecanismo principal para la reparaciéon
de DSB (Kee y D’Andrea, 2010; Kim et al., 2013).

Durante la reparacién por cNHEJ (Figura 7), no se utiliza DNA como molde para la reparacién sino que los
extremos rotos de las cadenas de DNA son unidos y ligados directamente por lo cual se dice que esta via

es propensa a error, ademas se sabe que para formar los apareamientos entre los extremos a reparar
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requiere de solo 4 pb de homologia. La cNHEJ se compone de dos pasos de sinapsis, en el primero de ellos
conocido como sinapsis de largo alcance el heterodimero Ku se une a los extremos rotos, Ku esta
compuesto por dos subunidades (KU70 y KU80) y es una de las proteinas nucleares mas abundantes. Ku
posee una afinidad alta por extremos de DNA y es capaz de unirse a estos antes de la eleccidn de un
mecanismo de reparacion, la unién de KU70/KU80 al DSB permite reclutar a la proteina DNAPKcs que es
la subunidad catalitica, una vez que se constituye la forma activa u holoenzima (Meek, 2009) este complejo
tiene la capacidad de autofosforilarse asi como fosforilar a diferentes factores de reparacion tales como
RPA2, una subunidad de 34 kDa de RPA, XLF/Cernunnos, WRN, ligasa IV (LiglV), XRCC4 y la exonucleasa
Artemis para activarlos (Cruet-Hennequart et al., 2008; Otsuki et al., 2007; Soubeyrand et al., 2006; Yu et
al., 2008). La autofosforilacion de DNA-PKcs provee la energia necesaria para llevar a cabo su cambio
conformacional; una vez activado el complejo holoenzima el siguiente paso es el procesamiento de los
extremos libres de la DSB, en este paso actuan diferentes proteinas tales como PNK, TDT, asi como la
exonucleasa Artemis quien junto con el complejo MRN reseccionan los extremos del DNA asi como las
polimerasas Py A las cuales rellenan los huecos presentes en la ruptura (Lans, Marteijn y Vermeulen, 2012).
En el segundo paso de sinapsis participan XLF, funciones no cataliticas de XRCC4-LIG4 y la actividad
catalitica de DNA-PKcs, en este paso se alinean los extremos del DSB. Finalmente los extremos son

reunidos por la el complejo formado por XLF-XRCC4-LIG4-PAXX.
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Figura 7. Esquema representativo de la cNHEJ durante la reparacion de DSB, se
muestran los pasos principales de esta via. Imagen modificada de Mladenov vy lliakis,
2011.

Recientemente se han reportado rutas alternas de reparacion de DSB en el DNA, una de ellas es la unién
de extremos no homoélogos alterna (aNHEJ) (Figura 8). Se ha observado la aNHEJ en lineas celulares de
diferentes organismos, como pollo (células DT40), en las que se demostré que no toda la actividad de
religamiento de DSB se debe a la cNHEJ (Hanlon Newell et al. 2008). Existe evidencia de una amplia
actividad de unién de extremos rotos de DNA en células mutantes para el heterodimero Ku (Wang et al.,
2001) y para LIG4 (Wang et al., 2001), asi como en células proficientes para la cNHEJ que son tratadas con
inhibidores de la DNA-PK (Wang et al., 2001). Existen reportes de la presencia de éste mecanismo en
algunos tumores, la aNHEJ se distingue de la cNHEJ por la presencia de micro homologia en el DNA

reparado ademas de ser un mecanismo de reparacién mas lento (Bennardo et al., 2008). Al igual que la
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cNHEJ la aNHEJ es capaz de funcionar durante cualquier fase del ciclo celular aunque se ha observado que
su mayor actividad es en las fases Sy G, (Mladenov et al., 2013).

Aunque la dindmica de esta via es muy similar a la ctNHEJ en sus procesos (reconocimiento de la DSB,
procesamiento, union y ligamiento de los extremos) las proteinas que participan no son las mismas.
Durante la aNHEJ el reconocimiento inicial de la DSB se lleva a cabo por PARP1 el cual compite con KU por
la unidn a las DSB debido a la afinidad de ambas proteinas por los DSB. Es caracteristico de esta via la
presencia de micro homologias entre las cadenas reparadas, se piensa que el complejo MRN y CtIP
pudiesen ser responsables de ello por medio de reseccionar estas cadenas y favorecer la reparacién por
aNHEJ; lo que parecia inicialmente poco probable debido a su participacién en la cHR, sin embargo hay
evidencia que lo sugiere (Davis y Chen, 2010; Deriano et al., 2009; Rahal et al., 2010; Rass et al., 2009; Xie,
Kwok, y Scully, 2009). Asi como se piensa que Ku participa en el alineamiento de los extremos durante la
cNHEJ (Feldmann et al., 2000), existe evidencia in vitro que sugiere que la histona H1 realiza una funcion
similar durante la aNHEJ (Rosidi et al., 2018). El ligamiento de los extremos lo realizan el complejo formado
por la DNA ligasa 3 (LIG3) y XRCC1 asi como la DNA ligasa 1 (LIG1). Se ha reportado ademas que otras
proteinas participan en la via aunque su funcién no estd del todo clara, tal es el caso de WRN que forma

un complejo estable con LIG3 el cual es afin a las DSB (Sallmyr, Tomkinson, y Rassool 2018).
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Figura 8. Esquema de la aNHEJ. Modificada de Mladenov vy lliakis, 2011.

Otra via de reparacion es la recombinacién homolaga alterna (aHR), la cual no se ha caracterizado
totalmente; sin embargo existe evidencia que sugiere su existencia. Se ha observado que en células de
pacientes de AF y en modelos animales con mutaciones en componentes de la via FA/BRCA se observan
foci de RAD51 en los sitio de las DSB (Digweed et al., 2002; Godthelp et al., 2002; Zwet et al., 2002), esto
indica que a pesar de ser incapaces de activar la HR por medio de la via FA/BRCA RAD51 puede reclutarse
a los sitios de las DSB y ejercer un papel en su reparacion (Gebhart et al., 1985; Godthelp et al., 2002; Latt
et al., 1975).

