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Introduccién

1. INTRODUCCION
EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS RADIACIONES IONIZANTES

La estructura primaria del ADN estd sometida a constantes modificaciones quimicas,
tanto en la estructura como en la secuencia de los nucledtidos constituyentes, que amenazan
su integridad. Dichas alteraciones se producen principalmente como consecuencia de errores
introducidos durante la replicacion, recombinacion y reparaciéon del mismo. Asimismo,
determinadas condiciones de temperatura y pH pueden dar lugar a una cierta inestabilidad
gendmica. Igualmente, el ADN reacciona ficilmente con gran variedad de compuestos
quimicos y un menor nimero de agentes fisicos, muchos de los cuales estan presentes en el
medio ambiente. Cada una de las modificaciones de la estructura molecular del material
genético capaz de alterar el funcionamiento normal de la célula se considera como dafio al

ADN, y puede ser clasificado como dafio endégeno o exogeno (figura 1).

Agente

uv

Radiacién ionizante
Bleomicina

Agentes alquilantes

Alquilantes
Radiacién ionizante

Cisplatino / alquilantes
Radiacién ionizante

Antraciclinas

m-AMSA

Camptotecina

Lesion

Dimeros de pirimidina

Roturas de cadena
(dobles y simples)

Alquilacién de las guaninas

Enlace cruzado ADN-proteina

Daiio en las bases

Enlace cruzado ADN-ADN

Intercalacién
Rotura mediada por la topoll

Rotura mediada por la topol

Figura 1. Principales tipos de lesiones producidas en el ADN por radiacion ionizante y compuestos genotoxicos.

Los principales agentes enddgenos que dafian el ADN suelen ser enzimas o los
productos de las mismas, que dan lugar a despurinaciones, despirimidinaciones, dafio en las

bases, produccion de aductos o roturas de cadena. Los agentes oxidantes se producen en la
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célula por distintos procesos asociados con el metabolismo aerdbico, por lo que el dafio
oxidativo parece ser el daflo endégeno mas significativo e inevitable, con una frecuencia
estimada de 10" lesiones por célula y dia en humanos. Por otro lado, el ADN también puede

ser dafiado por diferentes agentes exogenos fisicos o quimicos.

1.1 LA RADIACION IONIZANTE

Entendemos por radiacion todo agente fisico que se propaga a través del espacio
cediendo energia al medio que atraviesa. La radiaciéon ionizante es aquella radiacién que
posee la propiedad de arrancar electrones de los atomos de las moléculas con las que
interactua, formando iones y alterando asi las propiedades fisico-quimicas del medio
atravesado.

Existen dos tipos de radiaciones ionizantes, electromagnéticas y corpusculares. Dentro
de las primeras se incluyen los rayos X, que liberan su energia en forma de fotones sin carga
ni masa dando lugar a la formacién de moléculas excitadas o ionizadas. La energia de los
fotones se transmite por colision, generalmente con electrones de otros atomos. Tras la
colisién, un electrén puede pasar a un orbital mas alejado del nticleo (excitacion), o mas
comunmente salir del 4&tomo con alta velocidad y energia (ionizacién). Esta energia se disipa
en el medio ionizando y excitando los dtomos con los que interacciona.

De todas las biomoléculas que pueden ser dafiadas por la radiacion ionizante, la mas
importante es el ADN, ya que es portadora de la informacion genética y dirige la actividad
celular. Las alteraciones producidas dependen de la dosis de radiacion, la cual estd
relacionada con la transferencia lineal de energia (LET), que se define como la energia
depositada por una particula por distancia recorrida (KeV/pm). Los rayos X y y son
radiaciones de baja LET (entre 3-3,5 KeV/um o incluso menores) por lo que depositan poca
cantidad de energia a lo largo de su trayectoria, pero con suficiente energia cinética como para
atravesar grandes distancias en los tejidos (alto poder de penetracion). Por el contrario, las
radiaciones de alta LET, como neutrones, protones y particulas o, emitidas en la
desintegracion radiactiva de ciertos radiois6topos, depositan grandes cantidades de energia en
su trayectoria y atraviesan distancias mas cortas (comprende de 10 a cientos de KeV/um). La
efectividad de una dosis dada aumenta con la densidad de la ionizacién, es decir, con la LET.
La LET es un pardmetro importante en la determinacién de la curva dosis-respuesta, en la
eficiencia bioldgica relativa (RBE) de los diferentes tipos de radiacién y en la distribucién del

dafio cromosémico en las células.
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1.1.1 Efectos biologicos de la radiacion ionizante

La exposicion de las células a la radiacion ionizante provoca distintos fendmenos
como consecuencia del dafio en el ADN, de los cuales los mas importantes son la induccion
de mutaciones, la transformacion y la muerte celular (Iliakis, 1991).

El dafio en el ADN puede ser el resultado directo de la interaccion de la radiacién
sobre los componentes del ADN, o bien ser f)roducido indirectamente por la transferencia de
energia a través de especies reactivas formadas por la radiacion. El agua es el principal
constituyente de los sistemas bioldgicos (aproximadamente un 90%) por lo que el efecto
indirecto resulta, en gran parte, de la accién de la radiacién sobre las moléculas de agua
(Kiefer, 1990).

Cuando una molécula de agua absorbe la energia de la radiacion ionizante se ioniza o
se excita descomponiéndose rapidamente (figura 2). También se dan reacciones secundarias
en las que se originan nuevos radicales libres y en las que se neutralizan otros. Los electrones
liberados en la ionizacién del agua pueden reaccionar con otras moléculas de agua
formandose electrones hidratados (€,q), los cuales a su vez pueden reaccionar para dar lugar a
nuevos radicales. Entre los principales productos formados se encuentran los radicales
hidrégeno (*H) e hidroxilo ("OH), ambos con electrones desapareados y altamente reactivos.
Cuando el oxigeno estd presente reacciona con los electrones acuosos y los 4tomos de
hidroégeno originando radicales superéxido (O,™) e hidroperéxido ("HO,), que son también
muy inestables y reaccionan formando perdxido de hidrégeno (H,0,) el cual, aunque no es un

radical libre, es una molécula altamente reactiva y peligrosa para la célula.
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Reacciones primarias

H,0 > H,0"+e  (Ionizacién)

H,0 H,O* (Excitacidn)

v

Reacciones secundarias

‘H+'H —» H,

H,0"+H,0 ——— H;0'+'OH ‘OH+'OH ———— H,0,
e€+H,0 — ¢, CEt0,  —mm— 0O

H,0* —————» °‘H+°OH ‘H+ O, — > °HO,

¢ +H0" —» H,0 0, +0,"+2H" —» H,0, + O,
¢ +H,0" —— > ‘H+H0 ‘HO,+'HO, —— H0; + O,

‘H+"OH —> H,O

Figura 2. Radiolisis del agua.

Asi, la descomposicién del H,O; incrementa la produccion de radicales hidroxilo
("OH) qué reaccionan también con especies no radicales, siendo los principales responsables
del dafio en el ADN. El radical hidroxilo-es uno de los mas reactivos en los sistemas
bioldgicos, y es capaz de reaccionar practicamente con la totalidad de los componentes
celulares (Davies, 1995). Como consecuencia, el ADN puede sufrir pérdida de bases (sitios
abésicos), modificacion de las mismas o alteraciones en la doble hélice. Las alteraciones en la
doble hélice incluyen distorsiones de la misma, roturas de cadena (simple y doble) y enlaces
cruzados (Halliwell y Aruoma, 1991). Se ha estimado que aproximadamente un 65% del dafio
se debe al ataque de los radicales hidroxilo frente a un 35% producido por la accién directa de

la radiacién (Ward, 1988).

