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RESUMEN

A nivel celular se emplean diversos mecanismos de vigilancia en orden de
garantizar la progresion ordenada y correcta de eventos del ciclo celular, como
la replicacion del material genético y la segregacion cromosomica. Para lograr
este objetivo las células se valen de puntos de control, los cuales se han
mantenido a lo largo de la evolucion. Al producirse dafio sobre el ADN, estos
puntos de control desencadenan sefales, tales como el freno en el ciclo celular
que proporciona tiempo suficiente para que los mecanismos de reparacion
genomica se pongan en juego. El complejo RAD24 (RAD24, RAD17, DDC1 y
MEC3) comprende a la lanzadera especifica de dafio del ADN conocida como
el complejo Rad9-Hus1-Radl en humanos y S. pombe y Ddc1-Mec3-Radl7 en

S. cerevisiae, el cual esté involucrado en la regulacion de los puntos de control.

La hipotesis del presente trabajo propone que la proteina de control del
ciclo celular y sensora de dafio Rad17 de Saccharomyces cerevisiae también
se encuentra involucrada en funciones de reparacion del ADN. Para demostrar
esta hipétesis y de acuerdo a los objetivos planteados se utilizaron poblaciones
diploides en fase exponencial del mutante radl74/radl74 y su salvaje
isogénica expuestas al radiomimético bleomicina (BLM). Se midieron las
fracciones sobrevivientes, la cinética de proliferacion y las dobles roturas de
hebra de ADN (DSBs), estas Ultimas determinadas por electroforesis en
campos pulsados. Las determinaciones se realizaron inmediatamente luego
del tratamiento o luego de la incubaciéon en medio nutriente en presencia o
ausencia de cicloheximida (CHX). La cepa salvaje present6 una disminucion
significativa de las DSBs producidas por la BLM bajo incubacion en medio
liquido, inhibiéndose la recuperacion cromosémica con CHX. Las células
radl74/radl74 expuestas a bajas concentraciones de BLM no mostraron
reparacion de DSBs, baja tasa de sobrevida y la CHX no produjo efecto alguno.
En cambio, a altas concentraciones de BLM la poblacibn mutante mostro
reparacion de DSBs e inhibicion de la reparacion de DSBs por CHX. Los

presentes resultados indican de acuerdo a hipoétesis, que Radl7 es esencial
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para la induccién de la reparacion de DSBs luego de la exposicion a bajas
concentraciones del radiomimético BLM.

En conclusién, las observaciones en el presente trabajo y los hallazgos
recabados por otros autores, indican a Radl7 como parte de una via con la
presencia de conmutadores moleculares que, dependiendo de la magnitud del

dafio, permiten canalizar las sefiales a diversos caminos alternativos de
reparacion de ADN. ”

*) Parte de los resultados del presente trabajo de graduacion han sido

publicados en: Radiat Environ Biophys (2007). (Bracesco et al.,, 2007). Ver
Bibliografia.
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INTRODUCCION

1.1. Control y Regulacion del Ciclo Celular

Las células eucariotas emplean diversos mecanismos de vigilancia que ayudan
a garantizar la progresion ordenada y la finalizacién de eventos criticos como la
replicacion cromosomica y la segregacion durante la division celular. (Ciccia
and Elledge, 2010; Kondo et al., 1999). Los puntos de transicion que son
sensibles a controles de retroalimentacion han sido llamados puntos de control
(checkpoints, en inglés). Estos puntos de control garantizan la estructura
correcta de los eventos del ciclo celular, siendo vias de regulacion que
controlan el orden y el tiempo de las transiciones asegurando que los eventos
criticos como la replicacion del ADN y la segregacion cromosOmica sean
completados con alta fidelidad. La mayoria de las proteinas de control de dafio
en el ADN se han conservado y la organizacion general de las vias ha sido
mantenida a lo largo de la evolucion. Teodricamente, las vias requieren sélo tres
componentes: un sensor de dafio, un transductor de sefial y un efector. El dafio
en el ADN desencadena la respuesta de los puntos de control en varias etapas
del ciclo celular. Ha sido ampliamente sugerido que el freno por los puntos de
control proporciona mayor tiempo para los eventos de reparacion del ADN. Asi,
uno puede anticipar que un mutante que tiene un defecto en el freno del ciclo
celular inducido por dafio se manifestara modificando su sensibilidad a la
muerte por uno 0 mas agentes que dafan el ADN. De hecho, mutantes
defectivas en el control de estos puntos de control han sido detectadas entre
una coleccion extensa de mutantes radio-sensibles aisladas de Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. (Hartwell and Weinert, 1989;
McGowan and Russell, 2004; Murray, 1992; Siede, 1995; Siede et al., 1996).

La pérdida de los puntos de control resulta en inestabilidad gendmica y ha sido
implicada en la evolucion de células normales a células cancerigenas. (Elledge,
1996). El analisis de eucariotas inferiores como Saccharomyces cerevisiae, ha

provisto del entendimiento de las cascadas de transduccién de sefales que
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resultan en la detencién del ciclo celular en respuesta al dafio en el ADN
(Hartwell and Weinert, 1989; Nyberg et al., 2002).

Avances recientes han revelado vias de transduccion de sefiales que
transmiten las sefiales de los puntos de control en respuesta al dafio en el
ADN, bloqueos de replicacion, y dafios en el huso. Las respuestas de los
puntos de control no sélo incluyen frenos en varios estadios del ciclo celular,
sino también aumento de la reparacion por regulacién transcripcional,
relocalizacion y modificaciones covalentes de proteinas de reparacion.
(Bashkirov et al., 2000; Mills et al., 1999; Wan et al., 2011).

Estrés en la

Dafio en
el ADN E‘ / Replicacion

b SENALES
| SENSORES
* TRANSDUCTORES

EFECTORES

O\

Transiciones Apoptosis Transcripcion Reparacion
de fase del ADN

Figura 1 : Esquema general de la via de transduccién de sefial en respuesta
al dafno en el ADN. Las flechas con extremos en punta representan los
eventos activados y aquellas con extremos perpendiculares representan
eventos inhibitorios. Con el proposito de simplicidad, la red de interaccion de
vias se representa como una via lineal que consiste en sefales, sensores,
transductores y efectores; aunque bien es sabido que las fases del ciclo
contribuyen en la toma de decisiones en los puntos nodales que provocan
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como resultado la activacion diferencial de vias efectoras. (Extraido y
modificado de (Zhou and Elledge, 2000)).

En S. cerevisiae las vias de control inducen un freno en el ciclo celular en las
transiciones G1/S o G2/M y retardan la progresion de la fase S en respuesta al
dafio. Otros puntos de control evitan que aquellas células que tienen su ADN
replicado de forma incompleta abandonen la fase S. Los genes RAD9, RAD17,
RAD24, MEC3 y DDC1 estan involucrados no sélo en la transicion G2/M sino

también en los puntos de control de las fases G1y S. (Kondo et al., 1999).

Se ha reportado que Mec3, Radl7 y Rad24 pertenecen al mismo grupo
epistatico. Mediante el empleo de un ensayo que mide el procesamiento del
dafio en el ADN “in vivo”, se mostré que los genes de control RAD17, RAD24 y
MEC3 activan una exonucleasa que degrada el ADN. La degradacion
probablemente sea una consecuencia directa de la funcion de una proteina de
control, ya que RAD17 codifica para una exonucleasa 3'-5’ putativa. (Lydall and
Weinert, 1995). Estas observaciones han sugerido que Mec3, Radl7 y Rad24
probablemente funcionen promoviendo el procesamiento de roturas simples del
ADN y que Rad9 quizas inhiba su degradacion. (Kondo et al., 1999). Ambas
ramas, RAD9 y RAD24 convergen en MEC1, un miembro de la familia
fosfoinositol 3-quinasas (IP3-, del inglés) (Baldo et al., 2012; Friedberg et al.,
1995). Dentro de la fase S, existen una 0 mas vias independientes que censan
el dafio en el ADN. Las vias especificas de la fase S que censan también se
cree que convergen en MECL1. Los genes MEC1, RAD53 y CHK1 codifican

como transductores de la sefial de control. (Lowndes and Murguia, 2000).

Dos complejos distintos se localizan independientemente respecto a sitios de
dafio en el ADN en Saccharomyces cerevisiae, pero la presencia de ambos
complejos es requerida para la apropiada funcion de los puntos de control. La
proteina quinasa Mecl forma un complejo con Ddc2 y funciona tanto en el
reconocimiento del dafio en el ADN asi como en la transduccion de la seial.

Otro conjunto de proteinas, Radl17, Mec3 y Ddcl, conforman la lanzadera de
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punto de control heterotrimérica, la cual es un factor de respuesta temprano al
dafio en el ADN en una via de transduccion de sefales llevando a la activacion
de los sistemas de control y eventualmente al freno del ciclo celular. Estas
proteinas presentan estructuras similares con la abrazadera de replicacion, el
antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) y de hecho, se demostré “in
vitro” que el complejo Radl7/Mec3/Ddcl podria ser cargado al ADN por
cargadores de abrazaderas especificas de los puntos de control como Rad24-
RFC (RFC, factor C de replicacion). Estos complejos de proteinas funcionan
primariamente en el reconocimiento y procesamiento del dafio en el ADN,
muestran secuencias similares al del factor C de replicacién (RFC, del inglés) y
del antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA, del inglés), el sistema
eucariota de carga de lanzadera que es central en la estructura de la horquilla
de replicacién. (Kai, 2013; Majka and Burgers, 2003; Majka and Burgers, 2005;
Melo et al., 2001).