El ensayo de intercambio de cromatidas hermanas (SCE, por sus siglas en inglés) es una herramienta clasica
para evidenciar eventos de HR, ésta ha sido ampliamente utilizada en modelos asi como en células de
pacientes de AF. Cuando se midi6 la frecuencia de SCE en células con mutaciones en distintos genes FANC
los resultados mostraron diferencias mientras en algunos trabajos no se encontraron diferencias en la
frecuencia de SCE al comparar con individuos sanos (Gebhart et al., 1985; Godthelp et al., 2006; Latt et

al., 1975), en otro grupo se encontré decremento en la frecuencia de SCE (Latt et al., 1975; Porfirio et al.,
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1983), y en un tercer grupo se encontré aumento en la frecuencia (Billardon y Moustacchi, 1986; Miura,
Morimoto y Koizumi, 1983), estos datos aparentemente contradictorios sugieren la existencia de mas de
un mecanismo de HR que participa en la reparacion de las DSB (Thompson y Hinz, 2009).

Estos mecanismos de reparacion de DSB son objeto de muchos estudios que han permitido comenzar a
comprenderlos asi como conocer sus componentes y el entorno en los que actdan, sin embargo no se ha

reportado su participacion y relevancia en las células AF.

L.VIIL. Inhibidores quimicos en el estudio de la reparacion del DNA
Existen diferentes estrategias para el estudio de los mecanismos de reparacién de DNA, ya sea mediante

el estudio de lineas celulares derivadas de pacientes, o bien en organismos modelo, una manera de hacerlo
es por medio de generar mutaciones en organismos modelo o bien identificar mutaciones en células
humanas (Kim et al., 2015; Knies et al., 2017) o el uso de RNA de interferencia (siRNA) cuyo blanco son
MRNA especificos modificando la expresion de su proteina (Castella et al., 2015; Kim et al., 2011). Otra
estrategia es el uso de inhibidores quimicos especificos los cuales pueden unirse a la proteina de interés
impidiendo su actividad o compiten con ellas por los blancos (Aguilar-Quesada et al., 2007; Alagpulinsa et
al.,, 2014).

La 4-amino-1,8-naphtalimida (4AN) es un potente inhibidor de PARP1 cuyo mecanismo de accidn no se
conoce con exactitud, pero se piensa que compite con PARP1 por las moléculas de NAD+ uniéndose a ellas
e impidiendo asi a formacion de poli(ADP ribosa), ademds sensibiliza a las células a la radiacién gamma y
potencia la citotoxicidad del 1-metil-3nitro-1nitroguanidina (Vodenicharov et al., 2000). Este inhibidor es
especifico de fase S y se sabe que induce arresto en la horquilla de replicacién ademds de generar DSB
cuando las células se exponen prolongadamente en células que se dividen de manera rapida (Noél et al.,
2006).

Actualmente se utilizan inhibidores de PARP en el tratamiento de tumores con mutaciones en BRCA1 y
BRCA2 como son el Iniparib y Olaparib (Vinayak y Ford, 2012). Se ha empleado el inhibidor 4AN en el

tratamiento de diferentes enfermedades como son desordenes neuro inflamatorios, enfermedades virales
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asi como en el tratamiento de cancer (Kamal et al., 2013). Se observé que en células hepG2 de carcinoma
hepatocelular, el tratamiento combinado de 4AN y triéxido de arsénico produce que la eficiencia de la
reparacion del DNA sea menor, ademds se notd reduccidn en la viabilidad celular y el numero de colonias
formadas (Li et al., 2015).

El compuesto 3(fenilmetill)-2-[(1E)-2-(3-piridinil)etenil]-4(3H)-quinazolinona (B02) es un inhibidor
altamente especifico de RAD51 humano, el cual se une al dominio de unién al DNA de cadena sencilla
(ssDNA) de RAD51 lo que impide su adhesion a la hebra de DNA asi como la formacion del microfilamento
de RAD51, ademads esto impacta en eventos posteriores como la migracion de la cadena ya que se impide
la union de RAD51 al DNA de cadena dobre (dsDNA) suprimiendo la HR. Ademas se sabe que este inhibidor
sensibiliza a la célula a agentes inductores de ICL y DSB en particular cisplatinoy MMC (Huang et al., 2012).
Se ha descrito que en el inhibidor B02 reduce la viabilidad celular e induce muerte celular por apoptosis
en células de mieloma multiple cuando se utiliza de manera conjunta con doxorrubicina, un agente
inductor de DSB muy comunmente utilizado como quimioterapéutico en mieloma multiple. Las células de
mieloma multiple tienen sobre expresado RAD51, asi como hiperactivacion de HR. Este efecto citotdxico
no se observé en células B normales CD19+ cuyos niveles de RAD51 son los normales (Alagpulinsa et al.,

2014).

Il. OBJETIVOS

Objetivo general.

Describir mecanismos alternos de reparacidn de rupturas de doble cadena generadas a partir de un enlace
covalente cruzado en células deficientes en la via FA/BRCA.

Objetivos particulares.

1.- Determinar si existe algiin cambio en la sobrevivencia celular y sobre la integridad del DNA de las células
AF-A al bloquear la funcionalidad de la NHEJ, aNHEJ o aHR por medio de inhibidores quimicos y someterlas

a tratamiento con MMC.
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2.- Determinar si el tratamiento con los inhibidores quimicos induce cambios en la cantidad y localizacién
a los sitios de DSB de las proteinas de NHEJ, aNHEJ o aHR al someterlas a tratamiento inductor de ICL como
la MMC.

3.- Describir la posible activacidn de las vias de NHEJ, aNHEJ y aHRR en respuesta a DSB generadas a partir

de ICL en células AF-A.

lll. ANTECEDENTES

lil.l. Antecedentes directos
Nuestro grupo de trabajo realizé6 un modelo computacional de légica booleana de la via FA/BRCA en el

cual se simularon mutaciones en diferentes genes de la via, tanto en genes rio arriba, del complejo central
y rio abajo, en este modelo las entradas (dafio gendmico) que se simularon fueron ICL, DSB y aductos. El
modelo arrojod varias predicciones, una de ellas sugiere que en las células AF que sufren dafio en el DNA
causado por agentes inductores de ICL una de las cadenas de DNA se corta por medio de endonucleasas
alternas a las que participan en la via FA/BRCA, proponiendo como probable candidato a
XPF/ERCC1/FANCQ. Este modelo propone ademas que cuando los mecanismos candnicos de cHR y cNHEJ
no funcionan, la célula puede responder al dafio por ICL por una via que utiliza al complejo MRN dirigiendo
la reparacion de los DSB a una via de recombinacion homadloga independiente de la via FA/BRCA, es decir
la aHR. Finalmente otra de las predicciones obtenidas sugiere que un mecanismo capaz de liberar el
arresto de G, conocido como “checkpoint recovery” p articipa regulando negativamente a la via FA/BRCA.
Estas hipdtesis en conjunto sugieren que en ausencia de la via FA/BRCA se activan mecanismos alternos
de reparaciéon ademds de la NHEJ que contribuyen a mantener la integridad gendmica y permitir su
progresion a través del ciclo celular (Rodriguez et al., 2012).