1.1.2 Lesiones producidas por la radiacién ionizante

La exposicion a radiacion ionizante da lugar a la formacion de distintas lesiones en el
ADN (figura 1), como son dafio en los azﬁéares (que normalmente terminan en roturas de
cadena), dafio en las bases y formacién de enlaces cruzados (intracatenarios, intercatenarios o

con proteinas asociadas). Ademds, la radiacion ionizante produce directamente roturas de
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cadena (simple y doble), la mayoria de las cuales se generan por la rotura de los enlaces
fosfodiéster.

Las lesiones producidas por la radiacién pueden originarse de forma aislada, o junto a
otras lesiones del mismo o distinto tipo, dando lugar en este caso a lesiones complejas. Las
lesiones complejas son causadas por un ataque radical multiple localizado, que produce sitios
con lesiones agrupadas (LMDS) tras, por ejemplo, una exposicién a rayos X (Ward, 1988).
Estas lesiones complejas representan para las células un problema més serio que las simples,
ya que pueden ser irreparables o requerir mecanismos de reparaciéon mas complejos, como el
de recombinacion. Si estas lesiones no se reparan correctamente, pueden dar lugar a
aberraciones cromosomicas, deleciones, amplificaciones, etc.

De las lesiones producidas por la radiacién ionizante, la rotura de doble cadena es la
principal responsable de la induccién de aberraciones cromosomicas y puede conducir a la
muerte celular (Frankenberg-Schwager y Frankenberg, 1990; Obe y col., 1992).

Las roturas de doble cadena se puedeﬁ producir por la induccién de una rotura simple
en cada cadena, bien de forma directa, o bien por la induccion de lesiones en las bases si su
reparacion implica la formacion de roturas de cadena simple. Una combinacién de los
procesos anteriores también da lugar a una rotura de doble cadena. Es por tanto, en ultimo
término, el efecto al que conducen la mayoria de las lesiones directas en el ADN.

El mecanismo de formacién de roturas de cadena simple estd bien establecido, y se
inicia con la formacién de un radical en la desoxirribosa por pérdida de un atomo de
hidrégeno (ya sea por ionizacién directa y pérdida del protén, o extraido por un radical
hidroxilo). Este radical reacciona con el oxigeno formando un radical peroxil y una rotura
(von Sonntag, 1987).

Se han propuesto dos mecanismos posibles por los que se originaria una rotura de
doble cadena: ataque de un solo radical y ataque miltiple. Siddiqi y Bothe (1987) propusieron
que un solo radical puede iniciar la formacién de una rotura de doble cadena. El primer
radical desoxirribosa formado por el ataque del radical hidroxilo (o por la ionizacion directa
del azucar) iniciaria una serie de reacciones para formar la segunda rotura. Por otra parte,
segun la hipétesis del ataque radical multiple, la rotura de doble cadena se produciria por el
ataque simultdneo de varios radicales. En la célula, debido a la alta concentracion de
secuestradores, los radicales recorren distancias extraordinariamente cortas, de nanometros,
por lo que reaccionan muy cerca del sitio donde se forman, de manera que el dafio se
produciria por concentraciones de ionizaciones y excitaciones en el blanco o muy cerca del

mismo (Ward, 1988). Para el mecanismo de un solo radical, las reacciones que forman las dos
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roturas de cadena se darian secuencialmente, mientras que en el caso del ataque multiple se
darian simultdneamente.

La mayoria de las roturas inducidas por la radiacién ionizante se caracterizan por
presentar extremos inusuales. Aunque la mayoria de los extremos 5’ presentan un grupo
fosfato, los extremos 3’ no suelen presentar el grupo hidroxilo usual, sino un grupo fosfato o

fosfoglicolato (Henner y col., 1982).

1.2 MECANISMOS DE DEFENSA CELULAR FRENTE AL DANO EN EL ADN

La molécula de ADN es el componente bioquimicamente activo de casi todo el
material genético, y, aunque el ADN es una molécula dindmica, su integridad debe ser
mantenida para la supervivencia del ser humano. Dado que el medio ambiente esta atacando
constantemente a nuestro material genético provocando dafio, los seres vivos han desarrollado
a lo largo del proceso evolutivo toda una serie de mecanismos de defensa para poder
sobrevivir y mantener la integridad de sus genes. Cualquier dafio producido sobre el ADN
celular es respondido de forma instantanea por una variedad de rutas bioquimicas cuyas
funciones son reparar las lesiones en el ADN y minimizar las mutaciones. Ademas de los
sistemas de reparacién, las lesiones en el ADN son también reconocidas, directa o
indirectamente, por los “checkpoints” o puntos de control que regulan el ciclo celular. Estos
mecanismos inhibitorios detienen el ciclo celular en la fase G1, G2/M o M, alargan la fase S
(sintesis de ADN), y en algunos casos también activan o regulan los procesos de reparacion
del ADN. Asi, la reparacion del ADN junto con los mecanismos de regulacion/ control del
ciclo celular que detectan el dafio en el ADN constituyen el principal sistema de defensa para

el mantenimiento de la integridad genémica cuando existen acontecimientos de dafio en el
ADN (Liy col., 2001).

1.2.1 Respuesta molecular inicial al dafio por radiacion ionizante

Existe un grupo de proteinas sensoras del dafio, encargadas de detectar lesiones en el
ADN vy producir una sefial inicial de “checkpoint”. A partir de este momento se activa una
cascada de fosforilacion de proteinas para la transduccion de la sefial. Estas proteinas reciben
y procesan la sefial inicial de “checkpoint” activando la parte efectora de la ruta, la cual

directamente hace blanco sobre componentes de la maquinaria del ciclo celular (Zhou y

Elledge, 2000) (figura 3).
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Daiio en ¢l
ADN

SENSORES

TRANSDUCTORES

Puntos de control
del ciclo celular

Apoptosis Transcripcion Reparacion
del ADN

Figura 3. Cascada de transduccion de la sefial de respuesta al dafio en el ADN.

Se piensa que la detencion de la prdgresién del ciclo celular da a la célula tiempo
suficiente para reparar el ADN dafiado. Lo mas importante es sin duda que este hecho
previene que las lesiones se conviertan en mutaciones heredables a través de la sintesis del
ADN y de la division celular.

Su importancia se pone de manifiesto de manera clara por la existencia de
enfermedades hereditarias asociadas con defectos en la activaciéon de los puntos de control del
ciclo celular (checkpoints), tales como ataxia telangiectasia y el sindrome de fragilidad
cromosémica de Nijmegen (Meyn, 1995; Shiloh, 1997). Estos transtornos causan
hipersensibilidad a los agentes que provocan dafio al ADN e inestabilidad cromosémica
espontanea.