El grupo epistatico RAD24 (RAD24, RAD17, DDC1 y MEC3) comprende a la
lanzadera especifica de dafio del ADN conocida como el complejo Rad9-Hus1-
Rd1 en humanos y S. pombe y Ddc1-Mec3-Radl7 en S. cerevisiae, el cual esta
involucrado en la regulacion de los puntos de control de dafio en el ADN. Esta
lanzadera es cargada en los sitios de dafio por el complejo de replicacién factor
C (RFC) alternativo, donde una subunidad, la Rfcl, es reemplazada por la
subunidad Rad24 especifica de punto de control. Las funciones putativas del
complejo 9-1-1 involucran la activacion de la actividad quinasa ATR/Mecl y el
reclutamiento de otros factores que podrian propagar la via de respuesta de los
puntos de control o facilitar la procesividad de la horquilla de replicacion.
(Murakami-Sekimata et al., 2010).

1.2. Caracteristicas Generales de Saccharomyces cer evisiae

Los eucariotas unicelulares ofrecen muchas ventajas como modelos de
investigacion porque tienen genomas relativamente pequefios en comparacion

con otros eucariotas, una cantidad también menor de genes con disponibilidad
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de los respectivos mutantes y facilidades en el cultivo. Las levaduras son
microorganismos que pertenecen al reino Fungi, divisibn Ascomicetes y a la

clase Hemiascomycetes (Walker, 1998; Watson, 2006).

Actualmente, las especies mas utilizadas en la investigacion basica y en la
industria son Saccharomyces cerevisiae (levadura de gemacién) vy
Schizosaccharomyces pombe (levadura de fision). Estas levaduras pueden
proliferar con rapidez en el laboratorio (una divisidbn celular se alcanza
aproximadamente a los 90 minutos en condiciones Optimas), y permitir la
propagacion de las poblaciones clonadas a partir de una sola célula precursora.
Mas alla de su simplicidad, las células de levadura tienen las caracteristicas
fundamentales de las células eucariotas, presentando una caracteristica
peculiar que es la de poseer una mitosis cerrada, sin fragmentacion de la

membrana nuclear.

En S. cerevisiae el brote se inicia en la transicion G1/S y se separara de su
madre al terminar la mitosis. La existencia del brote es una sefial de que la
célula ha pasado el inicio o “start” hacia S y su tamafio indica el progreso
dentro del ciclo. (Alberts and Bray, 2006). La relacion caracteristica entre el
tamafo del brote y los eventos bioquimicos en las distintas fases, permite el
seguimiento aproximado del ciclo celular en medio sélido, lo cual es muy dtil

para estudios de retardos en ciclos sucesivos de divisién. (Nunes et al., 1975).

Aunque estan en la misma rama del arbol filogenético, las dos especies
mencionadas estan distantemente relacionadas, habiendo divergido
evolutivamente hace varios cientos de millones de afos. A pesar de ello,
ambos microorganismos tienen ciclos celulares parecidos. Ambas proliferan
tanto en estado diploide como haploide, mientras que las células diploides
pueden experimentar meiosis formando productos haploides del tipoay a y a
Su vez éstos pueden conjugarse entre si restaurando el estadio diploide
(Herskowitz, 1988). Estos dos alelos salvajes del locus, relacionados con el tipo
de apareamiento o “mating-type” son designados como MAT a y MAT a.
(Hartwell, 1974; Morgan, 2007).
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Las levaduras son de facil mantenimiento y multiplicacion en laboratorio,
utilizandose para tal efecto, sistemas de cultivos cerrados o abiertos. En
cultivos cerrados, las levaduras presentan una cinética de crecimiento diauxico
que consiste en fermentar o metabolizar glicoliticamente la glucosa durante la
primera fase de crecimiento produciendo etanol, cambiando Iluego al
metabolismo oxidativo. De esta forma, las poblaciones celulares de levaduras
crecen en medio nutriente, con glucosa y nitrégeno, observandose varias fases
de crecimiento secuenciales denominada fase lag o de latencia, fase
logaritmica, cambio diauxico, fase post-diauxica, fase estacionaria y fase de
declinacién. Durante la fase lag ocurre la adaptacion de la célula al medio, lo
cual implica el ajuste de su metabolismo para el aumento de su masa celular,
pero su numero permanece constante. La glucosa es un nutriente limitante del
crecimiento y al consumirse se activa el metabolismo oxidativo (cambio
diauxico). En la fase post-diquxica, el crecimiento poblacional continda
utilizando la energia proveniente de la respiracion. La fase estacionaria de
crecimiento de un microorganismo se caracteriza por la ausencia del
incremento neto en el numero de células y fisiolégicamente como la capacidad
de mantener la viabilidad en un contexto de limitacion de los nutrientes del
medio de cultivo. En la fase de declinacion el nimero de sobrevivientes

disminuye con el tiempo en proporcién geométrica. (Madigan et al., 2003).

La levadura de gemacién Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente
usada como modelo biologico para estudiar la reparacion del ADN. La fuerza
de la levadura como modelo se basa en la facilidad de su manipulacién
genética y el alto grado de homologia entre los genes de humanos y levadura.
(Foury, 1997).

1.3. Dafo Gendémico y Reparacion del ADN

La reparacién del dafio al material genético es crucial para los organismos
Vivos ya que estan siendo expuestos continuamente a agentes endogenos y

ambientales, de naturaleza fisica, quimica y biolégica, que dafian el ADN. Por
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ejemplo en los eucariotas superiores, la deficiencia en la reparacion de dafio en
el ADN puede conducir a transformacién maligna por acumulacion de
mutaciones, o0 a ciertas enfermedades degenerativas. (Friedberg et al., 1995).
Las células eucariotas responden al dafio en el ADN enlenteciendo la
progresion del ciclo celular y a su vez reparando los distintos tipos de lesiones
con distintos conjuntos de proteinas. Como se mencioné anteriormente, a esta
detencion del ciclo celular se le llama punto de control de dafio en el ADN y
puede llevar a un retraso irreversible del ciclo celular o permitir un tiempo
celular para reparar el dafio en el ADN antes de que se replique o tenga lugar
la segregacion mitética. La evidencia disponible indica que complejos proteicos
especializados censan el dafio en el ADN y desencadenan sefales inhibitorias
que afectan la maquinaria del ciclo celular. Varios de los genes de estas
proteinas han sido identificados en las levaduras de fisibn y gemacion a través
de mutaciones que causan defectos en los puntos de control del ADN e
hipersensibilidad a agentes que dafian el ADN. La conservacion de algunos de
estos genes en levaduras lejanamente divergentes indica que los mecanismos
de control de dafio en el ADN han sido altamente conservados a través de la
evolucion. (Elledge, 1996; Freire et al., 1998; Paulovich et al., 1997).

Sin embargo, los detalles de la organizacién e interacciones entre las proteinas
involucradas en estas respuestas permanecen en parte desconocidas.
Especificamente, poco se sabe sobre los roles de estas proteinas en presencia
de diferentes niveles de dafio en el ADN y durante distintas condiciones de
crecimiento. Las dobles roturas de cadena (DSBs) pueden activar los puntos de
control en diferentes etapas del ciclo celular; y en presencia de dafio extenso o
en ausencia de reparacion, estas vias quizas también pueden desencadenar la
muerte celular programada o apoptosis. (Lowndes and Murguia, 2000; Nyberg
et al., 2002). La interconexion entre sensores de dafo y los efectores de la
reparacion del ADN en células que estén continuamente ciclando y en aquellas
que no, sea bajo exposicion a agentes genotoxicos o durante el metabolismo
normal, es asunto de actuales investigaciones. (Bracesco et al., 2007; Polo and
Jackson, 2011; Shin et al., 2004).
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Las lesiones producidas en el ADN por agentes fisicos y quimicos pueden
repararse con cierta probabilidad dependiendo de factores genéticos,
metabdlicos y ambientales, restaurando la continuidad y funcidon del genoma.
Los sistemas de reparacion involucran enzimas que se encuentran presentes
en organismos tales como virus hasta mamiferos, e incluso en células
tumorales. (Ronen and Glickman, 2001). La probabilidad de error en la
reparacion es uno de los mecanismos mas importantes de la mutagénesis. Las
mutaciones son materia prima de la evolucion de las especies y base de la

biodiversidad.

La reparacion exacta del dafio en el ADN es de suma importancia para la
integridad del genoma. En respuesta al dafio, las redes entrelazadas de los
mecanismos de vigilancia actian para detener temporalmente la progresion del
ciclo celular y promover la reparacién del ADN. La regulacion de la reparacién
del ADN es generalmente dependiente, o tiene en cuenta, dos factores
diferentes: el tipo de lesibn en el ADN que necesita ser reparado y las
caracteristicas del sustrato relacionado al ciclo celular. Estas caracteristicas
incluyen la expresion o la estabilidad de ciertas proteinas de reparacion, el nivel
de compactacion de la cromatina y la disponibilidad de las cromatidas

hermanas. (Branzei and Foiani, 2008).

1.3.1. Reparacion Recombinacional

La rotura de doble hebra (DSBs) del ADN es la principal lesion citotoxica de la
radiacion ionizante y de los quimicos radiomimeéticos, pero también puede ser
causada por estrés mecanico en los cromosomas cuando una ADN polimerasa
replicativa encuentra una rotura de simple hebra en el ADN u otro tipo de
lesion. Las DSBs también pueden ocurrir como intermediarios en varios
eventos biolégicos, como la recombinacion V(D)J en el sistema inmunitario (ej.:
desarrollo de los linfocitos). La reparacion inexacta o la falta de reparaciéon de
las DSB puede conducir a mutaciones o0 a una inestabilidad genémica a gran

escala a través de la generacion de fragmentos cromosomicos dicéntricos o
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aceéntricos. Tales cambios en los genomas presentan potencial carcinogénico.
Debido a las amenazas planteadas por los DSBs, las células eucariotas han
desarrollado sistemas complejos y altamente conservados para detectar de
forma rapida y eficiente estas lesiones, sefialar su presencia y lograr su
reparacion. Por tanto, clasificaremos a los eventos de reparacion en dos
categorias principales. Los eventos de Recombinacion Homologa (RH) de
varios tipos se caracterizan por la necesidad de la hebra dafiada de
emparejarse con su compafiero homologo, donde el grado de interaccion
generalmente involucra cientos de pares de bases que emparejan
perfectamente. En contraste, los eventos de la reparacidén no homodloga (unién
de extremos no homoélogos, NHEJ, del inglés), pueden aparentemente unir los
extremos de ADN sin complementariedad de bases en la unién, aunque en
general resulta que la mayoria de estos eventos hacen uso de un nimero muy
pequefio de pares de bases homodlogas (microhomologias). En levaduras, los
eventos de reparacion no homologa ocurren generalmente a una frecuencia
significativamente mas baja en comparacion con los eventos homodlogos y
predominan en G1. (Jackson, 2002; Nunes et al., 2008; Paques and Haber,
1999).