El checkpont recovery es un mecanismo que participa en la liberacidn del arresto en la fase G, una vez que
se ha reparado el DNA dafiado, sin embargo se ha observado que las células AF son capaces de progresar

a través del ciclo celular aun con dafio gendmico, nuestro grupo realizd una segunda version del modelo
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booleano antes descrito en el cual se simplificd para reorganizar los nodos e interacciones de una manera
mas eficiente, este nuevo modelo arrojé una prediccion respecto al checkpont recovery que propone que
en las células AF este mecanismo es capaz de liberar el arresto aun cuando exista dafio en el DNA lo que
permite la division y supervivencia aunque cada vez presentaran mayor cantidad de dafio en el DNA
(Rodriguez et al., 2015).

Para corroborar la prediccion del modelo booleano que sugiere la participacién de una via alterna de
recombinacidon homéloga dependiente del complejo MRN la cual que repara los DSB cuando las vias cHR
y cNHEJ no se encuentran funcionales, nuestro grupo de trabajo evalué la respuesta al dafio al DNA en
células silvestres (NL49) y en células deficientes para FANCA (VU817) inhibiendo a uno de los componentes
de MRN, MRE11 con mirina. Se analizé la frecuencia y tipo de AC asi como la distribucidn a lo largo del
ciclo celular, los resultados mostraron que con la inhibicidn de MRE11 no se incrementa de manera
significativa la frecuencia de AC ni tampoco existe diferencia en la frecuencia de figuras radiales en ninguna
de las lineas celulares ya sea en tratamiento con mirina o combinado con MMC, tampoco se encontraron
diferencias significativas en la dindmica del ciclo celular inducidas por el tratamiento con mirina solo o
combinado con MMC (Fiesco Roa 2015).

Por otra parte, existe evidencia que sugiere que cuando se bloquea a la cNHEJ en las células AF se revierte
al menos de manera parcial la hipersensibilidad a agentes inductores de ICL, la inestabilidad genémica y
las alteraciones del ciclo celular, sin embargo, hay estudios en los que sus resultados contradicen esto,
para analizar el comportamiento del modelo de nuestro laboratorio se utilizaron dos lineas celulares
linfoblastoides NL49 silvestre y VU817 mutante para FANCA y se les inhibid DNA-PKcs por medio de
NU7026, un inhibidor ATP competitivo especifico para DNA-PKcs y se trataron con MMC, se realizé prueba
de ACy sobrevivencia. Los resultados obtenidos mostraron en ambas lineas que la frecuencia de rupturas
no reunidas aumenta en el tratamiento combinado del inhibidor NU7026 y MMC comparado con los

tratamientos individuales o el control sin tratamiento no obstante la frecuencia de figuras radiales no
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muestra diferencias significativas, estos resultados en conjunto sugieren que las células AF en efecto son
hiperdependientes de la cNHEJ para reparar DSB. Debido a que el mecanismo de accién del inhibidor
NU7026 evita la fosforilacion por parte de DNA-PKcs de sus blancos entre ellos si misma, es posible que se
impida su disociacidn de los DSB y esto bloquee la reparacion de los DSB por la aHR ademas de impedir la
reparacion por cNHEJ en este trabajo se sugiere que en las células AF la aNHEJ podria ser el mecanismo

responsable de la formacién de las figuras radiales (Rodriguez Soto 2015).

llL.1l. Antecedentes no directos
Se conoce que las proteinas de la via FA/BRCA bloquean el acceso de las proteinas de cNHEJ a los sitios de

DSB y evitan reparacién potencialmente andmala. Sin embargo, las células AF sobreexpresan a las
proteinas clave de la cNHEJ y muestran gran nimero de REF después de ser expuestas a DEB o MMC, por
lo que se ha propuesto que la sobre activacion de la cNHEJ en las células AF es la responsable directa de
la generacion de las REF. Cuando Pace y colaboradores encontraron que en células B de pollo (linea celular
DT40) mutantes para Fancc-/- son sensibles a cisplatino pero no a rayos X mientras que las mutantes para
Dna-pkcs o Lig IV presentan sensibilidad a rayos X pero no a cisplatino, sin embargo en un doble mutante
para Fancc y Ku70 la sensibilidad a cisplatino no estd presente, se encontraron resultados similares en
células humanas FANCC-/- mutantes a las cuales se les redujo la expresion de KU70 y se trataron con MMC,
ademas en las células de pollo DT40 encontraron que el doble mutante para Fancc y Ku70 la HR se
restablecid (Pace et al., 2010).

En otro estudio (Adamo et al., 2010) se encontré que en C. elegans las células doble mutantes para fcd-2
y lig4 no presentan la hipersensibilidad a cisplatino, mostaza nitrogenada asi como otros agentes
inductores de ICL, teniendo niveles similares a las células con genotipo silvestre, esto se corrobord al
analizar la frecuencia de anormalidades cromosdmicas, la sobrevida, la cantidad de foci de rad51
mantenido a lo largo del tiempo asi como la apoptosis en células germinales. Ademas utilizaron dos lineas
celulares derivadas de un paciente de glioblastoma, una proficiente para DNA-PKcs (MO59K) y otra

deficiente para el mismo gen (MO59)J). Los autores observaron que cuando se interferia a FANCD2 por
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siRNA las células MO59K presentaron hipersensibilidad a MMC, ademas cuando se inhibié de la misma
manera a FANCDZ2 en las células MO59J no se observd hipersensibilidad a MMC. Se obtuvieron resultados
similares al utilizar células Hela en tratadas con el inhibidor especifico de DNA-PKcs NU7026, siRNA para
FANCD2 o un tratamiento de ambos.