La quinasa ATM (defectiva en ataxia telangiectasia), perteneciente a la superfamilia
de la PI-3 quinasa (Savitsky y col., 1995), es un componente central de la ruta de control para
el reconocimiento de determinados tipos de dafio en el ADN, particularmente las DSBs
producidas por radiacién ionizante. Ante la exposicion a radiacién ionizante, la actividad
quinasa de la proteina ATM se activa inmediatamente (Canman y col., 1998), resultando en la
fosforilacion de un numero de blancos criticos implicados en la reparacion, la apoptosis, y la
detencion del ciclo celular (en la figura 4 se detallan algunas de las proteinas méas importantes
que participan en la transduccion de la sefial de respuesta al dafio en el ADN) (revisado por

Thompson y Schild, 2001).
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Figura 4. Principales proteinas implicadas en la transduccion de la sefial en respuesta al dafio en el ADN.

1.2.2 Reparacion del daiio en el ADN

Las células estan constantemente expuestas a agentes que causan distintas formas de
dafio al ADN y poseen métodos complejos y efectivos para reparar dicho dafio. La reparacién
puede ser definida como la respuesta celular que tiene como objetivo el restablecimiento de la
secuencia normal de nucleétidos (Wassermann, 1994), si bien en general se incluyen dentro
del término todas las respuestas celulares que eliminan los efectos perjudiciales del dafio en la
c€lula, aunque no se recupere necesariamente la secuencia original de nucle6tidos.

A medida que se desarrollaron organismos més complejos con genomas mayores y
tiempos de generacion mas largos, se incrementé la efectividad de la reparacién del ADN.
Estos mecanismos estdn regulados por multiples genes y existen diferentes rutas, dependiendo
del tipo de dafio inducido. La mayor parte del conocimiento sobre la reparacion del ADN se
ha obtenido en bacterias y levaduras, y mas recientemente en roedores y humanos gracias

sobretodo a la existencia de diferentes lineas mutantes deficientes en reparacion.
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Los principales mecanismos de reparabién se han conservado a través de la evolucion
y actuan frente a un amplio espectro de agentes genotoxicos. Podrian resumirse en tres
grandes grupos (figura 5): reparaciéon por eliminacion directa del dafio, reparacién por
escision y reparacion por recombinacion (Wassermann, 1994). Las roturas de doble cadena o
de cadena simple forman parte del Gltimo paso en la mayoria de los mecanismos de

reparacion, por lo que existe un gran interés en conocer como se reparan estas lesiones.
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Figura 5. Mecanismos de reparacion del ADN. Existen tres reacciones fundamentales implicadas en el
procesamiento del dafio en el ADN: eliminacién directa del dafio, escisién y recombinacion.

1.2.2.1 Reparacién de las roturas de cadena simple (SSB)

La radiacion ionizante produce roturas de cadena simple, cuya reparaciéon no es un
proceso sencillo y puede tener lugar mediante los tres mecanismos ya descritos. De cualquier
manera, las células son capaces de reparar en gran medida y con gran fiabilidad este tipo de
lesion.

Las roturas de cadena simple que presentan extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato pueden
ser reparadas por la simple reunion de ambos extremos catalizada por las ligasas de ADN. La
ligasa de ADN es una enzima altamente especifica, ampliamente distribuida, y tiene un papel
muy importante en la mayoria de las rutas bioquimicas que requieren la reunién de roturas de
cadena en el ADN (Lehman, 1974). Todas las ligasas necesitan extremos libres en la doble
cadena de ADN Yy la presencia de extremos adyacentes 3’-hidroxilo y 5’-fosfato (Kornberg y
Baker, 1992), de modo que solamente las roturas con estas caracteristicas son susceptibles de

ser reparadas directamente (figura 6).
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Figura 6. Reunion directa de una rotura de cadena simple. La ligasa cataliza la unién de roturas con extremos 3’-
hidroxilo y 5’-fosfato adyacentes. La enzima de E. coli requiere como cofactor NAD, mientras que la del fago
T4 y las enzimas eucaridticas requieren ATP.

En muchos casos, y dependiendo del agente inductor del dafio, estas lesiones no

presentan la estructura correcta para la actuacion de las ligasas, por lo que es necesaria la

intervencion de diferentes enzimas de reparacion antes de la ligacion.

1.2.2.2 Reparacion de las roturas de doble cadena (DSB)

Las roturas de doble cadena son lesiones que pueden originarse espontianeamente
durante los procesos celulares (Gellert, 1992), o como resultado de la exposicion a agentes
genotoxicos como la radiaciéon ionizante, radicales oxidantes y drogas usadas en
quimioterapia, como la bleomicina (Ward, 1988; Povirk y Austin, 1991).

Se ha demostrado en numerosos estudios que las roturas de doble cadena son lesiones
que pueden dar lugar a aberraciones cromosdmicas, mutaciones y transformacion celular, e
incluso provocar la muerte celular si no se reparan correctamente (Natarajan y Obe, 1984;
Bryant y Ritches, 1989; Miles y Meuth, 1989; Frankenberg-Schwager y Frankenberg, 1990;
Jeggo, 1990; Iliakis, 1991). Los efectos nocivos de las DSB han llevado a los organismos a
desarrollar multiples rutas de reparacién (Ivanov y Haber, 1997; Kanaar y Hoeijmakers,
1997). '

Los mecanismos involucrados en la reparacién de las DSBs pueden agruparse
formalmente en dos grupos: mecanismos dependientes de homologia (HRR= homologous
recombination repair) o de recombinaciéon homologa y mecanismos independientes de

homologia (NHEJ= non-homologous end joining) o de recombinacion ilegitima.

1.2.2.2.1 Reparacion de las DSBs por recombinaciéon homéloga (HRR)
Muchos de los conocimientos actuales sobre la HRR proceden de varias décadas de

investigacion bésica en fagos, bacterias y levaduras, organismos en los que la HRR es muy
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comun y eficiente. Investigaciones llevadas a cabo en células de levaduras sensibles a la
radiaciéon o deficientes en recombinacion meidtica han revelado la implicacién del grupo
epistatico de genes RAD 52 (RAD50-RAD55, RADS57, RADS9, MREII y XRS2) para la
reparacion de las DSB por recombinacién homologa (Petes y col., 1991; Game, 1993). La
importancia de la ruta de reparaciéon del ADN por recombinacion del RADS52 parece
evidenciarse en base a su conservaciéon en la evolucion. Se han aislado genes de ratén y
humanos con secuencias similares a RADS50, RAD51, RAD52, RAD54 y MREII (Kanaar y
Hoeijmakers, 1997; Petrini y col., 1997). La disponibilidad de los genes del grupo de RAD 52
nos ha proporcionado las herramientas necesarias para los andlisis bioquimicos de los
mecanismos moleculares de la recombinaciéon homéloga (Kanaar y col., 1998).

La secuencia de aminoécidos de radS1p de S. cerevisiae fueron determinantes en los
primeros experimentos bioquimicos debido a su similitud con la proteina de recombinacién
RecA de Escherichia coli (Ivanov y Haber, 1997). Estos experimentos mostraban que
reacciones clave en la recombinaciéon homologa (la busqueda de la secuencia homdloga en el
ADN y el intercambio de las cadenas) se llevaban a cabo por mecanismos
extraordinariamente similares en bacterias, levaduras y en células humanas. RecA, Rad51p y
la humana RADS51 polimerizan en el ADN para formar un filamento de nucleoproteina que
lleva a cabo la busqueda del ADN homdélogo (Kowalczykowski y Eggleston, 1994). Esta
busqueda termina con la interaccion de moléculas en las regiones homologas en el ADN,
seguida por el intercambio de las cadenas.