1.3.1.1. Recombinacion Homdloga

El mecanismo general es bien conocido e incluye el procesamiento de los
extremos mediante una exonucleasa 5'->3’ para dejar extensiones 3'-OH libres;
esto se logra mediante la accion conjunta del complejo MRX (Mrell-Rad50-
Xrs2), Sae2, la helicasa Sgsl y las nucleasas Dna2 y/o Exol. (Zhu et al.,
2008). La invasion sobre la doble hebra homdloga por parte del filamento de
ADN monocatenario esta promovida por la proteina Rad52 y facilitada por
Rad59. A continuacion la proteina Rad51 con la ayuda de Rad55, Rad57 y
Radb54 cataliza el intercambio de cadenas entre las dos moléculas implicadas lo
gue permite extender la cadena usando la hebra complementaria como molde,

al tiempo que también se extiende el otro extremo que habia quedado libre.
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Tras una corta extension, los extremos libres se unen por accién de una ligasa
y esto genera dos estructuras en las que una hebra salta de una molécula de
ADN a la molécula homodloga. Dichas estructuras se denominan uniones de
Holliday y han de resolverse de algin modo para permitir la separacion de las

dos cromatidas. (Prado et al., 2003).

Las posibles resoluciones son:

* Asociacion de cadenas dependientes de sintesis (SDSA, del inglés), donde
el intercambio de cadenas se revierte y la cadena recién sintetizada vuelve a
aparearse con la molécula desde la que se realiz6 la invasion generando
conversion génica (Figura 2).

* Reparacion de cortes de doble cadena (DSBR, del inglés), donde el
intercambio de cadenas y la sintesis de ADN llegan hasta el segundo
extremo del ADN procesado teniendo lugar la captura de éste formando dos
uniones de Holliday. La resoluciéon de estas uniones de Holliday origina
conversion génica que puede estar asociada a entrecruzamiento (Figura 2).
(Prado et al., 2003).

En células haploides de Saccharomyces cerevisiae la reparacion
recombinacional homadloga es un proceso post-replicativo, mientras que en las
células diploides puede ser tanto pre como post-replicativo (Figura 2).
(Bracesco et al., 2003).
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Figura 2: Posibles resoluciones de la reparacion de dobles roturas de
cadena por Recombinacion Homologa (desarrolladas en el texto). (Imagen

extraida de (Symington and Heyer, 2006)).

1.3.1.2. Recombinacion No Homéloga

Los rearreglos cromosOmicos usualmente se suceden por recombinacion
ilegitima, la cual ocurre entre secuencias de ADN no homdlogas o en regiones
muy cortas de homologia. (Tsukamoto et al., 1996). En Saccharomyces
cerevisiae se observa que el mecanismo se inicia con la union del complejo
proteico hdf1-Ku80 a los extremos de la DSB protegiéndolos de la degradacion.
El complejo MRX (Mrell-Rad50-Xrs2) interviene en el procesamiento y/o
permite que los extremos de la rotura no se separen uno del otro. Finalmente la
ligasa Dnl4 junto con sus cofactores Lifl y Nejl sellan la DSB. (Daley et al.,
2005).

Pagina | 17



1.3.2. Reparacion Escisional

Entre los mecanismos de reparacion del ADN que operan en respuesta a la
presencia de dafio en las bases del ADN, tres vias bioquimicas resultan en la
escision del dafio o bases inapropiadas. Estos son llamados Reparacion por
Escision de Bases (BER, “base excision repair), Reparacion de Bases Mal
Apareadas (MMR, mismatch repair) y Reparacion por Escision de Nucleotidos

(NER, nucleotide excision repair).

1.3.2.1. Reparacion por Escisidon de Nucle6tidos

La reparacion por escision de nucledtidos es uno de los sistemas de reparacion
gue son operacionales en la célula para asegurar el correcto funcionamiento y
una transmisién fiel de la informacién genética. NER reconoce y elimina un
amplio espectro de lesiones no relacionadas estructuralmente como los
fotoproductos inducidos por la luz ultravioleta, aductos quimicos voluminosos y
algunos tipos de entrecruzamiento. En este tipo de reparacion, luego del
reconcimiento, el dafio en el ADN es removido a través de una incision en la
cadena dafiada a ambos lados de la lesién, seguido de reparacion mediante la
polimerasa, la cual llena el hueco usando la hebra intacta como molde, y
finalmente se produce la ligacion. En ecuariotas, incluidos los humanos, el
dafio que se escinde comprende un fragmento de 24-32 nucledtidos de largo.
La reparacion escisional es un mecanismo de defensa muy importante contra
dos carcinégenos principales: la radiacion UV y el benzopireno. Individuos con
defectos en la NER exhiben alta incidencia de cancer. (Bootsma et al., 1995;
Sancar, 1996). En humanos, muchos son los polipéptidos que se ponen en
juego, entre ellos siete proteinas Xeroderma pigmentosum (XP) y proteinas de
union a simple hebra (HSSB). (Bootsma and Hoeijmakers, 1994; Nunes and
Gelos, 2006). Las consecuencias dramaticas de una NER defectiva pueden
observarse en las enfermedades humanas heredables Xeroderma
pigmentosum y el Sindrome de Cockayne (CS). Dichas patologias son

enfermedades hereditarias, autosdmicas recesivas, asociadas con deficiencias
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en distintas etapas de la reparacion por escision de nucleétidos. Los pacientes
afectados son extremadamente fotosensibles y exhiben anormalidades
esqueléticas y neuroldgicas; los pacientes XP presentan ademas alta
frecuencia cancer de piel (excepto melanoma). Los productos génicos
afectados en CS son componentes de una sub-via especial de NER conocida
como reparacién acoplada a la transcripcion (TCR). (de Boer and Hoeijmakers,
2000).

1.3.2.2. Reparacion por Escisién de Bases

La reparacién por escision de bases se inicia por una clase de enzimas
especificas de reparacion del ADN —ADN glicosilasa- donde cada una reconoce
un unico o pequefio conjunto de bases quimicamente alteradas o inapropiadas.
Seguidamente se genera un sitio abasico apurinico o apirimidinico (AP). Este
sitio sera reconocido por endonucleasas que generaran extremos 3'-OH libres
capaces de ser resintetizados formando un nuevo fragmento y ligados

nuevamente al extremo libre. (Friedberg, 2001; Friedberg et al., 1995).

1.3.2.3. Reparacion de Bases Mal Apareadas

La reparaciéon de bases mal apareadas es un proceso biolégico dedicado
primeramente a escindir nucleétidos que no estan correctamente apareados
con el nucleotido (correcto) en la hebra opuesta. Los apareamientos
incorrectos que ocurren con mayor frecuencia (pero no exclusivamente) se
suceden durante la replicacion del ADN, dada la limitada fidelidad de la
maquinaria replicativa del ADN. Asi, se colocan bases incorrectas en la nueva
hebra de ADN sintetizada, que pueden reconocerse antes de la metilacion. En
este tipo de reparacion estan implicados los productos génicos MutH, MutL y
MutS; donde la proteina MutS reconoce el mal apareamiento, la MutH distingue
ambas cadenas cortando en la region GATC y la proteina MutL coordina la
actividad de las otras dos. (Friedberg, 2001; Friedberg et al., 1995).
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1.3.3. Epigenética y Reparacion del ADN

Asi como en los procesos del metabolismo del ADN (transcripcion y
replicacion), la deteccion, sefalizacion y reparacion de lesiones en el genoma
también tiene lugar en el contexto de la cromatina altamente organizada. Por
tanto, no es de extrafiarse que la célula cuente con mecanismos para
remodelar o modificar la estructura de la cromatina y que estos desempeiien
una funcion esencial en la respuesta celular al dafio en el ADN. (Downs et al.,
2007; Lydall and Whitehall, 2005). En S. cerevisiae jerarquizaremos RADG6 y las
desacetilasas (SIR). En un trabajo pionero se demostro “in vitro” que el gen
RAD6(hUBC2) codifica una enzima que cataliza la unién covalente de
ubiquitinas a las proteinas histonicas H2A y H2B. (Jentsch et al., 1987). Por
otra parte las desacetilasas se involucraron por primera vez en procesos de
envejecimiento celular en S. cerevisiae y se sabe que el dafio en el ADN
desencadena la desacetilacion de CtIP (proteina de unién al extremo C-
terminal) dependiente de SIRT6, promoviendo la reseccion y la recombinacion
homologa. (Kaidi et al., 2010).

1.4. RAD17: una Proteina Sensora del Dafio en el ADN

El gen RAD17 de Saccharomyces cerevisiae codifica para una proteina de 45.5
kDa con homologia a las proteinas codificadas por otros organismos: Recl en
Ustilago maydis, Radl en S. pombe y hRadl en humanos; es un ejemplo de
proteina de reconocimiento de dafio conservada. Rad17p comparte similitudes
estructurales con el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA,
proliferating cell nuclear antigen), formando una estructura en anillo
homotrimérica alrededor del ADN y comunmente referida como “abrazadera
deslizante” que amarra a las polimerasas de replicacion a su molde. Rad17p
forma un complejo estable con dos proteinas de control adicionales parecido al
PCNA: Ddclp y Mec3p. Los modelos moleculares sugieren efectivamente que
la conformacion de la abrazadera es Radl17/Mec3/Dcdl. Dicho conjunto de

proteinas es un complejo proteico sensor de dafio putativo esencial para
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multiples puntos de control que podria jugar un rol en la reparacion del ADN.
(Tabla 1) (Bracesco et al., 2007; Nyberg et al., 2002; Zhang et al., 2001).