Por otra parte existe evidencia aparentemente contradictoria que sugiere que el bloqueo de la cNHEJ no
(Thongthip et al. 2017) restablece el fenoripo de las células AF, Bunting y colaboradores encontraron que
cuando se inhibe la expresidon de Ku80, DNA-PKcs o 53bp1 en fibroblastos embionarios de ratdon mutantes
para Fancd2 no se restablecen de la sensibilidad a inductores de ICL (Bunting et al. 2012) encontraron que
cuando se inhibe la expresion de Ku80, DNA-PKcs o 53bp1 en fibroblastos embionarios de ratén mutantes
para Fancd2 no se restablecen de la sensibilidad a inductores de ICL. En otro estudio (Pace et al. 2010)
encontraron que en células DT40 deficientes en Fancc si se induce una segunda mutacion bialélica en Lig4
las células no se recuperan de la hipersensibilidad a MMC o DEB. Finalmente Thongthip y colaboradores
encontraron que la supresiéon de diferentes componentes de la cNHEJ como DNA-PKcs, LIG4 o 53BP1 por
medio de inhibidores quimicos, RNAi o CRISPR-cas9 no es capaz de rescatar defectos en proliferacion y
solamente la supresion de 53BP1 disminuye de forma parcial las anormalidades cromosémicas en células

RA3087 (FA-A) (Thongthip et al. 2017).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito la existencia de mecanismos alternos de recombinacién homdloga y unién de extremos no
homalogos (aHR y aNHEJ, respectivamente) sin embargo, no se conoce el papel que desempefian en la
reparacion de los DSB generados a partir de ICL en las células AF asi como su participacion en la formacion
de figuras radiales; por lo que la pregunta de investigacidn es:

¢Qué papel tienen los mecanismos alternos de reparacion de DSB (aCNHEJ y cHR) en las células de anemia

de Fanconi?
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V. METODOLOGIA

V.l. Diseiio experimental

Inhibicion de PARP1 y RAD51 en dos
lineas celulares linfoblastoides, una
normal (NL53) y una deficiente en
FANCA (VU817) por medio de
inhibidores quimicos.

Para evaluar diferencias en Ia
densidad y supervivencia celular se
llevo a cabo un ensayo de tincion por
exclusion con azul tripano.

Para medir el dano cromosomico en
numero y tipo se realizo ensayo de
aberraciones cromosomicas.

Para conocer los cambios en la
continuidad del ciclo celular se utilizo
el ensayo de citometria de flujo
marcando el DNA con DAPI y
la yH2AX, un senalizador de DSB con
un anticuerpo especifico.

Para conocer cambios en el numero
de proteinas de union a DSB de las
ias de reparacion estudiadas asi
omo su colocalizacion con la yH2AX
se llevaron a cabo ensayos de
inmunolocalizacion.




V.II. Cultivos y lineas celulares
Se trabajé con dos lineas celulares linfoblastoides de linaje B:

1.- Proficiente para la via FA/BRCA (NL53) con cariotipo 46, XY.
2.- Deficiente de la via FA/BRCA (VU817) con cariotipo 46, XX, t(5;14)(p15.2;q11.2), +14, t(18;21)
(023912;p11.1;922)?,+#18 y con variante patogénica en forma homocigota en el gen FANCA
NG_011706.1(NM_000135.2): c.88-?_189+?del.
Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: Medio RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con los
siguientes suplementos: 10% de suero fetal bovino, 1% de L-glutamina (CAS 56-85-9), 1% de piruvato de
sodio (CAS 113-24-6), 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de gentamicina (CAS 1405-41-0) (Gibco,
Carlsbad, CA, USA). En condiciones de incubacién a 37 ° C en una atmdsfera con 5% de CO,.
Para todos los experimentos fue utilizado un esquema de cuatro tratamientos el cual se tomé del trabajo
previo de nuestro grupo para evaluar los efectos de la inhibicién quimica de DNA-PKcs con la finalidad de
comparar los resultados obtenidos con dicho estudio (Rodriguez Soto 2015)(Figura 9):

- Un control con solo medio de cultivo suplementado.

- Untratamiento con MMC a una concentracién de 10 ng/mL durante 24 horas.

- Un tratamiento con un solo inhibidor quimico 18 horas antes de la cosecha, los inhibidores

utilizados se describen con detalle mas adelante.
- Untratamiento combinado de MMC 24 horas y posteriormente con un inhibidor quimico 18 horas
antes de la cosecha.

Los cultivos se lavaron a las 24 horas y se agregd medio fresco, posteriormente se agregd el inhibidor en
los tratamientos que lo incluian seis horas después (hora 30), finalmente se cosecharon a las a las 48
horas. Se empledé este esquema de tratamientos y tiempos con base en resultados obtenidos en
experimentos previos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, en estas condiciones experimentales

se puede evidenciar dafio inducido por la MMC sin una reduccién excesiva de la supervivencia celular.
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Lavado Cosecha

INHIBIDOR

INHIBIDOR

24h 30h 48 h

Figura 9. Esquema de tratamientos utilizados en todos los experimentos, en naranja
se indica el periodo de tratamiento con MMC mientras que en gris el periodo de
tiempo para los inhibidores quimicos.

V.III. Bloqueo de vias de reparacion
Se utilizaron inhibidores quimicos para bloquear algunas vias de reparacion de DSB con el fin de

determinar su importancia en el contexto de las células AF. Se utilizaron los siguientes inhibidores
especificos:

El (fenilmetill)-2-[(1E)-2-(3-piridinil)etenil]-4(3H)-quinazolinona (B02) (Sigma-Aldrich, CAS 1290541-46-6)
es un inhibidor especifico de RAD51 humano, el cual se une al ssDNA impidiendo la uniéon de RAD51 al
DNA asi como la formacion del filamento de nucleoproteina, se usd para inhibir la funcién de la proteina
RADS51 de la via de aHRR utilizando concentraciones de 5, 12.5, 25, 50 y 100 uM. Las concentraciones de
trabajo se determinaron con base en la literatura, encontrando un rango de concentraciones de 10 a 250
UM (Alagpulinsa et al., 2014; Huang et al., 2011, 2012)

El 4-amino-1,8-naphtalimida (4AN) (Sigma-Aldrich, CAS 1742-95-6) es un potente inhibidor de PARP1 la
cual realiza una inhibicion de tipo mezclado y con respecto al sustrato NAD+, se usé para inhibir a la
proteina PARP1 de la via de aNHEJ utilizando concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1, 5 y 10 uM. Las
concentraciones de trabajo se determinaron con base en la literatura, encontrando un rango de

concentraciones de 0.1 a 10 uM (Aguilar-Quesada et al., 2007; Curtin, 2017; Luo et al., 2015).
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V.IV. Anilisis de viabilidad
Se analizé el impacto sobre la viabilidad visto como porcentaje de células vivas y la densidad celular

considerado como numero de células vivas en ambas lineas celulares después de someterse a los cuatro
tratamientos y a diferentes concentraciones de los inhibidores; al inicio de la cosecha se tomd una alicuota
de la cual se tomaron 10 plL y se tifid con 10 pL de azul tripano (Gibco, CAS 72-57-1), pipeteando 10 pL de
esta solucion en una cdmara de Neubauer y se contaron las células vivas y muertas para determinar el
porcentaje de viabilidad asi como la densidad celular. Este ensayo se realizd por triplicado en cada

condicidn experimental.