Durante cierto tiempo se ha considerado que en vertebrados la NHEJ es més eficiente
que la HRR (Roth y Wilson, 1988). Sin embargo, recientemente se ha indicado que las células
de mamifero son también eficientes en HRR (Thompson, 1996; Liang y col., 1998).

La HRR se caracteriza por requerir extensas regiones de homologia (varios cientos de
pb). El proceso de HRR puede ser conservativo o no conservativo. Los mecanismos de HRR
conservativos (figura 7A) se caracterizan por la reparacion precisa de la DSB, al restituir la
secuencia original de la rotura copiando la informacién de la cromatida o cromosoma
homologo. Se han descrito tres mecanismos de reparacion conservativa: DSBR= double-
strand break repair, SDSA= synthesis-dependent strand annealing y BIR= break-induced
replication (revisado por Pfeiffer y col., 2000 y Thompson y Schild, 2001)

DSBR: Modelo propuesto por Resnick (1976) y mas tarde elaborado por Szostak y
colaboradores (1983). El proceso se inicia con el aumento de la rotura en sentido 5°—3’
generandose en el lugar de la DSB un hueco con extremos de cadena simple 3°. A

continuacion, uno de los extremos 3’ invade el cromosoma homélogo o la croméatida hermana
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a nivel de la region homologa y se inicia la sintesis de reparacion actuando el extremo 3’
como cebador en este proceso de reparacion semiconservativa. Una vez se ha rellenado el
hueco se resuelve la estructura recombinante generandose productos con y sin
entrecruzamiento.

SDSA: Similar al modelo DSBR con la diferencia que las nuevas cadenas sintetizadas
son desplazadas de la molécula molde (molécula receptora) a la molécula rota (molécula
donadora). Por lo tanto, en este caso la sintesis de reparacion es conservativa (revisidn por
Paques y Haber, 1999).

BIR: Este modelo se caracteriza porque solo uno de los extremos de la DSB invade al
cromosoma homologo o cromatida hermana. En este caso, la sintesis de reparacion se realiza
como si se tratara de una verdadera horquilla de replicacion (Mosig, 1987; Kogoma, 1996;
Chen y Kolodner, 1999).

En contraste, la HRR no conservativa (figura 7-B) implica inevitablemente pérdida de
material (Lin y col., 1984). Se ha descrito solo el modelo SSA (single-strand annealing), el
cual describe la reparacion de DSB cuando' ésta ocurre entre dos regiones homoélogas. El
proceso se inicia con el acortamiento de los extremos en sentido 5°—3’ hasta que las regiones
de homologia flanqueantes de la rotura estan expuestas en los extremos de cadena simple en
3’, de forma que es posible la hibridacién entre las regiones homdlogas. Después de la
hibridacién entre las regiones homdlogas, se eliminan los extremos sobrantes y el proceso se
completa con los pasos de sintesis y ligacion. Este proceso permite la reparacion de la DSB,
pero de nuevo con la pérdida de material (Carroll y col., 1986; Mayron y Carroll, 1991a,b).

Por otra parte estan los mecanismos independientes de homologia, NHEJ, los cuales
son capaces de unir directamente extremos de DSB. La independencia de homologia no
quiere decir que la homologia nunca esté implicada. De hecho, a menudo se requieren

pequefias regiones de homologia de 1-10 pb. -
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Figura 7. Mecanismos de reparacion de las DSBs. (A) Reparacion por recombinacion homologa conservativa
(HRR CONSERVATIVA); (B) Reparacion por recombinacién honéloga no conservativa (HRR NO
CONSERVATIVA); (C) Mecanismo de recparacion por recombinacion no homéloga o ilegitima (NHEJ).
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1.2.2.2.2 Reparacion de las DSBs por recombinacién no-homoéloga o ilegitima (NHEJ)

Este parece ser el mecanismo que opera mas frecuentemente para reparar las DSBs en
mamiferos. (revisado por Kanaar y col., 1998; Pfeiffer y col., 2000; Karran, 2000). El anélisis
de lineas celulares de hamster hipersensibles a la radiaciéon ionizante y defectuosas en la
reparacién de las DSB y en la recombinacién V(D)J ha conducido a la identificacion de cuatro
grupos de complementacion implicados en la NHEJ (para revisiones ver Jeggo, 1990, 1998;
Zdzienicka, 1999).

Los genes correspondientes (XRCC4-XRCC7) codifican la proteina XRCC4, un co-
factor esencial de la ligasa IV, y los tres componentes de la proteina quinasa dependiente de
ADN (DNA-PK) representada por las subunidades de 70 (XRCC6) y de 86 kDa (XRCC3) del
heterodimero complejo de unién a los extremos de ADN (Ku70/80) y por la subunidad
catalitica de la proteina quinasa (DNA-PKcs, XRCC?7) (Jackson y Jeggo, 1995; Lieber y col.,
1997; revisado por Featherstone y Jackson, 1999).

Andlisis bioquimicos de factores implicados en la reparacion del ADN por
recombinacion no homologa nos han proporcionado informacién adicional sobre los
mecanismos que operan en esta ruta de reparacion (Jeggo, 1997). El heterodimero Ku70/80 se
une con alta afinidad a los extremos del ADN, sugiriendo un papel temprano en el
reconocimiento del dafio, su procesado o en ambos. La unién de la Ku probablemente protege
los extremos de la degradacion nucleotidica (Liang y Jasin, 1996). Después de la unién al
ADN, la Ku puede atraer a la subunidad catalitica (DNA-PK,;), un polipéptido de 465 kDa
con un dominio protein-kinasa C-terminal. Aunque la DNA-PKcs posee actividad quinasa
dependiente de ADN por si misma, el heterodimero Ku unido al ADN incrementa
enormemente esta actividad (Yaneva y col., 1997; Hammarsten y Chu, 1998).

Se sabe que la DNA-PK fosforila a diversas proteinas in vitro, pero su papel in vivo no
esta claro (Anderson y Carter, 1996). Una actividad interesante de la DNA-PK es la
autofosforilacién de la subunidad catalitica, la cual resulta en la inactivacion de la actividad
quinasa, probablemente causada por una afinidad reducida de la DNA-PK s fosforilada por el
heterodimero Ku (Chan y Lees-Miller, 1996). Se ha ideado un modelo para la funcién
temprana de la DNA-PK en la reparacion de las DSB. Una vez unida la Ku a los extremos de
ADN, ésta atrae a la subunidad catalitica. Posteriormente los extremos son aproximados, y la
molécula DNA-PK en un extremo del ADN fosforila a la subunidad catalitica localizada en el
otro extremo del ADN. Esta transfosforilacién inactiva la actividad kinasa. Ademas la

fosforilacion podria resultar en una reorganizacién del complejo de proteinas en los extremos
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para permitir asi el acceso de otros factores de reparacion a la rotura (Kanaar y col., 1998)
(figura 7C).

Para las tltimas etapas en el proceso de reparacion se requiere el complejo con
actividad nucleasa Rad50/Mrel11/Xrs2 (en levaduras), que como vimos actuaba también en la
reparaciéon por recombinacion homdloga. En células de mamiferos se han identificado
homologos de Rad50 y Mrell. La proteina Nbsl es un homdlogo funcional de la proteina
Xrs2 de S. cerevisiae. El gen NBS estd mutado en pacientes con el sindrome de Nijmegen.