Function S. cerevisiae H. sapiens S. ponibe
Sensars
9-1-1 complex Ddel hRad9 Rad9
Mec3 hHus1 Hus1
Radl7 hRadl Radl
RFC-like clamp Rad24 hRad17 Radl7
loader
Rfc2-5 hRfc2-5 Rfc2-5
MRX complex Mrell hMrell Mrell
Rad50 hRad50 Rad50
Xrs2 hNbs1 Nbsl
BRCT-containing  Dpbll TopBP1 Cut5
BRCA1
hMdcl
ss-DNA binding RPA RPA RPA
Transducers
PI3K-like kinases Mec1-Ddc2 ATR-ATRIP Rad3-Rad26
Tell ATM Tell
Adaptors
Rad9 53BP1 Crb2
Mrcl CLSPN Micl
Effectors
Checkpomt kinases  Chkl CHK1 Chk1
Rad53 CHK2 Cds1

Tabla 1. Factores relacionados con los puntos de control de dafio en el ADN.

(Extraida de (Baldo et al., 2012)).

Como se describe en la Tabla 1, Rad24p de Saccharomyces cerevisiae es otra

proteina potencialmente sensora requerida para el freno del ciclo celular

inducido por dafio que probablemente

interacciona con el

complejo

Radl17/Mec3/Ddcl. Rad24p forma un complejo estable con cuatro de cinco

subunidades del factor C de replicacion (Rfc2p-Rfc5p), llamado Rad24-RFCs.
(Majka and Burgers, 2003; Zhang et al., 2001).
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Estudios previos evidencian que el cargador de la lanzadera RFC-Rad24
interactda con la lanzadera Rad17/Mec3/Ddcl de manera ATP dependiente y
que carga a la lanzadera en el ADN parcialmente duplex. Es mas, tras la
hidrolisis de ATP, la lanzadera Rad17/Mec3/Ddcl se libera del cargador de
lanzadera y puede deslizarse sobre el ADN duplex por mas de 1kb, proceso
gue puede ser muy adecuado para la busqueda de dafios. (Majka and Burgers,
2003).

Estudios bioquimicos de sistemas de control del dafio en el ADN evidenciaron
que el sistema cargador de lanzadera-lanzadera estda involucrado en la
respuesta de control. Aunque ademas de la lanzadera principalmente
encontrada del heterotrimero Radl7/Mec3/Ddcl, también se identificO un
complejo que consistia de Rad17 y Mec3, quizds en forma Rad17/Rad17Mec3
trimérica. La posibilidad de lanzaderas de control alternativas puede
proporcionar diversidad de respuestas y estan en concordancia con un estudio
que identifica la interaccion Rad17-Rad17 en respuesta al dafio. Por ultimo, la
interacciébn consigo mismo quizas simplemente aumente debido a que los
monomeros de Radl7p se acercan entre si en el contexto de ADN dafado.
(Majka and Burgers, 2003; Zhang et al., 2001).

1.5. Bleomicina: un Antibiético Antitumoral

Las bleomicinas (BLM) son una familia de antibiéticos glicopeptidicos aislados
por Umezama y colegas en la década de los 60s del organismo Streptomyces
verticillus. (Umezawa et al., 1966). Estos organismos producen varias especies
de BLM como BLM-Al a A6 y BLM-B1 a B6 que difieren entre ellas en la
fraccion de union al ADN. (Aouida et al., 2010). Presentan actividad antitumoral
y han sido usadas clinicamente en combinacion quimioterapéuticas contra
linfomas, carcinomas de células escamosas y tumores de células germinales.
Los efectos secundarios de las bleomicinas son dependientes de la dosis e
involucran inflamacion de los pulmones que a menudo derivan en fibrosis
pulmonar. (Chen and Stubbe, 2005).
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15.1. Estructura de la Bleomicina

Los miembros de la familia de las bleomicinas comparten la misma estructura
nuclear pero difieren en sus cadenas laterales (R) que pueden presentar
distintos grupos funcionales con colas conteniendo azucares y cargas positivas.
La BLM esta compuesta de tres dominios funcionales, el dominio N-terminal de
unién al metal, el dominio C-terminal de unién al ADN y la fraccion de
carbohidrato (Figura 3). (Ramotar and Wang, 2003; Umezawa, 1976).

El estudio de un gran nimero de bleomicinas analogas, llevado a cabo por la
sintesis total de bleomicina, indicé que la molécula en su conjunto es mucho
mas que la suma de sus partes. La regién de union (en rojo, Figura 3) entre el
dominio de union al metal y el dominio de unién al ADN (bitiazoles, en azul,
Figura 3) y la flexibilidad de la fraccidén del bitiazol en si mismo son esenciales
para la eficiente rotura de doble hebra.
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Figura 3 : Estructura quimica de la bleomicina exhibiendo sus tres dominios

funcionales. (Imagen extraida de (Chen and Stubbe, 2005)).
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El dominio N-terminal ademés de unirse al surco menor del ADN, también une
oxigeno molecular, y es en gran parte el responsable de la actividad
antitumoral de la bleomicina. Este domino presenta ligandos (atomos de
nitrdgeno) involucrados en la formacion de un complejo octaédrico con metales
de transicion, el cual le proporciona ductilidad a la hora del requerimiento de
metales, de ésta forma, es capaz de unir iones metalicos tanto redox como
hierro y cobalto. El metal de transicion es necesario para facilitar el contacto
entre la BLM y el ADN y para activar el oxigeno de forma que las especies
radicales sean generadas. El dominio C-terminal, que abarca el grupo bitiazol,
presenta colas cargadas positivamente que intensifican la union electrostatica
de la bleomicina al ADN. La unién puede ocurrir por intercalacion o a través de

interacciones con el surco menor. (Ramotar and Wang, 2003).

1.5.2. Proceso de Activacion de la Bleomicina

La BLM puede causar un grupo limitado de lesiones en el ADN a través de
procesos conducidos por radicales libres. Primeramente, la BLM requiere de un
metal de transicion reducido (Fe(ll) o Cu(ll)), oxigeno y un electron reductor
para generar una bleomicina “activada”. (Figura 4).

I—' Bleomycin-Feli—0s ‘ﬂ

Blecrmycin + Felll) + Og Bleomycin-Feilii-0s

Hyd g Bleomycin-Fe(lii—00H / L+
proten T | iAetivated bisorycin \xhl

cleavage Pl

=1H I‘ Decay to
i L inactive
Lipid damags blearmycin

DA cleavage, RNA cleavage

Figura 4 : Formacion de bleomicina “activada”. (Imagen extraida de (Chen
and Stubbe, 2005)).
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El complejo activado BLM-Fe(Il)-O, rompe el esqueleto de ADN extrayendo un
atomo de hidrégeno del carbono 4’ de la desoxirribosa para formar un radical
inestable, y el electron reducido resultante de la activacion de la BLM, BLM-
Fe(ll)-OH, puede llevar a cabo ataques adicionales al ADN. El azlcar
inestable asi generado puede ser rearreglado para generar por lo menos cuatro
tipos de lesiones oxidativas del ADN (Figura 5), que son estructural y
quimicamente relacionadas a algunas de las lesiones producidas por radiacion

ionizante. (Ramotar and Wang, 2003).
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Figura 5 : Lesiones inducidas producidas bajo tratamiento con bleomicina. La
produccion de diversos tipos de lesiones es dependiente de las condiciones

de oxigenacion. (Imagen extraida de (Ramotar and Wang, 2003)).

Si estas especies son dejadas a su propio destino, pueden destruirse ellas
mismas, oxidar lipidos, hidrolizar enlaces amidas de proteinas, asi como
también pueden catalizar la formacién de lesiones en el ADN de simple y doble
hebra (Figura 4). En este caso los dafios se producen a través de vias
radicalarias mecanisticamente definidas, es decir, la bleomicina activada puede

descomponerse para generar radicales hidroxilos que reaccionan rapidamente
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y de forma no especifica con cualquier molécula que encuentren — efecto

radiomimético (Figura 6). (Lim et al., 1995).

°2
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Figura 6 : Formacion de radicales libres por reaccion redox. Se destacan los
radicales superoxido e hidroxilo asi como el perdxido de hidrégeno, comunes
a este radiomimético y que son también productos radioquimicos del H,O
producidos por la radiacion ionizante. (Imagen extraida de (Chen and
Stubbe, 2005; Umezawa et al., 1984)).

Una de las lesiones mutagénicas produce un sitio apurinico/apirimidinico (AP)
oxidado donde se pierde la base completa, por lo que deja de haber disponible
un molde para la ADN polimerasa. Otro tipo de lesion producida por BLM es la
rotura de simple hebra en el ADN donde el extremo 3’ finaliza con una porcién
del anillo de desoxiribosa para formar el 3'- fosfoglicolato. Esta lesion
efectivamente bloquea la sintesis de ADN por la ADN polimerasa. La porcidon
remanente del azicar fragmentado permanece como la forma libre de la base
propanal, la cual tiene la habilidad de reaccionar con el ADN para formar
aductos de base. (Lim et al., 1995).