V.V. Analisis de aberraciones cromosdmicas
Para determinar cambios en la frecuencia de DSB y de REF se analizd la frecuencia de AC. Para la cosecha

se agregd a cada condicion experimental 2U de colchicina (Gibco, CAS 64-86-8) en una concentracidon de
20 uM diluido en solucion isoténica y se dejé incubar durante una hora, se centrifugé durante 5 minutos
a 1500 rpm y a temperatura ambiente, se resuspendieron con un vortex, posteriormente se adicioné 5 mL
de solucion hipotdnica (20g de KCI (Sigma-Aldrich, CAS 7447-40-7) en 1 L de agua destilada estéril) y se
dejaron incubar a 37 °C durante 30 minutos, se prefijaron con 1 mL de fijador Carnoy (metanol (Emsure,
CAS 67-56-1) y acido acético (Emsure, CAS 64-19-7) en proporcién 3:1) frio, se mezclaron por inversién y
se centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones, se decantaron y mezclaron por inversién, la
fijacidn se realizé con 5 mL de fijador Carnoy frio dos veces. Se realizaron por goteo dos laminillas de cada
condicidn experimental. La tincion se llevd a cabo por una tincién dual de Wright (Merck, CAS 68988-92-
1) y Giemsa (Merck, CAS 51811-82-6) durante 30 segundos en cada unay lavandolas en agua 30 segundos.
Cada condicién experimental se realizd por triplicado y se utilizé un 1.5 X 10%de células para cada uno

analizando 25 metafases.
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V.VI. Analisis de ciclo celular y muerte
Para conocer los patrones de fosforilacion de la variante de histona H2AX, el principal sefializador de DSB

asi como cambios en la dinamica del ciclo celular se realizé un ensayo de citometria de flujo usando el “kit”
de BD Pharmigen Cytofix/Cytoperm.

Para este ensayo se utilizd 1 x 10° células por condicidn experimental.

Después de la cosecha se centrifugaron las muestras a 1500 rpm durante 5 minutos, se realizé la fijacién
y permeabilizacidn en un solo paso con 66 pl de Cytofix/Cytoperm y se dejé incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente, a continuacién se lavé con 500 pl de Perm Wash Buffer 1X y se centrifugd
nuevamente para retirar el sobrenadante, después se adicionaron 25 pl de Buffer Permeabilization Plus
para incubar en hielo durante 10 minutos, posteriormente se dié un lavado con 500 pl de Perm Wash
Buffer 1X, se fijaron por segunda vez con 25 pl de Cytofix/Cytopermy se dejaron incubando a temperatura
ambiente durante 5 minutos, se dio un lavado con Perm Wash Buffer 1X; para la tincidn se utilizé 20 ul de
Perm Wash Buffer 1X y 1 ul del anticuerpo primario especifico para la yH2AX el cual se encuentra acoplado
a un anticuerpo secundario con marca fluorescente (Alexa Fluor 647 Mouse anti H2AX pS139), se dejé
incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y se lavé con 500 pul de Perm Wash Buffer 1X y se
almacené toda la noche a 4°C, El dia siguiente se afiadié 250 ul de solucién bloqueadora (250 ul de PBS +
3% de SFB + 1 ul de tritén por cada ml de solucién), finalmente se agregd 1 pul de DAPI por cada ml de
solucidn. Las células se pasaron a través del citdmetro de flujo Attune NxT (Invitrogen) y se leyeron 50,000

eventos, los resultados se analizaron con el programa FlowJo 7.6.1 (FlowJo, www.flowjo.com). Cada

condicidn experimental se realizo por triplicado.

V.VII. Inmunolocalizacion
Para evaluar el reclutamiento de las diferentes proteinas de reparacién en las DSB se realizaron ensayos

de inmunolocalizacién. Se usaron anticuerpos especificos para las proteinas DNAPKcs, RAD51 y PARP1
ademas de la variante de histona fosforilada XH2AX, que indica la presencia de DSB.

Los anticuerpos que se utilizaron fueron los siguientes:
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Anticuerpos primarios:

YH2AX: H2A.X phospho (S139) rabbit de Cell Signalling (Cat.2577s). Isotipo 1gG. [1/200].

RAD51: RAD51 antibody (1484) Mouse monoclonal antibody Isotipo IgG2b. (Cat. GTX70230) [1/300].
Ku80: Ku80 antibody [9403] Mouse monoclonal [1/300].

PARP1: PARP monoclonal mouse de Genetex (Cat. GT982). Isotipo IgG1 [1/100-1/1000].

Anticuerpos secundarios:

Alexa Fluor 488 Chicken anti- rabbit polyclonal. Isotipo IgG (verde) [1/350].

Alexa Fluor 555 Donkey anti-mouse polyclonal de Molecular probes. Isotipo IgG. (rojo). [1/1000].