Las proteinas humanas Rad50 y Mrell forman un complejo inmunoprecipitable y
colocalizan en discretos focos nucleares como consecuencia de la irradiacion de células. La
asociaciéon de Nbsl con el complejo hRad50/hMrell tiene un efecto significativo en la
actividad nucleasa del complejo, y ademds estimula la escision endonucleolitica ATP-
dependiente en las regiones en las que confluyen ADNs de cadena simple o doble. Este
complejo procesara los extremos para que finalmente actiie el complejo ligasa IV-XRCC4,
que se encarga de sellar las cadenas (Karran, 2000).

Se sabe que la reparaciéon por recombinacién no-homdloga también existe en S.
cerevisiae (Tsukamoto e lkeda, 1998). Homologos de Ku70, Ku80, XRCC4 y ligasa IV se
han identificado en esta especie.

La estructura de la cromatina podria plantear un nivel adicional de complejidad en este
proceso de reparacion. Se ha visto que la delecion de los genes SIR2, SIR3, o SIR4 en S.
cerevisiae, que se requieren para el mantenimiento de una estructura especifica de la
cromatina, provoca inhibicion de la reunién de DSB (Tsukamoto y col., 1997; Boulton y
Jackson, 1998). Se ha identificado un homdlogo humano del gen SIR2, indicando que
funciones similares para la estructura de la cromatina podrian existir también en células de
mamiferos (Tsukamoto e Tkeda, 1998).

Los diferentes mecanismos de reparaciéon de las DSBs en el ADN operan durante
distintas fases del ciclo celular (Hendrickson, 1997). La HRR actta predominantemente en
regiones del ADN ya replicadas y en la fase G,, mientras que la NHEJ actia principalmente
durante la fase G y en cualquier caso antes de la replicacion del ADN. Los mecanismos de
reparacion descritos, tanto los dependientes como los independientes de homologia, tienen
potencial para inducir ACs de tipo intercambio y pueden explicar el origen de las ACs de tipo
cromosomico o cromatidico, dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se ha inducido
la DSB. Asi, la HRR conservativa puede inducir ACs de tipo intercambio si la invasion al
duplex de ADN, en lugar de producirse a nivel de la secuencia homdloga en la cromatida

hermana o cromosoma homoélogo, se produce a nivel de una region repetida en otro
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cromosoma (Lehrman y col., 1985; Vnencak-Jones y col., 1988). Igualmente, la reparacién
por SSA y NHEJ puede inducir ACs de tipo intercambio. En este caso se requiere la presencia
de dos DSBs (cuatro extremos) para poder producirse la interaccion entre extremos
procedentes de diferentes DSBs y no entre los extremos de la misma DSB (Haber y Leung,
1996; Thacker, 1999). Por otra parte, las deleciones (fragmentos acéntricos) pueden originarse
por DSB no reparadas o reparadas de forma incompleta (en la figura 24 se observan algunas

de las aberraciones més frecuentes encontradas en este trabajo).

1.3 LINEAS CELULARES RADIOSENSIBLES DE MAMIFEROS

Las lineas mutantes de roedores son de particular importancia para el andlisis de la
compleja relacion existente entre dafio en el ADN y respuestas celulares resultantes, tales
como toxicidad, mutagénesis e inestabilidad cromosémica, ademas de ser muy importantes
para la clonacion, ya que son faciles de cultivar, y a diferencia de las lineas celulares humanas
transformadas, ellas son buenas receptoras de ADN exdgeno transfectado. Debido al éxito de
la utilizacién de células mutantes de hamster en la clonacién de varios genes humanos
implicados en los mecanismos de reparacion por escision (revision por Weeda y Hoeijmakers,
1993), se aislaron varias lineas celulares de roedores sensibles a rayos-X (revision por Collins,
1993; Zdzienicka, 1995). En la tabla 1 se describen las caracteristicas principales de algunas
de estas lineas mutantes y en la tabla 2 se puede observar la sensibilidad que presentan
algunas de estas células a diferentes agentes que dafian el ADN. Hasta ahora se han
identificado al menos 11 grupos de complementacién, indicando de manera incuestionable la
gran complejidad de las respuestas celulares a la radiacién ionizante (Friedberg y col., 1995).
Entre ellos, mutantes de tres grupos de complementacion muestran un pronunciado defecto en
la reparacién de las DSB ( Kemp y col., 1984; Jeggo y col., 1991; Thacker y Wilkinson,
1991). Mutantes de estos tres grupos (cuyas lineas celulares representantes son XR-1, xrsl a
xrs7 [XRCC35], y V3) estan entre las lineas celulares mutantes de roedores mas sensibles a los
rayos X. Otros grupos (tales como EM9 [XRCCI] e irs1 SF [XRCC3]) se caracterizan por un
defecto moderado en la reparacion de las roturas de cadena simple y de doble cadena
(Thompson y col., 1982; Fuller, y col., 1988; Thompson y col., 1990), mientras que mutantes
en otro grupo presentan una tasa de reparacion de roturas de cadena simple y de doble cadena
un tanto reducida (BLM2) (Robson y col., 1989). Por otra parte, mutantes derivados de la
linea celular de hdmster Chino V79, como irsl, irs2 e irs3 son normales en cuanto a lo que se
refiere a reparacion de roturas de cadena siinple y/o de doble cadena (Jones y col., 1988;

Zdzienicka y col., 1989; Jones y col., 1990), pero al menos una de éstas (irsl [XRCC2])
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muestra reducida fidelidad de reunién de roturas de doble cadena en ensayos de reconstitucion
de plasmidos (Debenham y col., 1988). Los mutantes del grupo irs2 (XRCCS) se caracterizan
por presentar una sintesis radioresistente d¢ ADN comparable con las células humanas AT

(Zdzienicka y col., 1989).

Mutante Lineas parentales Caracteristicas Localizacién cromosomica Gen
EM9 CHO(AAS) reparacion defectuosa de ssb 19q13.2-13.3 XRCC!I
EM-Cl11 CHO9 sensibilidad a ag. Alquilantes

alto nivel basal de SCE
irs] V79 hipersensibilidad a MMC 7936.1 XRCC2

reunion propensa a error

irsISF CHO(AAS) reparacion defectiosa de ssb 14q32.3 XRCC3
hipersensibilidad a MMC

XR-1 CHOK1 reparacion defectuosa de dsb 5q13-14 XRCC4

MI10 L5178Y recombinacion defectuosa V(D)J

xrs5, 6 CHOK1 reparacion defectuosa de dsb 2q35 XRCCS

XR-V15B V79B recombinacion defectuosa V(D)J (Ku80)

XR-V9B V79B .

sxi-2, 3 V79-4

sxi-1 V79-4 reparacion defectuosa de dsb 22q13 XRCC6
recombinacion defectuosa V(D)J (Ku70)

V-3 AA8 reparacion defectuosa de dsb 8qll XRCC7

scid CB.-17 recombinacion defectuosa V(D)J SCID / DNA-PK¢s

irs-20 CHO

V-C4 V79 reparacion correcta de ssb y dsb 9 XRCC8

V-E5 Inestabilidad cromosdmica A-T/NBS?