La BLM también produce doble lesion de hebra (by-stranded) en secuencias
especificas, como CGCC, que se generan cuando el complejo BLM-Fe(ll) crea

sitios AP en una cadena y una rotura simple opuesta directamente en la
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cadena complementaria. La rotura espontanea del sitio AP por aminas
primarias “in vivo”, convierte a la doble lesién en una rotura de doble hebra. El
tipo de lesion generada por la bleomicina esta influido por diversos factores.
Por ejemplo, en presencia de oxigeno, la bleomicina produce primariamente
roturas de hebra en el ADN, mientras que a baja tension de oxigeno forma en
gran parte sitios AP. Por lo tanto la extension en la formacion de lesiones
inducidas por la BLM depende del estatus redox del tipo celular dado.
(Ramotar and Wang, 2003).

Estudios “in vitro” indican que una Unica molécula de bleomicina es suficiente
para generar lesiones en ambas hebras del ADN; la dificultad en la reparacion
de estas lesiones se ha postulado de ser el factor principal en la citotoxicidad
de la droga. (Chen and Stubbe, 2004). Se han identificado puntos calientes (hot
spots, del inglés) para la escision de dobles roturas en el ADN que han llevado
a reglas empiricas sobre las secuencias que conducen a las lesiones de este
tipo. La observacién de que la escision del ADN fuera eliminada en todos los
sitios intranuclesomales potenciales de dafio, y no sélo en los sitios de dafio en
el surco menor del ADN que estan protegidos por histonas, indirectamente
apoya el modelo de que la union de bleomicina que lleva a la roturas ocurre por
la intercalacion de bitiazoles mas que por su uniéon en el surco menor. (Chen
and Stubbe, 2005).

Como consecuencia del procesamiento enzimatico de las lesiones, producidas
por la droga pueden ocurrir eventos potencialmente letales, mutagénicos y
recombinogénicos. Mediante analisis cuantitativo, se puede llegar a modelar
aspectos relacionados con los numerosos mecanismos moleculares
involucrados en estos eventos. Dentro de los modelos matematicos mas
utilizados para estos estudios, se encuentran los basados en estadisticas
poissonianas que describen los eventos de mutagénesis y sobrevida en funcién
de la dosis de los agentes genotoéxicos. (Eckardt and Haynes, 1977; Haynes et
al., 1985; Keszenman, 2002; Keszenman et al., 2000; Lillo et al., 2011; Lillo et
al., 1997).
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Las respuestas celulares a los tratamientos con bleomicina son complejas y
dependientes de la linea celular y del genotipo. La prolongada detencion del
ciclo celular, la apoptosis y la muerte celular mitética son los resultados mas

comunes del tratamiento con bleomicina. (Chen and Stubbe, 2005).

1.5.3. Transporte de la Bleomicina

Las bleomicinas son moléculas hidrofilicas incapaces de cruzar la membrana
celular por difusién simple. (Chen and Stubbe, 2005). Estudios previos sugieren
gue la membrana plasmatica actia como una barrera limitando la entrada de la
droga a las células. (Ramotar and Wang, 2003). Esto se apoya en la
observacion de que la electroporacion puede incrementar el nivel de BLM en
las células de mamifero, aumentando asi su genotixicidad. (Aouida et al.,
2003). La primer evidencia de un posible transportador de BLM a la célula
provino de un estudio que mostraba que la membrana celular de levaduras y
células de mamifero contenia una protefna que unia BLM marcado con >’Co.
(Pron et al., 1993). En un escaneo gendmico amplio realizado en una coleccion
mutante haploide de Saccharomyces cerevisiae recientemente se identifico el
gen AGP2, reportado previamente como codificante de una permeasa de L-
carnitina, como el encargado de la captacion de BLM-A5 en levaduras. (Aouida
et al., 2004a; Aouida et al., 2004b). Levaduras carentes de Agp2 fueron
incapaces de tomar BLM-A5 y mostraron una resistencia extrema a la droga, y
la sobreexpresion de Agp2 sensibilizd enormemente las células a BLM-A5, lo
cual se correlacion6 con un dafio aumentado en el ADN (Aouida et al., 2004a).
Ademas, Agp2 transporta sélo una especie de BLM, llamada BLM-A5, que
contiene una fraccion espermidina; esto llevo al descubrimiento de que la
expresion de Agp2 es la responsable del transporte de poliaminas de gran
afinidad (Figura 7). (Aouida et al., 2005).
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L-carnitine
Bleomycin-A5, Polyamines

Figura 7 : Modelo que ilustra las vias de transporte y detoxificacion de BLM-

A5 en levaduras. (Imagen extraida de (Panasci et al., 2013)).

1.6. Cicloheximida: Inhibidor de la Sintesis Protei ca

La cicloheximida (CHX, Figura 8) es un antibidtico originalmente aislado del
microorganismo  Streptomyces griseus, y es un potente inhibidor de los
ribosomas eucaribticos, siendo capaz de bloquear la subunidad 60S de
Saccharomyces cerevisiae; de esta forma bloquea la elongacion de la cadena
polipeptidica naciente durante la traduccion dificultando la funcién de EF-2
(factor de elongacion 2). (Franklin and Snow, 2005). Al exponer células de
levadura a altas dosis de cicloheximida, se observa detencion de sintesis
proteica asi como del crecimiento. (Gerlinger et al., 1997). Al restringir la
sintesis proteica debido a la inhibicion con CHX, se perviene el “start” del nuevo

ciclo celular y las células se frenan en fase G1. (McCusker and Haber, 1988).
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Figura 8: Estructura de la cicloheximida. (Imagen extraida de (Schneider-
Poetsch et al., 2010)).

1.7. Hipoétesis de Trabajo

El producto del gen RAD17 de Saccharomyces cerevisiae se encuentra
involucrado tanto en funciones de punto de control del ciclo celular, como

también en la reparacion del ADN.

1.8. Objetivos

Objetivo General:

Investigar los efectos celulares y moleculares que se suceden producto de la
exposicion de las cepas salvaje y mutante radl74/rad17A4 al radiomimético

Bleomicina.
Objetivos Especificos:

a) Determinar la probabilidad de sobrevida en muestras celulares salvajes y

mutantes bajo el tratamiento con distintas concentraciones de BLM.

b) Determinar la cinética de proliferacion en funcion del tiempo bajo distintas
concentraciones de BLM y CHX.

c) Cuantificar roturas dobles del ADN bajo cada tratamiento, estudiando el

curso temporal de la recuperacion de lesiones al término de los tratamientos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizaron cepas isogeénicas diploides salvaje y mutante que se describen en
la Tabla 2.

Cepa Genotipo Fuente

o RAD ade? his3-532 TRP* ura3-52

9154 aRAD"ade2 arg4-17 trp1-289 ura3-52 W. Siede

a rad17A:: kanx ade2 his3-532 TRP" ura3-52

9156 | o radl7A:kanx ade2 arg4-17 trp1-289 ura3-52 | W. Siede

Tabla 2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae.

2.2. Medios de Cultivo

Se utilizaron medios de cultivo nutrientes habituales de S. cerevisiae descritos

en la literatura (Rose et al., 1990), detallados a continuacion:

* YPD: Medio nutriente liquido: 1% de extracto de levadura (US Biological),
2% bactopeptona (US Biological) y 2% de glucosa (US Biological).
* YPDA: Medio nutriente solido: YPD + 2% agar (US Biological).
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2.3. Agentes Quimicos

La bleomicina empleada (BLM: CssHgsCIN17021S3, ver Figura 1) es el preparado
cristalino de uso clinico (Bleocin, Kayaku Co., Japdn). A partir de este se
realiza una solucion stock de la droga por dilucion en agua desionizada estéril a
una concentracién de 300ug/mL, la cual se almacena a temperatura ambiente.

Esta solucion es estable durante un afio. (Keszenman-Pereyra, 1990).

La cicloheximida (CHX: C15H23NO,) (Sigma) de peso molecular 281.3 g/mol, se
diluye en agua destilada a una concentracion de 10 mg/mL (solucion stock), se

estiriliza por filtracion y se almacena protegida de la luz a 4°C.

2.4. Mantenimiento de las Cepas de S. cerevisiae

Las cepas se mantienen en tubos de agar inclinado conteniendo YPDA a 4°C

en la heladera. (Rose et al., 1990).

2.5. Condiciones de Crecimiento

Se realiza un primer pasaje tomando una muestra de células del cultivo
perteneciente a una colonia, mantenido en un tubo de agar inclinado utilizando
un asa de platino; ésta se siembra en medio nutriente liquido, y se incuba a
temperatura Optima de crecimiento (30°C) por 3 o 4 dias, con agitacion

continua.

A partir de este primer pasaje se realiza un segundo pasaje, diluyendo
apropiadamente en YPD una alicuota del primer cultivo y dejandolo proliferar
durante toda la noche a 30°C con agitacion continua para obtener un cultivo en
fase exponencial (N = 5-7 x 10° células/mL). (Keszenman-Pereyra, 1990). El
namero de células (N) inicial del segundo pasaje para cada cepa asi como el
tiempo de incubacidbn necesario para alcanzar la fase de crecimiento
exponencial (dependiente del tiempo de duplicacion celular), se determind por

analisis de la cinética de crecimiento poblacional de cada cepa que se describe
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a continuacion.

2.6. Tratamiento con Bleomicina (BLM)

Las muestras celulares fueron lavadas dos veces, resuspendidas en agua
desionizada (N = 1x10°® células/mL) e incubadas con BLM a distintas

concentraciones (0 - 3 pg/mL) durante 1.5h a 30°C en un agitador orbital.

2.7. Analisis de Sobrevida

Las poblaciones celulares de la cepa salvaje y mutante crecidas en medio
nutriente, YPD, a 30°C con agitacion, fueron centrifugadas y lavadas dos veces
con agua desionizada. Se concentraron en un orden de 20 veces para la
poblacién exponencial para obtener un N = 1x10® células/mL, adecuado para
efectuar el tratamiento con BLM. Inmediatamente fueron divididas e incubadas
con concentraciones crecientes de BLM (0 pg/mL, 0.5 pg/mL, 1 pg/mL, 3 pg/mL
y 6 pg/mL) durante 1.5h a 30°C con agitacién continua. La seleccion de las
dosis de BLM se realiz6 tomando en consideracion la informacion de
experimentos previos realizados con anterioridad en nuestro laboratorio, donde

a dosis mayores a 6.0 ug/ml de BLM la letalidad de ambas cepas fue elevada.