Al momento de la cosecha se lavaron las células con 3 mL de PBS se incubaron durante 5 minutos y
posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos, estos pasos se repitieron una vez mas
para después agregar 200 uL de paraformaldehido (Sigma-Aldrich, CAS 30525-89-4) diluido al 4% diluido
en PBS y se dejaron en incubacidon durante 15 minutos, a continuacién se dieron dos lavados mds con 2
mL de PBS durante 15 minutos y se agregd triton X100 (Sigma-Aldrich, CAS ) a concentracién de 0.1 %
diluido en 2 mL de PBS y se dejo incubando a 4 °C durante 12 horas; al siguiente dia se dieron dos lavados
de 15 minutos con PBS centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos y a temperatura ambiente,
posteriormente se colocd la muestra en una laminilla cargada vy se dejé incubar aproximadamente 10
minutos sin permitir que se secara, a continuacion se realizé el bloqued con 100 pL de BSA (Roche, CAS
9048-46-8) diluido al 1% en PBS y se dejo incubar por 1 hora, se dieron dos lavados mas con PBS durante
15 minutos y se afiadio 25 pL de los anticuerpos primarios (contra DNAPKcs o PARP1 o RAD51 y XH2AX) a
las concentraciones indicadas mas adelante y diluidos en PBS, después se dejé incubando durante 18
horas, se dieron dos lavados mas con PBS y se agregd 25 L de la solucién de los anticuerpos secundarios
en las concentraciones indicadas mas adelante y diluidos en PBS, y se lavaron dos veces con PBS durante

15 minutos; finalmente se adicioné 8 uL de DAPI diluido en medio de montaje VECTASHIELD® Antifade
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Mounting Medium with DAPI (Cat. H-1200) en una dilucién 1:50 y se colocd un cubreobjetos para sellar la
muestra.
Cada ensayo se realizé por duplicado. Se utilizaron un millén de células y se analizaron con un microscopio

Imager.Z1 leyéndose 100 nucleos por condicidn experimental.

V.VIII. Andlisis estadistico
Se comprobé la normalidad de los datos por la prueba de Saphro-Wilk. Para determinar si las diferencias

encontradas en los resultados fueron estadisticamente significativas se realizd una prueba de analisis de
varianza (ANOVA) de una via cuando la distribucion de los datos fue normal, mientras que cuando los datos
no mostraron normalidad se empleo U de Mann-Whitney, se utilizé una p<0.05 como nivel de significancia.
Todos los andlisis se llevaron a cabo con el software SPSS version 22. Los datos se representaron como

media + DE.
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VI. RESULTADOS

VL.I. Viabilidad y densidad celular
Como resultado del analisis de viabilidad celular, no se observé diferencia en la linea celular NL53 con el

tratamiento del inhibidor de PARP1 4AN en las concentracion de 5 uM asi como en la de 10 uM en
tratamiento Unico, asi como en el combinado con MMC al comparar con el SNTX (Gréfica 1A).

Respecto al inhibidor BO2 se detectd que en las células NL53 disminuyd la viabilidad en las concentraciones
de 50 y 100 uM en el tratamiento Unico y en el conjunto con MMC al comparar contra el SNTX (control
negativo). Por otra parte, cuando se compard contra el tratamiento de MMC se también se encontré que
disminuyd la viabilidad en las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 uM en tratamiento combinado con
MMC (Grafica 1B).

Se evalud el efecto del inhibidor BO2 en la linea celular VU817 y se noté reduccion en la viabilidad celular
en las concentraciones de 25, 50 y 100 uM (p<0.05) asi como en el tratamiento conjunto con MMC a las
mismas concentraciones cuando se compard con el SNTX. Cuando se realizaron comparaciones con el
tratamiento de MMC se encontré reduccion en las concentraciones de 50 y 100 uM en tratamientos

combinados con MMC (grafica 1B).
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Grafica 1. El inhibidor de PARP1 4AN no reduce la supervivencia en las células NL53 y
VU817 mientras que el inhibidor de RAD51 BO2 reduce la supervivencia en ninguna de
las lineas celulares, la MMC se administrd en una concentracion de 10 ng/mL A) Células
tratadas con distintas dosis del inhibidor 4AN mas sus respectivos controles (SNTX y
MMC), B) Células tratadas con diversas dosis del inhibidor BO2 y sus respectivos
controles (SNTX y MMC), * p< 0.05, los experimentos se realizaron por triplicado.
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Se evalud el impacto de los tratamientos sobre la densidad celular, encontrdndose que el inhibidor de
PARP1 4AN no produjo cambios significativos sobre la linea NL53 mientras que en la linea celular VU817
se observoé reduccién en la concentracion de 0.8 UM en el tratamiento combinado con MMC al comparar
contra el SNTX (Grafica 2A).

El inhibidor de RAD51 B02 causé sobre la linea NL53 reduccidn del nimero celular en la concentracion de
100 uM en tratamiento Unico asi como en el combinado con MMC cuando se compard con el SNTX,
ademas cuando se compard con el de MMC se observd reduccidn significativa en la concentracién de 100
UM en tratamiento combinado con MMC (Grafica 2B). Al analizar los cambios debidos al tratamiento con
el inhibidor de RAD51 B02 sobre la linea celular VU817 se encontré reduccion del numero de células en la
concentracién de 5 uM, en la de 50 uM en tratamiento combinado con MMC asi como en la de 100 uM en
tratamiento Unico y combinado con MMC cuando se compararon con el SNTX, ademds en la concentracién

de 100 uM combinado con MMC se observé el mismo efecto al comparar con el de MMC (Grafica 2B).
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Grafica 2. El inhibidor de PARP1 4AN no reduce el nimero de células vivas en ninguna
de las lineas celulares mientras que el inhibidor de RAD51 B02 reduce el nimero de
células vivas en las células NL53 y VU817, la MMC se administré en una concentracion
de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas dosis del inhibidor 4AN y sus respectivos
controles (SNTX y MMC), B) Células tratadas con diversas dosis del inhibidor B02 y sus
respectivos controles (SNTX y MMC), * p< 0.05, los experimentos se realizaron por

triplicado.
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VLII. Aberraciones cromosémicas
Como resultado del ensayo de aberraciones cromosdémicas se obtuvieron diferentes datos tales como

frecuencia de AC tanto reunidas como no reunidas y totales, porcentaje de células con rupturas reunidas,
aberrantes y multiaberrantes. Las AC totales se componen de dos elementos, las AC no reunidas
conformadas a su vez por rupturas cromosdmicas, cromatidicas y fragmentos mientras que en las AC
reunidas se incluyen a cromosomas dicéntricos, cromosomas en anillo y figuras radiales (triradios,
tetraradios, etc.). Las AC reunidas son evidencia de DSB que fueron reparadas de manera errénea, por lo
que en el contexto de nuestro proyecto el analizar por separado las AC reunidas y no reunidas nos permitio
hacer una primera aproximacién de los mecanismos implicados en la reparacién de DSB generadas a partir
de un ICL en las células proficientes y deficientes en la via FA/BRCA. Se pudieron obtener metafases para
el andlisis de las AC en casi todas las condiciones experimentales con excepcidon del tratamiento conjunto
del inhibidor de RAD51 B02 y MMC, en las células NL53 se obtuvieron metafases analizables en
Unicamente dos réplicas mientras que en las VU817 solamente en una por lo que no se incluyen en las
siguientes graficas.