V-G8 sintesis de ADN radio-resistente

irs2 V79 defectos similares a AT

irs3 V79 reparacion correcta de ssb y dsb ?

sintesis de ADN radio-sensible

BLM2 CHOK1 reunion lenta de ssb y dsb ?
escasa sensibilidad a los rayos-X

V-C8 V79 inestabilidad cromos6mica ?
sintesis de ADN radioresistente
reunion lenta de dsb
sensibilidad a diferentes mutagenos

Tablal. Lineas celulares mutantes de roedores sensibles a radiacion ionizante y caracteristicas principales.
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Tabla 2. Representacion gréafica de la sensibilidad a distintos agentes que presentan algunas lineas celulares
mutantes de mamiferos. ( mm ) Sensibilidad marcada,; ( ) débil sensibilidad; (------ ) ninguna sensibilidad; los
espacios en blanco corresponden a agentes no testados.

Para la realizacion de este trabajo de investigacion hemos utilizado las lineas de
roedores mutantes radiosensibles EM9, xrs5 e irs2 y sus correspondientes lineas parentales
AA8, CHO K1y V79, respectivamente.

La linea celular EM9 se aislé en base a su sensibilidad al EMS; adicionalmente
mostraba sensibilidad a la muerte por rayos-X (Thompson y col., 1980; Thompson y col.,
1982). Su grupo de complementacion de la reparacion del ADN fue designado XRCCl
(Thompson y col., 1990). Otras caracteristicas de las células EM9 incluyen una elevada tasa
espontdnea de intercambios entre cromatidas hermanas y una deficiencia en la reparacion de
las SSB y de las DSB del ADN (Thompson y col., 1982). La deficiencia en la reparacion del
ADN de la linea EM9 se ha demostrado que se debe a una deficiencia en la proteina XRCCl1
que interacciona con la ligasa III, lo cual causa una deficiencia en la actividad ligasa III de
ADN (Lindahl y col., 1993; Caldecott y col., 1994 y 1995; Barrows y col., 1998).

La linea celular xrs5 se aislo de la linea parental CHO K1 también tras el tratamiento
con EMS (Jeggo y Kemp, 1983). Esta linea celular se selecciono en base a su sensibilidad a la
muerte celular inducida por rayos-X. Estas células son también defectuosas en cuanto a reunir

las DSBs y son mas sensibles que la linea parental CHO K1 a un ntimero de otros agentes que
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dafian el ADN (Jeggo y Kemp, 1983, Kemp y col., 1984). En particular, la linea xrs-5 exhibe
una marcada sensibilidad a los rayos-X, bleomicina, UV, MMS, EMS vy cisplatino (Jeggo y
Kemp, 1983, Schwartz y col., 1988). Con respecto a los rayos-X, Jeggo y Kemp (1983) han
publicado que esta linea tiene una Dy de 0.42 Gy, estas células son por tanto més sensibles
que las células de la linea parental CHO K1, las cuales tienen un valor Dy de 2.34 Gy. Jeggo y
Holliday (1986) también han demostrado que la linea radiosensible xrs revertia con una alta
frecuencia a linea resistente a los rayos-X después del tratamiento con 5-azacitidina, la cual es
un agente demetilante y un mutdgeno débil. Sus resultados sugieren que la hipermetilacion en
una secuencia especifica del ADN resulta en radiosensibilidad. Estos resultados, junto con
otros obtenidos por Jeggo demuestran la existencia de un tinico grupo de complementacién
para la linea mutante xrs-5 (Jeggo, 1985), implicando un Unico gen responsable de la
radiosensibilidad de la linea xrs-5. Su grupo de complementacion es el XRCCS, y es
interesante sefialar, como vimos anteriormente, que el gen XRCC35, precursor de la proteina
Ku80, interviene en la reparacioén por recombinacién homdloga de las DSBs.

La linea mutante irs2, a pesar de mostrar radiosensibilidad, no presenta ningiin defecto
en la reparacion del dafio en el ADN. La frecuencia de las DSB inducidas en irs2 es similar a
las inducidas en la linea parental V79 (Jones y col., 1990; Thacker y Ganesh, 1990) y de
forma similar la cinética y la fidelidad de reparacién de las DSB en las dos lineas parece ser la
misma en los intervalos de tiempo testados, por lo tanto esto no explicaria la hipersensibilidad
de la linea irs2 a la radiacion ionizante (Bryant y col., 1993).

XRCCS estd representado por cuatro lineas mutantes de hamster Chino [irs2 (Jones y
col,, 1987); V-C4, V-ES y V-G8 (Zdzienicka y Simons, 1987)]. El fenotipo de los mutantes
del grupo XRCC8 muestran caracteristicas similares a aquellas células humanas propensas a
cancer del sindrome de ataxia telangiectasia (AT) (Meyn, 1999). Los mutantes del grupo de
complementacién XRCCS8 y las células de AT muestran hipersensibilidad a la radiacion
ionizante y al inhibidor de Topo I CPT (Johnson y col., 2000), no presentan una incapacidad
aparente para reunir roturas tanto de cadena simple como de doble cadena en el ADN y
presentan una recombinaciéon V(D)J normal (Smith y col., 1989; Zdzienicka y col., 1989;
Jones y col., 1990; Thacker y Ganes, 1990). El gen ATM codifica una proteina de 350 KDa la
cual presenta homologia al dominio C-terminal de la familia de proteinas PI-3-K (Savitsky y
col., 1995; Meyn, 1999). Otras proteinas que comparten esa homologia con las PI-3-K en su
dominio C-terminal (como la DNA-PKcs) estan implicadas en el control del ciclo celular o en
la respuesta al dafio en el ADN (Hoekstra, 1997). El gen XRCCS podria ser, en base a ello un

nuevo miembro de la familia de proteinas PI-3-K, como ATM.
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Ademas de estas lineas mutantes de hamster, el ratéon scid (severe combined
immunodeficiency) descrito por Bosma y colaboradores (1983) ha servido como un
paradigma para entender la naturaleza del solapamiento existente entre la recombinacion
V(D)J y la reparacién de las DSB. La recombinacion V(D)J ocurre en mamiferos para la
produccion de linfocitos B y T. El hallazgo de que las células scid fueran sensibles a la
radiacion ionizante (Fulop, 1990) debido a su incapacidad para reparar las DSB inducidas por
radiacion ionizante o agentes radiomiméticos como la bleomicina (Biedermann y col., 1991;
Hendrickson y col., 1991) indicaba una conexién entre la recombinaciéon V(D)J y la
reparacion de las DSB inducidas por R.I. Este descubrimiento condujo de manera inmediata al

reconocimiento del papel central de la DNA-PK en ambos procesos.

En los ultimos 20 afios se ha propuesto que las Topoisomerasas de ADN, enzimas
nucleares altamente conservadas y muy importantes para el funcionamiento normal de la
célula, podrian estar implicadas de alguna forma, todavia desconocida, en la reparacién del
dafio en el ADN producido principalmente por radiacion ionizante o por agentes quimicos.

Nosotros nos hemos centrado principalmente en la reparacién del dafio por radiaciéon
ionizante (concretamente por rayos X). Por ello, mientras que en esta primera parte de la
Introduccidén hemos estudiado el efecto de la radiacién ionizante sobre la célula y los
mecanismos celulares de repuesta al dafio en el ADN, a partir de este momento vamos a
centrarnos en una descripcion de las Topoisomerasas, principalmente de mamiferos, para asi

poder discutir posteriormente nuestros resultados en base a la hipdtesis propuesta.