Para el andlisis de sobrevida en lo inmediato, se centrifugaron y lavaron las
muestras celulares s6lo una vez con agua destilada luego del tratamiento; se
efectuaron diluciones y se sembraron inmediatamente en el orden de 1x10°
células/mL, en placas con medio sélido, YPDA (0.2 mL/placa). Luego se

incubaron a temperatura éptima de crecimiento durante 3 a 4 dias.

Para el analisis de sobrevida se contaron las colonias visibles, mayores o
iguales a 1 mm de diametro (200 - 400 colonias por placa) y se calcul6 de
acuerdo a Eckardt y Haynes (1977). La probabilidad de sobrevida se estima por

la fraccidn sobreviviente S(x) para cada dosis de BLM, siendo:

S(x) = Ns(x) / Ns(o)
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donde Ns(x) es el numero total de células capaces de multiplicarse y por tanto
de sobrevivientes para cada dosis y Ns(0) es el nimero de células sembradas
a la dosis (BLM) = 0 pg/mL (colonias de la muestra control). Cada valor
numeérico representado en los graficos corresponde a los promedios de tres
experimentos reproducibles. Los intervalos de confianza se calcularon segun la

distribucion binomial (P> 0.95).

2.8. Cinética de Proliferacién Celular en Medio S6l ido

Para realizar los estudios de proliferacién celular se procedié de igual forma
que para el andlisis de sobrevida pero sembrandose entre 5 x 10° y 5 x 10°
células/placa de todas las cepas bajo todos los tratamientos en placas de Petri
de 5cm de diametro en medio sélido nutriente. Se determinaron las frecuencias
relativas de conjuntos celulares conteniendo 1, 2-3, 4-7, y mas de 8 células en
funcién del tiempo de incubacion (0 a 20h; se contaron mas de 500 conjuntos
celulares por placa). (Keszenman et al.,, 2005). Se tuvieron en cuenta los
marcadores morfologicos de las fases del ciclo celular y se procesaron en base
a modelos de crecimiento en medio soélido. El marcador fisiolégico que se
siguié fue la relacion tamafo de la gema - tamafo de la célula madre. Se
consider6 dentro del conjunto de una célula a aquellas sin brote (fase G), y
aquellos con un brote que no supere las dos terceras partes del tamafo de la
madre (fase S/G,). Si la célula hija supera esa proporcién y aun esta unida a la
célula madre se la considera como dos células (fase M). También forman parte
de este grupo los conjuntos de 3 células. (Nunes and Pohlit, 1968a; Nunes and
Ponhlit, 1968Db).

2.9. Determinacion de la Reparacion de Roturas Dobl  es del ADN (DSBSs)

Para el analisis de recuperacion por mantenimiento en medio liquido (LH, liquid
holding), inmediatamente luego del tratamiento con BLM, las células se lavaron

dos veces con agua desionizada y se resuspendieron a una concentraciéon
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celular de 2 x 10° células/mL en medio nutriente liquido YPD durante 18h a
30°C.

De manera de inhibir la sintesis proteica inducible, se llevd a cabo el
tratamiento con CHX al término de la exposicion a BLM. Las muestras control y
tratadas con BLM en fase exponencial se colocaron en YPD conteniendo CHM
a una concentracion final de 100 pg/mL, con agitacion continua a 30°C. La
dosis de CHM fue seleccionada segun analisis bibliografico e investigaciones
realizadas por los integrantes del laboratorio. (Keszenman et al., 1996; Siede et
al., 1983).

2.10. Determinacion de las DSBs del ADN

El analisis de roturas dobles del ADN se efectu6 a partir del aislamiento del
ADN de muestras de ambas cepas de levadura bajo los distintos tratamientos
(control y tratadas), utilizando electroforesis por campos pulsados transversos
alternados (TAFE) y posterior cuantificacion de DSBs por densitometria laser
(densitometro laser LKB Ultroscan XL) por medio del programa GelScan XL
(version 2.1, Pharmacia) (Baur, 1990; Friedl et al., 1998; Keszenman et al.,
2000). Para calcular el numero de DSBs por genoma se aplico la distribucion

de Poisson.

2.11. Electroforesis por Campos Pulsados Transverso s Alternados
(TAFE)

El TAFE (transverse alternating field electrophoresis) es una simple técnica
electroforética de alta resolucién para la separacion de moléculas o fragmentos
de ADN que varian en tamafio, desde unos pocos miles hasta
aproximadamente 7 millones de pares de bases (1 a 10.000 kb), permitiendo
asi la separacion de cromosomas enteros (o parte de los mismos) de diferentes

organismos eucariotas. (Gardiner and Patterson, 1989).
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Esta técnica utiliza un gel vertical y un simple arreglo de electrodos para
producir campos eléctricos uniformes a todo lo largo de los carriles. Las
moléculas de ADN son forzadas a moverse en el gel de agarosa cambiando su
migracion periodicamente de acuerdo a los potenciales de los electrodos. De
esta manera se logra una migracion diferencial en funcién del tamafo de las
moléculas de ADN. Tanto la concentracién de agarosa, la duracién de los
pulsos, la temperatura de la corrida electroforética, asi como la geometria de
los campos pulsados y la topologia del ADN, son los principales parametros
gue estan involucrados en el resultado del TAFE. (Gardiner, 1990; Gardiner,
1991; Geigl and Eckardt-Schupp, 1991; Schwartz and Cantor, 1984).

2.11.1.  Aislamiento del ADN en Bloques de Agarosa

Las muestras celulares conteniendo aproximadamente 1 x 10° células/mL
fueron lavadas dos veces con buffer fosfato salino (PBS) (pH 7.4) y el
precipitado celular fue a continuaciéon guardado en freezer a -20°C hasta su

procesamiento (Keszenman, 2002).

Procedimiento de Aislamiento del ADN:

1. Lavar las muestras celulares dos veces con buffer de fosfato de potasio
0.5M (pH 7) y resuspender en 0.5 mL de este buffer y pasarlas a tubos
Eppendorf.

2. Agregar 0.1mL de EDTA 0.5M (pH 9) obteniéndose una concentracion
de EDTA final equivalente a 0.1M.

3. Centrifugar y resuspender en 0.3mL de EDTA 50mM (pH 7.5).

4. Agregar 0.1mL de Solucion 1. Agitar con vortex.

5. Agregar 0.4mL de agarosa de bajo punto de fusién (Sigma) al 2%,
disuelta en EDTA 0.125M, manteniéndola a 42°C con agitacion.

6. Repartir en bloques de 60 pL utilizando el molde correspondiente.

Solidificar en heladera a 4°C.
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7. Colocar los bloques en tubos de vidrio y agregar 1.8mL de Solucién 2.

Incubar los bloques a 37°C durante 1h.

8. Descartar la solucion 2. Agregar 1 mL de Solucién 3 e incubar durante

toda la noche a 50°C con agitacion suave.

9. Descartar la Solucién 3 y dializar en Solucién 4 durante 36h. Se deben

realizar por lo menos 8 cambios de Solucién 4 a intervalos regulares.

10. Los bloques de agarosa se guardan en solucion a 4°C.

Solucién 1:

1.33 mg zymolasa (60.000U)

0.2 mL SEC buffer

10 pL B-mercaptoetanol

Solucién 2:
1.8 mL EDTAO5M
20 yL Tris 1M

30 pL agua

Solucion 3:

1.8 mLEDTAO0.5M

20 mg N-laurylsarcosinato
20 pL Tris-HCI 1M

2 mg Proteinasa K

Solucién 4:
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Tris-HCI 10 mM pH 7.5

EDTA 10 mM

PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride)

SEC buffer:

Sorbitol 1M

Citrato monohidrato 10 mM
Fosfato disodico 10 mM

EDTA 0.1M

Buffer fosfato:
Fosfato dipotasico 0.5M

Fosfato monopotasico 0.5M

TAFE buffer 20X:
Tris-base 24.9¢g

EDTA 2.9g

Acido Acético glacial 5mL

Agua destilada

(PM = 157.6 g/mol)

(PM =174.2 g/mol)

(PM =182.2 g/mol)

(PM = 210.14 g/mol)

(PM =142 g/mol)

(PM = 292.2 g/mol)

(PM =174.2 g/mol)

(PM = 136.1 g/mol)
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Solucién de PBS:

Para 1 litro:
NacCl 89
KCI 0.2g

Na2HPO4 1.449
KH2POA4 0.249

Agregar 800mL de agua y ajustar a pH 7 con HCI 1 litro.

2.11.2. Condiciones de la Corrida Electroforética

El programa para la corrida electroforética utilizado (puesto a punto por el

equipo de Radiobiologia) fue:
Fase 1: duracién 12h, pulsos de 1 minuto a una corriente de 350 mA.
Fase 2: duracién 8 h, pulsos de 2 minutos a una corriente de 390 mA.

Fase 3: duracién 4-6h, pulsos de 3 minutos a una corriente de 370 mA.

2.11.3. Tincion del Gel

Luego de terminada la corrida electroforética se coloca el gel en buffer TAFE
1X con 0.002% de bromuro de etidio durante 1h a temperatura ambiente en
ausencia de luz. Seguidamente se coloca el gel en una soluciéon conteniendo
Ribonucleasa A (1pg/mL) en buffer TAFE 1X, durante 4h a 37°C.

2.11.4.  Fotografiado del Gel

Se coloco el gel en transiluminador UV y se fotografié con camara Polaroid, film
tipo 665. El negativo obtenido se analiz6 utilizando un densitometro laser.

Pagina | 39



RESULTADOS

3.1.

Andlisis de Sobrevida Bajo Tratamiento con Ble

omicina

A partir de los datos obtenidos mediante el estudio de la cinética de crecimiento

evaluamos los dafos producidos por la BLM en ambas poblaciones celulares.