Cuando se trataron a las células NL53 con el inhibidor de PARP1 se encontré aumento en la frecuencia de
aberraciones por célula en las concentraciones de 0.3 y 10 uM asi como en el combinado con MMC en las
mismas concentraciones, ademas se observd el mismo efecto en las de 0.8, 1, 5 uM en tratamiento
combinado con MMC al comparar con el SNTX (Gréfica 3A), mientras que en la linea VU817 se encontrd
aumento en la concentracién de 10 uM en tratamiento combinado con MMC también al comparar con el
SNTX (Grafica 3A).

Cuando se evalué el efecto del inhibidor BO2 sobre la linea NL53 se observé aumento en la frecuencia de
AC en la concentracién de 12.5 pM en combinacion con MMC, se observd el mismo efecto en las
concentraciones de 25 y 50 uM tanto en tratamiento Unico como en los combinados con MMCy en la de

100 uM al comparar contra el SNTX, al comparar con el de MMC se encontré aumento en la concentraciéon

de 50 uM (Grafica 3B). En la linea celular VU817 este inhibidor causé reduccion en la concentracion de
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12.5 uM, asi como aumento en las concentraciones de 12.5, 25 y 50 uM en tratamiento combinado con
MMC cuando se compard con el SNTX, mientras que se observé aumento en la concentracién de 50 uM

en tratamiento combinado con MMC cuando se compard con el de MMC (Gréfica 3B).
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Grafica 3. El inhibidor de PARP1 4AN no aumenta la frecuencia de AC por célula en las
células NL53 ni VU817 mientras que el inhibidor B02 si aumenta la frecuencia de AC
por célula en ambas lineas celulares. SNTX son el grupo testigo, la MMC se aplico en
concentracién de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas dosis del inhibidor 4AN
mas sus respectivos controles (SNTXy MMC), B) Células tratadas con diversas dosis del
inhibidor BO2 y sus respectivos controles (SNTX y MMC), * p< 0.05, los experimentos
se realizaron por triplicado.
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Respecto a la frecuencia de AC reunidas no se encontraron diferencias inducidas por el inhibidor 4AN sobre
la linea celular NL53 (Grafica 4A), mientras que en la linea celular VU817 se observé aumento en la en las
concentraciones de 0.1, 0.3, 1 y 10 uM en tratamientos combinados con MMC cuando se comparé con el
SNTX (Grafica 4A).

Cuando se analizaron los cambios inducidos por el inhibidor B02 no se observaron diferencias sobre la
linea celular NL53 (Grafica 4B), por otra parte, en la linea VU817 se notdé aumento en la frecuencia de AC
reunidas en la concentracion de 5 UM en tratamiento combinado con MMC al comparar con el SNTX,
ademas se observd reduccion en la concentracidon de 12.5 uM en tratamiento combinado con MMC al
comparar con el SNTX, también se encontrd la misma tendencia en las de 25 y 50 uM en combinacién con
MMC aunque no resultaron estadisticamente significativas (Grafica 4B). Se observé reduccion en las
concentraciones de 12.5 y 50 uM en tratamiento conjunto con MMC cuando se compardé con el de MMC

(Grafica 4B).
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Grafica 4. El inhibidor de PARP1 4AN aumenta la frecuencia de aberraciones reunidas
por célula en la linea VU817 mientras que el inhibidor B02 aumenta la frecuencia de
aberraciones reunidas por célula en la linea VU817 en concentraciones altas, la MMC
se administré en una concentracidon de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas
dosis del inhibidor 4AN vy sus respectivos controles(SNTX y MMC), B) Células tratadas
con diversas dosis del inhibidor B02 y sus respectivos controles (SNTX y MMC), *p<
0.05, los experimentos se realizaron por triplicado.
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En el analisis de las AC no reunidas se observé que el inhibidor de PARP1 tuvo efecto sobre la linea celular
NL53 evidenciado como aumento en las concentraciones 0.3y 1 uM y en las de 0.8, 1, 5y 10 uM en
tratamientos conjuntos con MMC cuando se compard con el SNTX, mientras que se encontrd reduccién
en la de 0.1 uM en combinacién con MMC al comparar con el de MMC (Grafica 5A). Respecto a la linea
celular VU817 el inhibidor de PARP1 causé aumento en todas las concentraciones en tratamientos
combinados con MMC cuando se compararon con el SNTX (Grafica 5A).

El tratamiento con el inhibidor de RAD51 B02 tuvo el efecto esperado sobre las AC no reunidas, en la linea
celular NL53 provocé aumento en todas las concentraciones asi como en las de 12.5, 25, 50 uM en
tratamiento combinado con MMC al compararlos con el SNTX, mientras que cuando se realizaron las
comparaciones con el tratamiento de MMC se observd reduccidn en la concentracién de 5 pM en
tratamiento combinado con MMC y aumento en la de 50 uM en combinacién con MMC (Gréfica 5B). Se
observé el mismo efecto sobre las células VU817 en las concentraciones 5, 12.5, 25 y 50 uM en tratamiento
combinado con MMC al compararlas con el control SNTX, ademds aumentd en la de 50 uM y MMC al

comparar con el de MMC (Gréfica 5B).
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Grdfica 5. El inhibidor de PARP1 4AN aumenta la frecuencia de aberraciones
cromosomicas no reunidas por célula en la linea VU817 mientras que el inhibidor de
RAD51 B02 aumenta la frecuencia de aberraciones cromosdémicas reunidas por célula
en ambas lineas celulares, la MMC se administré en una concentracion de 10 ng/mL.
A) Células tratadas con distintas dosis del inhibidor 4AN mas sus respectivos controles
(SNTX y MMC), B) Células tratadas con diversas dosis del inhibidor B02 mas sus
respectivos controles (SNTX y MMC), * p< 0.05, los experimentos se realizaron por
triplicado.
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Se evalué el efecto de los inhibidores sobre el nimero de células que presentaron figuras radiales. El
tratamiento con el inhibidor de PARP1 4AN no provocdé diferencias en la linea celular NL53 (Gréfica 6A).
Por otra parte el tratamiento con este inhibidor sobre la linea VU817 provocé aumento en las
concentraciones de 0.1, 0.5, 1 y 10 uM en tratamientos conjuntos con MMC al comparar con el SNTX, al
realizar comparaciones con el tratamiento de MMC se observd reduccién de la frecuencia de figuras
radiales en las concentraciones de 0.1 y 0.3 uM (Gréfica 6A).