TOPOISOMERASAS DE ADN

A diferencia del resto de las biomoléculas existentes en la naturaleza, el ADN es la
Unica molécula que existe en forma de una doble cadena complementaria (Watson y Crick,
1953), salvo raras excepciones. Esta redundancia intrinseca permite la replicacion, reparacion
y recombinacién del material genético de forma que se asegure la fidelidad gendmica,
permitiendo ademads la diversidad entre los organismos vivos.

Las dos cadenas de la doble hélice estan enrolladas de forma plectonémica (Watson y
Crick, 1953; Boles y col., 1990). Aunque este importante atributo confiere una considerable
estabilidad fisica al ADN, esto carga a la célula con problemas topoldgicos no imaginados

previamente, tales como superenrollamiento y desenrollamiento, el anudado y el entrelazado
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(Cozzarelli y Wang, 1990; Wang, 1996). Por ejemplo, la maquinaria de replicacion del ADN
debe ser capaz de poder hacer frente al intenso superenrollamiento de la doble hélice delante
de una horquilla de replicacion (Cozzarelli y Wang, 1990; Nitiss, 1994 y 1998; Wang, 1996;
Peter y col., 1998). Ademds, los productos entrelazados resultantes de la replicacién del ADN
se deben separar el uno del otro para permitir posteriormente la segregacion mitética de las
moléculas hijas (DiNardo y col., 1984; Cozzarelli y Wang, 1990; Wang, 1996; Nitiss, 1994 y
1998). Aunque estos problemas topoldgicos fueron originalmente reconocidos para moléculas
circulares de bacterias y virus, hoy en dia se aplican también a los largos cromosomas lineales

de los eucariotas.

1.4 TOPOLOGIA DEL ADN

El superenrollamiento del ADN se define como un giro o torsion del eje alrededor del
cual se enrollan las dos cadenas del ADN, y es generalmente una manifestacién de una
tension estructural. Se manifiesta en todos los ADN celulares y se encuentra estrictamente
regulado en cada célula. Si no existe torsion o doblez del eje sobre si mismo, se dice que el
ADN se encuentra en su estado relajado.

Si las dos hebras del ADN estan entrelazadas siguiendo una hélice dextrdgira, al
numero de enlace se le asigna un valor positivo, mientras que si la hélice es levogira sera
negativo. Para una molécula de ADN circular cerrada en estado relajado, el nimero de enlace
(LK) es el numero de pares de bases de la molécula dividido por el nimero de pares de bases
por vuelta de hélice (10.5) y se utiliza como referencia para cualquier otro estado de
enrollamiento de esa misma molécula.

El ADN de células eucaridticas actia topoldgicamente de forma similar a moléculas
circulares de ADN de 2 cadenas cerradas covalentemente, ya que se encuentra eficazmente
anclado a proteinas de la matriz nuclear organizado en forma de lazos o dominios
topoldgicamente independientes. El estado topolégico de un lazo de cromatina anclado a la
matriz nuclear que no esté anudado o entrelazado también puede ser definido por el niimero

de enlace.

1.5 TOPOISOMERASAS DE ADN

Durante procesos celulares vitales tales como replicacion, transcripcion,
recombinacion, reparacion y reparto cromosomico en la division celular aparecen tensiones
topoldgicas y enmarafiamiento en el ADN que deben ser resueltas para preservar la integridad

del material genético.
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Figura 8. Superenrollamientos en moléculas de ADN sin o con extremos libres.

En una molécula de ADN de doble cadena sin extremos libres, para poder girar, como
es el caso del ADN de las células eucaridticas, aumenta el nivel de tension en una region de la
molécula cuando en otra se separan las dos hebras de la molécula de ADN (figura 8a y 8b).
Esta tension se manifiesta como un superenrollamiento de la molécula (figura 8c). Si la
molécula de ADN fuera lineal y con los extremos libres estos problemas no existirian (figura
8d); en el caso de una molécula de ADN circular de dos cadenas cerrada covalentemente, una
rotura en una de las cadenas permitiria que el extremo libre girara alrededor de la otra hebra,
impidiendo asi un superenrollamiento si se separan las dos hebras (figura 8e). |

Las Topoisomerasas de ADN (Topos) son las enzimas encargadas de regular el estado
topolégico de las moléculas de ADN mediante un proceso coordinado de rotura de la hebra de
ADN, paso de otra hebra intacta a través de la rotura y ligacion de la mella. Son una familia
de enzimas, localizadas en el nucleo celular, altamente conservadas e indispensables para la

viabilidad de todos los organismos tanto procariotas como eucariotas.
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Las Topoisomerasas se dividen en dos grandes grupos basados en sus propiedades
fisicas y mecanismos de accion: las Topoisomerasas de ADN de tipo I, que rompen una hebra
de la molécula de ADN y permiten el paso de otra hebra intacta a través de la rotura
cambiando, por tanto, el nimero de enlace (LK) en multiplos de la unidad, y las
Topoisomerasas de ADN de tipo II, que rompen las dos cadenas de la molécula de ADN
(segmento de ADN mellado) y permiten el paso de otra doble cadena de ADN intacto
(segmento de ADN transportado) a través de la rotura cambiando el numero de enlace en
multiplos de dos. Una vez liberada la tension, las roturas se vuelven a sellar y se recupera un

topoisémero de la molécula inicial sin alterar su secuencia nucleotidica (figura 9).

TOPOISOMERASA | TOPOISOMERASA 1l

Figura 9. Mecanismo de accién de las Topoisomerasas de ADN.

En 1972, Champoux y Dulbecco encontraron por primera vez en extractos de E. coli
una actividad enzimatica capaz de relajar ADN superenrollado. Al principio se pens6 que se
trataba de una actividad endonucleasa y que la relajacion del ADN ocurria por un ciclo de
rotura del ADN mediante la endonucleasa y posterior sellado por una ligasa. Subsiguientes
purificaciones de la enzima, sin embargo, demostraron que se trataba de una tinica enzima
capaz de relajar ADN superenrollado. Esta enzima, designada originalmente como proteina o,
fue rebautizada posteriormente con el nombre de Topoisomerasa de ADN de tipo I de E.coli.

Desde entonces se han descubierto Topoisomerasas de ADN en todas las células procariotas y
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eucariotas estudiadas, e incluso algunos fagos y virus también son capaces de codificar sus
propias Topoisomerasas.

La primera forma de Topo Il aislada fue la girasa de procariotas. Esta enzima fue
caracterizada y bautizada por Gellert con este nombre porque tenia la capacidad Unica de
superenrollar moléculas de ADN, para lo cual necesita un aporte energético en forma de ATP
(Gellert, 1981).

Las Topoisomerasas de tipo I se dividen en dos subfamilias, IA y IB (tabla 3),
basandose en las diferencias que existen en sus mecanismos de acciéon (Lima y col., 1994;
Redinbo y col., 1998). La subfamilia IA contiene a la girasa reversa de arqueas, a la Topo Iy
II bacterianas, y a la Topoisomerasa Illo y IIIf eucaridticas. Estas enzimas se unen
covalentemente al extremo 5’ del extremo roto en el ADN mediante una unién fosfotirosina.

Este mecanismo de accion las diferencia de la subfamilia IB, las cuales se unen al extremo 3’

de la cadena de ADN (Han y col., 2001).