Tomando en cuenta los estudios previos decidimos trabajar en un rango de

concentracion de la droga medido en pug/mL de 0 < BLM < 6. (Figura: 9).

10°

Fraccion Sobreviviente

10t

—e— salvaje
—v— rad174/rad174

1 2 3 4 5 6
[BLM] (ug/mL)

Figura 9 : Fracciones sobrevivientes correspondientes a poblaciones salvaje

y mutante en funcién de la concentracion de BLM.

Primeramente se observa que ambas curvas presentan una disminuciéon de la

sobrevida en funcidon de la concentracion de BLM. De hecho,

las dos

poblaciones celulares presentan dos componentes de distinta sensibilidad; uno
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de mayor pendiente, correspondiente a concentraciones entre 0 y 1 pg/mL
(bajas dosis), y un segundo componente mas resistente a concentraciones
mayores a 1 ug/mL. En particular, el tratamiento a bajas dosis de BLM induce
significativamente mas letalidad en la cepa mutante rad174/rad174 que en la

salvaje.

3.2. Estudio de la Cinética de Proliferacion Celula r

Al término del tratamiento con BLM, parte de las células fueron sembradas en
medio nutriente soélido y se estimO0 microscOpicamente la cinética de
proliferacion determinando la frecuencia de grupos celulares conteniendo 1, 2-
3, 4-7 0 mas de 8 células en funcion del tiempo de incubacion en YPDA
(Figura: 11). Hay que resaltar que el grupo celular conteniendo 1 célula o célula
en gemacion con una gema menor a 2/3 partes del tamafio de la célula madre,

incluye asi a las células en fase G, Sy G..

Se midieron los retrasos segun la distancia entre los valores maximos en cada
curva (escala de tiempo). La exposicién a bleomicina en ambas cepas produjo
diferentes fracciones de de colonias abortivas (N > 8, muerte diferida), y células
gigantes. Dichas células gigantes son agrupaciones celulares que han llevado
a cabo pocas divisiones celulares, no presentando separaciéon celular entre la

célula madre y su hija (Figura 10).

Figura 10: Microscopia Optica de microcolonias (N > 100 células) y
conjuntos de células gigantes (muerte celular diferida) ubicados sobre el
centro de la fotografia.
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Figura 11 : Cinética de proliferacion correspondiente a las muestras tratadas
con 0, 0,5y 1,0 ug/mL de BLM y sembradas en medio nutriente sélido
(YPDA). La cepa salvaje se encuentra en la fila de arriba, mientras que la de

abajo corresponde a la cepa radl7/radl7. Frecuencia relativa de grupos

celulares conteniendo 1 (o), 2-3 (0), 4-7 (o) o > 8 células (0).

Entre los controles no tratados, las cepas salvaje y rad17/rad17 no mostraron
una velocidad proliferativa significativamente diferente (test de distribucion
binomial, P < 0.05). Por ejemplo, luego de 4h de sembrado, los grupos
conteniendo 1 célula (sin divisién) representaron sélo el 10% en la cepa salvaje
y un 5% en la cepa mutante rad17/rad17 (vértice inferior izquierdo de la Figura
11). Mas aun, en comparaciéon con la cepa no tratada correspondiente, un corto
retraso en la division fue producido por 0.5ug/mL de BLM en la cepa salvaje,
mientras que no se observo ningun retraso para la cepa mutante con esta
dosis. El tratamiento con 1,0ug/mL de BLM produjo retrasos mayores que a
0,5ug/mL en la cepa salvaje. Los retardos en la cepa salvaje también fueron

mayores comparados con la cepa mutante, incluso en la medida realizada
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luego de tres ciclos celulares (por ejemplo: 8 células/grupo). En general, los

retrasos en las divisiones aumentan al aumentar la dosis de BLM en ambas

cepas, pero el patron es diferente. Por ejemplo, luego del tratamiento con

lpg/mL de BLM, los grupos conteniendo 2 y 3 células alcanzan el maximo

luego de 5h en la cepa salvaje y luego de 2.5h en la mutante radl17/rad17. El

grupo celular conteniendo de 4 a 7 células alcanzé el maximo en la muestra

control de la cepa salvaje a las 5h; luego del tratamiento con 1ug/mL de BLM,

este maximo fue retrasado 2h mas, mientras que ningun retraso relativo a los

controles no tratados fue detectado para la mutante.

salvaje

rad17/rad17

% céls/grupo

% céls/grupo

[BLM] = 0 pg/mL + CHX

8 12 16
t(h)

[BLM] = 1,0 pg/mL + CHX
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—/— 2-3 céls
—{0— 4-7 céls
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Figura 12 : Cinética de proliferacion correspondiente a muestras sometidas a

recuperacion en YPD en presencia de CHX luego del tratamiento con BLM,

sembradas en medio sélido (YPDA). La cepa salvaje se encuentra en la fila

de arriba, mientras que la de abajo corresponde a la cepa radl7/radl7.

Frecuencia relativa de grupos celulares conteniendo 1 (o), 2-3 (0), 4-7 (o) o

> 8 células (0).
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Como se puede apreciar en la Figura 11, la CHX por si sola (incubacion por 1.5
a 18h) induce retrasos en la divisién similares en ambas muestras control con
énfasis a las 5h, y una tendencia mas marcada en la cepa mutante. Ademas se
observan retardos diferenciales adicionales luego de la combinacion con BLM,
mas notorios que aquellos de la Figura 11 (Figura 12). Es relevante el retraso
en la progresion de 1 célula al grupo conformado por 2 a 3 células bajo
tratamiento de BLM; en ambas cepas al cabo de 3 horas casi el 100% de las
células se encuentran en la agrupacion de 1 célula (Figura 12). Por tanto, la
CHX tiene un efecto inhibitorio en la progresion del ciclo que es independiente

del genotipo de las cepas.

3.3. Determinacién de las Dobles Roturas de Cadena vy su Reparacién

La Figura 13 a y b muestra los densitogramas laser del andlisis de la
electroforesis en gel de campos pulsados (TAFE) de ADN aislado de muestras
salvaje y su mutante isogénica expuestas a 0,5 pug/mL de BLM. Las muestras
fueron incubadas por mas de 18h en medio nutriente liquido (YPD). Se aplicé la
distribucion de Poisson para el calculo de DSBs por genoma. En la Tabla 3 se
observan los valores promedios y los correspondientes errores estandares que
derivan de al menos tres experimentos independientes conducidos en cada

cepa de levadura.
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Figura 13: Densitogramas laser (absorbancia en funcion de la distancia de
migracion en el gel) de perfiles de TAFE de muestras salvaje y rad17/rad17

tratadas con 0,5 pg/mL de BLM. Las células fueron analizadas
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inmediatamente luego del tratamiento (t=0, panel a), o incubadas en medio
nutriente YPD por 18h (t=18h, panel b). Las fotografias a la izquierda de
cada figura muestran los perfiles de TAFE usados para generar los trazados
densitométricos, ubicados a la izquierda. Panel a: de arriba a abajo (los
trazados corresponden a los perfiles 1-3 del lado derecho): muestra control
(perfil 1), salvaje tratada (perfil 2) y rad17/rad17 tratada (perfil 3). Panel b: de

arriba abajo: salvaje tratada (perfil 1) y mutante tratada (perfil 2).

DSB*
DSB* DSB*
Cepas ~ _ (YPD + CHX, Nm/No**
t=0 (YPD, t=18h) t=18h)
[BLM] = 0,5pg/mL
salvaje 25+0,3 0,5+0,2 18+1,8 0,67 £0,03
rad17Aradl174 3,0+£0,3 > 20 > 20 0,39 £0,03
[BLM]= 3,0pg/mL
salvaje > 20 2,2+0,2 > 20 0,21 £0.02
rad17Aradl174 > 20 25+0,3 > 20 0,12 +0.02

Tabla 3. Fracciones sobrevivientes (Nm/No) y reparacién de dobles roturas
de cadena de cepas salvaje y mutante expuestas a diferentes
concentraciones de BLM. * Valor promedio de DSB por genoma * error
estandar; ** Promedio de las fracciones sobrevivientes e intervalos de

confianza correspondientes (P = 0.95).

En las muestras de poblaciones salvajes que fueron sometidas a
mantenimiento en YPD, se observé una recuperacion cromosémica significativa
dependiente del tiempo, dado por el descenso en DSBs luego de la incubacion.
(DSBi=onh = 2.5 £ 0.3; DSB¢=25n = 1.5 £ 0.3; DSBt=7n = 0.5 £ 0.2; DSBi=15, = 0.5
0.2) (Figura 13 a y b, Tabla 3). La cepa mutante radl7/radl7 no mostro

reparacion de DSBs, con un aumento en la degradacion del ADN durante la
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incubacion en YPD (DSBi=on = 3.0 £ 0.3; DSBit=25n = 3.5 £ 0.6; DSB=7, = 5.5 *
0.6; DSBi=18n = 20) (Figura 13 ay b, Tabla 3).