El tratamiento con el inhibidor de RAD51 no provocé cambios sobre la linea celular NL53 al comparar con
el SNTX o el de MMC (Grafica 6B), mientras que sobre la linea celular VU817 se observé aumento en la
concentracién de 5 UM en tratamiento combinado con MMC al comparar con el SNTX, cuando se
realizaron las comparaciones con el de MMC se encontrd reduccién en las concentraciones de 12.5 y 50

UM y MMC (Gréfica 6B).
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Grdfica 6. El tratamiento con el inhibidor de PARP1 4AN aumenta la frecuencia de
figuras radiales por en la linea VU817 mientras que el inhibidor BO2 disminuye la
frecuencia de figuras radiales por célula en la linea celular VU817, la MMC se
administré en una concentracion de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas dosis
del inhibidor 4AN mas sus respectivos controles (SNTXy MMC), B) Células tratadas con
diversas dosis del inhibidor BO2 mds sus respectivos controles (SNTX y MMC), * p<
0.05, los experimentos se realizaron por triplicado.
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Se analizé el porcentaje de células en las que se encontraron por lo menos una aberracidn cromosémica.
Cuando se trato a las células NL53 con el inhibidor 4AN y se compard con el SNTX se observé aumento en
las concentraciones de 0.3 y 10 uM en tratamiento Unico y combinado con MMC, asi como en las de 0.8,
1,5, 10 uM en tratamiento conjunto con MMC (Gréfica 7A). En las células VU817 se encontré aumento en
las concentraciones de 0.1, 0.3 y 1 uM en tratamiento combinado con MMC cuando se compard con el
SNTX, se presentd esta misma tendencia en las de 0.5, 5y 10 uM en tratamiento combinado con MMC
sin embargo, éstas diferencias no resultaron estadisticamente significativas, cuando se compararon con el
de MMC se observé aumento en las de 0.1, 0.8 y 1 UM en tratamiento combinado con MMC (Gréfica 7A).
El tratamiento con el inhibidor BO2 indujo aumento en el porcentaje de células aberrantes sobre la linea
NL53 esto se presentd en las concentraciones de 12.5 uM, en las de 25 y 50 uM en tratamiento Unico al
comparar con el SNTX, ademas cuando se realizaron las comparaciones con el de MMC se observé
aumento en la concentracion de 50 uM en combinacién con MMC (Gréfica 7B). En la linea VU817 éste
inhibidor causd reduccion en la concentracién de 12.5 uM cuando se compard con el SNTX, ademas se
observé aumento en las concentraciones de 5, 12.5, 25 y 50 uM en tratamiento combinado con MMC

cuando se compard con el SNTX (Grafica 7B).
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Grafica 7. El inhibidor de PARP1 4AN aumenta el porcentaje de células con
aberraciones cromosémicas en la linea VU817 mientras que el inhibidor de RAD51 B02
aumenta el porcentaje de células aberrantes en ambas lineas celulares, la MMC se
administré en una concentracion de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas dosis
del inhibidor 4AN mas sus respectivos controles (SNTXy MMC), B) Células tratadas con
diversas dosis del inhibidor BO2 mds sus respectivos controles (SNTX y MMC), * p<
0.05, los experimentos se realizaron por triplicado.
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Respecto al porcentaje de células multiaberrantes se encontré que el tratamiento con el inhibidor de
PARP1 4AN indujo sobre la linea celular NL53 aumento en las concentracionesde 1, 5y 10 uM combinacidn
con MMC al comparar con el SNTX, cuando se compard con el de MMC se observé reduccién en las de 0.5
y 0.8 UM en tratamiento combinado con MMC, también provocé aumento en la concentracion de 4AN 10
UM y MMC (Grafica 8A). Sobre las células VU817 causé aumento en las concentraciones de 0.3 y 10 uM
cuando se compard con el SNTX, mientras que al realizar la comparacién con el de MMC se observo
aumento en las de 0.8 y 1 UM combinado con MMC (Gréfica 8A).

El tratamiento con el inhibidor de RAD51 sobre la linea celular NL53 mostré aumento en el porcentaje de
células multiaberrantes en la concentracion de 25 uM con MMC, en la de 50 uM en tratamiento Unico y
en combinacién con MMC al comparar con el SNTX. Por otra parte, cuando se compard con el de MMC se
encontré reduccion en las concentraciones de 5 y 12.5 uM en tratamiento combinado con MMC,
adicionalmente este inhibidor provocé aumento en la concentracion de 50 uM con MMC (Grafica 8B).
Ademas sobre la linea celular VU817 indujo aumento en las concentraciones de 5, 12.5, 25, y 50 uM en

tratamiento combinado con MMC al comparar con el SNTX (Gréfica 8B).
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Grafica 8. El inhibidor de PARP1 4AN aumenta el porcentaje de células multiaberrantes
en ambas lineas celulares mientras que el inhibidor B0O2 aumenta el porcentaje de
células multiaberrantes en la linea NL53, la MMC se administré en una concentracion
de 10 ng/mL. A) Células tratadas con distintas dosis del inhibidor 4AN mas sus
respectivos controles (SNTX y MMC), B) Células tratadas con diversas dosis del
inhibidor BO2 mas sus respectivos controles (SNTXy MMC), * p<0.05, los experimentos
se realizaron por triplicado.
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VLIIl. Dinamica del ciclo celular
Se detectd el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular con base en su contenido de DNA (Grafica

9) mientras que se empled un anticuerpo especifico para detectar la yH2AX (Gréfica 10). Con base en los
resultados obtenidos en el ensayo de AC se decidid utilizar la concentraciéon de 10 uM del inhibidor de
PARP1 4AN y las concentraciones de 25, 50 y 100 uM del inhibidor de RAD51 B02.

Se observé tendencia dependiente de la concentracién del inhibidor BO2 en el porcentaje de células en
sub G; en ambas lineas celulares, el tratamiento con el inhibidor de PARP1 4AN no mostré diferencias
(Gréfica 9). Se mostré tendencia a disminuir el porcentaje de células en G; la cual fue inversamente
proporcional a la concentracidn del i