Tomando en consideracion los datos obtenidos mediante el analisis de
sobrevida sobre el compartimento resistente (1 < BLM < 6 pg/mL), fue
pertinente realizar corridas electroforéticas para ahondar sobre la posibilidad de
expresion de reparacion de ADN inducido por BLM. Para ello, células de
levadura fueron expuestas a 3,0ug/mL de BLM y luego se las hizo crecer en
YPD en presencia y ausencia de CHX; las DSBs fueron monitoreadas por un
lapso de 18h. La adicion de CHX tuvo un efecto inhibitorio sobre la
recuperacion cromosémica en la cepa salvaje (Figura 14, Tabla 3). No se
observd ningun efecto causado por CHX sobre la degradacion del ADN en la
cepa mutante rad17/rad17 (Figura 14, Tabla 3).
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Figura 14 : Densitogramas laser (absorbancia en funcién de la distancia de
migracion en el gel) de perfiles de TAFE de muestras salvaje y rad17/rad17
tratadas con 3,0 ug/mL de BLM y luego incubadas en YPD. Panel a: cepa
salvaje; Panel b: mutante rad17/radl17. Las fotografias en los paneles de la
derecha de la Figura a y b muestran los perfiles de TAFE del gel (lineas 1-5),
que fueron usadas para generar los trazados densitométricos de la
izquierda. De arriba abajo en ambos paneles: muestra control, t=0 (perfil 1);
3,0 pg/mL de BLM a t=0 (perfil 2); 3,0 ug/mL de BLM, t=6h (perfil 3); 3,0
pug/mL de BLM, t=18h (perfil 4); 3,0 pg/mL de BLM + CHX, t=18h (perfil 5).

Cuando las medidas fueron realizadas inmediatamente luego del tratamiento,
esta dosis de BLM produjo niveles significativamente mas altos de degradacion
de ADN que aquellos observados para 0,5ug/mL de BLM (comparar Figuras
13, 14, también Tabla 3). Luego del tratamiento con estas concentraciones
altas de BLM, ambas cepas mostraron recuperacién cromosOmica luego de la
incubacion en medio nutriente (Figura 14 a y b; Tabla 3). En particular, la
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mutante rad17/rad17 mostr6 clara reparacién de DSB luego del tratamiento con
3,0pg/mL de BLM (Figura 14b), similar a la salvaje. Ademas, la reparacion de
DSB en ambas cepas salvaje y rad17/rad17 fue inhibida por CHX. Es de hacer
notar que la CHX en si misma no tuvo un efecto significativo en los perfiles
cromosomicos, dando valores de absorbancia similares a aquellas muestras

controles no tratadas.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una vez que se produce dafio en el material genético, y bajo ciertas
condiciones, distintas maquinarias moleculares se activan para cumplir
diferentes funciones. Bien es sabido que las proteinas implicadas en los puntos
de control del ciclo celular proveen tiempo necesario y suficiente para que la
maquinaria de reparacibn se ponga en juego y enmiende las lesiones
detectadas. No obstante, nuevas investigaciones vienen aportando informacion
relevante sobre las proteinas involucradas en estos puntos de control; al
parecer y de acuerdo a nuestros resultados podrian también tener roles
directos e indirectos en una red de otras funciones relacionadas con la
reparacion que son desencadenadas por el dafio al ADN. (Baldo et al., 2012;

Bracesco et al., 2013).

Durante la realizacién de la presente tesis se investigo el rol del gen RAD17,
bajo el analisis de sobrevida y en la capacidad de restaurar la integridad del
genoma debido a las roturas de doble hebra producidas por la exposicién de
células en fase exponencial a concentraciones crecientes de la droga

bleomicina. (Bracesco et al., 2007).

Tanto la cepa salvaje como su mutante isogénica presentaron degradacion
cromosomica dependiente de concentracion inmediatamente luego del
tratamiento con BLM. Mientras que la cepa salvaje incubada por 18hs en medio
nutriente liquido presentd recuperacion del dafio (DSBs inducidas por el
agente) (Figuras: 13 y 14), también se observd un enlentecimiento en su
cinética de proliferacion (Figura 11). En cambio, la mutante rad17/rad17 no
mostro un retardo comparable respecto a su control no tratado correspondiente
(Figura 10).

Bajo el tratamiento de mantenimiento en medio de cultivo de la cepa salvaje
tratada con CHX se observo inhibicién de recuperacion cromosomica (Figuras
13b y 14a). Esto indicaria que la respuesta a dichos dafios se produce por un

componente inducible en la respuesta a la reparacion de DBSs que podria
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deberse tanto a la recombinacion homoéloga inducible (Cole et al., 1987;
Letavayova et al., 2006), a la replicacién post-replicativa (Ulrich, 2002), y en
menor medida a la NHEJ, puesto que su contribucion es muy baja en la cepa
salvaje de S. cerevisiae en fase exponencial. De hecho, resultados de nuestro
laboratorio indican que el gen RADG6 esta involucrado en la reparacion del dafio
producido por ambos tipos de dosis de BLM, bajas y altas (Keszenman et al.,
1992; Keszenman et al., 2005), y que la NHEJ se activa en fase G1, en fase

estacionaria. (Nunes et al., 2008).

La ausencia de reparacion de DSBs en las células mutantes radl7/rad17
expuestas a 0,5ug/mL de BLM sugiere un rol importante para el producto
génico RAD17 en la reparacion de células en fase exponencial a niveles
relativamente bajos de dafio en el ADN (Figura 13b, Tabla 3). Un rol similar
para RAD17 fue revelado durante la recuperacion en medio liquido de células
irradiadas en fase estacionaria (Candreva et al., 2004). No obstante, ésta cepa
mostré reparacion funcional de las DSBs a concentraciones altas de BLM,
donde pudo observarse su sensibilidad a la CHX (Figura 14b). Asi también la
cepa salvaje, presentdé un componente resistente en la curva de sobrevida a
altas concentraciones (Figura 9, Tabla 3). En consecuencia, luego de niveles
relativamente elevados de dafio en el ADN (DSB = 20), algun tipo de
reparacibn de DSBs sensible a la cicloheximida deberia actuar
independientemente del producto del gen RAD17. Una via alternativa que
podria procesar las lesiones producto de la BLM seria la vinculada al complejo
Mrell/Rad50/Xrs2 (MRX/hMRN) (Errol C. Friedberg et al., 2006), actuando
quizds como sensor de dafio similar a la lanzadera Radl17/Mec3/Ddcl. El
complejo Mrell/Rad50/Xrs2 es uno de los primeros complejos que se reclutan
al sitio donde se produjo la DSB y es esencial para el comienzo de la sefial de
control asi como también para el proceso de reparacion. (Baldo et al., 2012).
De esta forma, los resultados aqui descritos indican la posibilidad de que una
Unica via de sefializacion actie a bajos niveles de dafio en el ADN (por
ejemplo: pérdida de bases, roturas simples de cadena y DSBS), y que otra(s)
via(s) procesen las lesiones a altos niveles de dafio. Mas aun, el hecho de que

ambas cepas presenten un componente resistente en las curvas de sobrevida
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(Figura 9), podria manifestar las diferentes eficiencias de vias de reparacion

alternativas y su regulacion bajo diferentes escenarios enzimaticos.

Del mismo modo, usando la cepa mutante rad52/rad52, otros autores no
encontraron previamente reparacion de DSBs a bajas dosis de BLM, pero una
reparacion eficiente (probablemente por NHEJ) a altas dosis. (Moore et al.,
2000). Las contribuciones diferenciales de NHEJ y HR a la reparacion del dafio
en el ADN inducido por BLM en levaduras fueron demostradas por (Letavayova
et al., 2006). Interesantemente, en este y otros casos, la sensibilidad biolégica
relativa para la induccion de DSB fue diferente de aquella de letalidad, ya que
la BLM puede inducir potencialmente otros dafos letales aparte de las DSBs.
(Chen and Stubbe, 2004; Lillo et al., 1997; Lim et al.,, 1995; Moore, 1978;
Ramotar and Wang, 2003).

Respecto al complejo 9-1-1/Rad17-Mec3-Ddcl, estudios previos demostraron
que juega un rol importante en la reparacion de dobles roturas. En S.
cerevisiae, la eliminacion del cargador de la lanzadera Rad24-RFC y de la
subunidad Radl17 de la lanzadera lleva a un descenso en la sobrevida por la
introduccién de DSBs producidos enzimaticamente. (Aylon and Kupiec, 2003).
Méas aun, y al igual que en nuestros resultados, los autores mencionados
observaron que el descenso en la viabilidad incluso no fue revertido cuando la
progresion en el ciclo celular fue enlentecida para permitir la reparaciéon del
ADN, sugiriendo que el complejo de lanzadera juega un rol directo en la
reparacion. Ademas, se sabe que la fosforilacion de Rad17 es dependiente de
ATR (scMecl1-Ddc2) (Cimprich and Cortez, 2008), y la fosforilacion de Mecl
puede ocurrir a su vez de forma independiente del complejo homdlogo a 9-1-1
(Aylon and Kupiec, 2004), Se reporté que estos complejos estan involucrados y
funcionan en la via de Rad9 en otro punto de control de dafio en el ADN.
(Baldo et al., 2012). Ademas se confirma el hecho de que Mecl (en levaduras),
es el principal protagonista de la activacion de los puntos de control frente a
cualquier tipo de dafio en el ADN. (Novarina et al., 2011).

A su vez, Radl (scRadl7) aislada ha sido reportada como una nucleasa,
aumentando la posibilidad que Radl quizas participe en el procesamiento de
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las DSBs a SSBs (Bessho and Sancar, 2000). Sin embargo, otros trabajos no
han confirmado que Radl, solo o formando parte del complejo 9-1-1, sea una
nucleasa funcional. Una explicacion alternativa es que el complejo 9-1-1 sirva
como lanzadera corrediza, que amarra a las enzimas de procesamiento que
metabolizan las dobles roturas de cadena en regiones de simple hebra para la
reparacion de la rotura. (Parrilla-Castellar et al., 2004).

En conclusién, las observaciones en el presente trabajo, y los hallazgos
recabados por otros autores, proponen la presencia de conmutadores
moleculares que permiten canalizar las sefales a diversos caminos de
reparacion; para ello se debera determinar la compleja red de interacciones
proteinas-proteinas, de forma de incrementar progresivamente el conocimiento
del numero de interacciones fisicas entre las proteinas del control y los factores
de reparacion, para fortalecer y expandir el modelo que describe las
conexiones funcionales entre estas dos vias claves de la estabilidad gendmica.
La investigacién usando dobles y triples mutantes podria esclarecer estas vias

complejas y las correspondientes redes funcionales que interaccionan.
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