Topoisomerasas Tipo Structura P.M. (kD) Interaccion ADN Localizacion del gen

de ADN (Cromosoma humano)

I IB Monomero 100 ssb 20 (20q 12-13.2)

Mo 1A 2 isoformas 110 ssb 17 (17p 11.2-12)
(maduracion alternativa)

g 1A 3 isoformas 96 ssb 22 (22q 11-12)
(maduracién alternativa)

I 1I Homodimero 170 dsb 17 (17q 21-22)

1B I Homodimero 180 dsb 3(3p24)

Tabla 3. Clasificacion de las Topoisomerasas de humanos

Se ha demostrado que la Topo III (perteneciente a la subfamilia IA) de eucariotas
posee una débil actividad de relajaciéon de superenrollamiento (Kim y Wang, 1992; Hanai y
col., 1996; Seki y col., 1998; Hotoda y Hanai, 2000). Esto indica que la enzima necesita una
regiéon de cadena simple en el ADN para su interaccion, caracteristica comun de las
Topoisomerasas de tipo IA (Wang, 1996). Evidencias genéticas y bioquimicas muestran la
existencia de una interaccion entre la Topo III y las helicasas del tipo RecQ, lo que sugiere
que, una vez que la helicasa ha separado las dos cadenas del dipex, la Topo III se une al ADN
de cadena simple a este nivel, con el fin de eliminar el superenrollamiento provocado por la
helicasa como resultado de la separacion de las hebras de ADN (Gangloff y col., 1994,
Maftahi y col., 1999; Bennett y col, 2000; Wu y col., 2000; Shimamoto y col., 2000). Sin
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embargo el mecanismo de accién que se sugiere para las dos enzimas no esta completamente
caracterizado.

Estudios con ratones “knock-out” han demostrado la importancia de la Topo Illa; ésta
parece ser esencial para la proliferacion celular ya que se ha observado que deleciones en el
gen TOP3a de ratén provocan letalidad embrionaria temprana (Li y Wang, 1998). Por otro
lado, las deleciones en el gen de raton TOP3p no provocan letalidad, por lo que la enzima
Topo ITIB no debe ser esencial para la proliferacion, aunque la vida media del individuo se ve
disminuida y est4 asociada a la apariciéﬁ de multiples defectos en los 6rganos (Kwan y Wang,
2001).

Anélisis de los ARNm de la Topo Ila y IIIB de eucariotas han demostrado que el
transcrito primario, por maduracién alternativa da lugar a dos isoformas, en el caso de la Topo
o, y a tres isoformas para la IIIB (Ng y col., 1999) (tabla 3) de distinta longitud, que
comparten el dominio catalitico N-terminal y que ademds se conserva entre las
Topoisomerasas de tipo IA (Hanai y col., 1996; Wang, 1996; Ng y col., 1999; Hotoda y
Hanai, 2000). Ng y colaboradores sugieren, por otra parte, que una de las isoformas del
hTOP3fB estd ademas implicada en la resoluciéon de problemas estructurales y en la

segregacion cromosomica.

1.5.1 Topoisomerasa I de mamiferos

La Topo I se ha conservado de forma parcial a través de la evolucion desde levaduras
hasta humanos (Kunze y col., 1991).

La Topo I de mamiferos es una proteina monomérica, perteneciente a la subfamilia IB
(tabla 3), que existe en la célula como una fosfoproteina con un peso molecular de
aproximadamente 100 KDa (Liu y Miller, 1981; Samuels y Shimizu , 1992; Cardellini y
Durban, 1993). Esta enzima presenta un alto porcentaje de a.a. cargados, lo que explica la
razon por la cual su actividad puede ser modulada por moléculas con carga (el ion Mg"" y los
policationes estimulan la actividad de la enzima mientras que los polianiones la inhiben) (Ishii
y col., 1987).

El genoma humano contiene 3 loci que hibridan con sondas de ADNc derivadas de la
Topo I. Dos de estos loci son pseudogenes, mientras que el tercer locus localizado en la
region cromosdmica 20q 12-13.2, contiene el gen funcional de la Topo I humana (Juan y col.,
1988). Tanto la estructura exdn/intron (el gen tiene 21 exones distribuidos en al menos 85 Kb
del genoma humano) como la secuencia de la regién promotora de la Topoisomerasa I

humana han sido determinadas, mostrando esta tltima caracteristicas tipicas de genes
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expresados constitutivamente. En la figura 3 se muestran la estructura tridimensional de la

proteina (figura 10A) y la organizaciéon en dominios del gen (figura 10B) para la Topo I

humana.
10A
tirosina catalitica (Y723)
10B 1 NTS 197 651 697 765
] D C
e B I A Y § i~ coo
" ~ 2 N — - o — H_/
Dominio Dominip Central espaciador Dominio
N-terminal C-terminal

Figura 10. Bstructura tridimensional (10A) y organizaciéon de los dominios de la Topo I humana (10B).
NTS=nuclear translocation sequence

La Topo I parece estar implicada en transcripcion, replicacion y recombinacion (Wang
y col., 1990; Wang, 1991) en base a una serie de actividades que lleva a cabo dicha enzima.
La Topo I es capaz de:

* Relajar ADN superenrollado tanto positiva como negativamente, aunque tiene
mucha mas afinidad por moléculas de ADN superenrolladas negativamente. Esta afinidad va
disminuyendo a medida que la molécula se va acercando a su estado relajado (figura 11A).

* Anudar y desanudar moléculas circulares de ADN de una sola cadena (la formacion

de nudos depende de la presencia de regiones de apareamiento local de bases) (figura 11B).
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* Formar moléculas de ADN circular de 2 cadenas a partir de 2 moléculas circulares
de ADN de 1 cadena en las condiciones en que la molécula de 2 cadenas sea més estable. La
transformacion de una molécula de ADN circular de 1 cadena en un ADN lineal con una
mella, seguida por la recircularizacién en presencia de otra molécula de ADN circular cerrada
de una cadena, es seguramente responsable de la reaccion de encadenamiento de la Topo I

(McCoubrey y Champoux, 1986) (figura 11C).

) e

Figura 11. Reacciones de las Topoisomerasas tipo I de eucariotas.

1.5.2 Topoisomerasa II de mamiferos

La Topo II de eucariotas fue descubierta a finales de los afios 80 y, aunque presenta
algunas analogias con la girasa de procariotas, ambas enzimas difieren tanto a nivel
estructural como funcional en algunos aspectos. La girasa es una proteina tetramérica A;B,
codificada por dos genes de E. coli, Gyr A y Gyr B, mientras que la Topo II de eucariotas es
una proteina homodimérica. Ademas la Topo II de eucariotas purificada no actia como una
girasa y no tiene capacidad para superenrollar ADN relajado. El anélisis de la secuencia de la
Topo II de eucariotas sugiere que ésta evolucioné desde la Topoisomerasa II bacteriana por
fusion de las dos subunidades girasa en una sola cadena polipeptidica (Tsai-Pflugfelder y col.,
1988).

A diferencia de la Topo I, la Topo Il es ATP-dependiente y esta altamente conservada
en todos los organismos vivos. Se han descrito en humanos y roedores dos isoenzimas de tipo
II de peso molecular ligeramente diferente, 170 y 180 KDa respectivamente (tabla 3). En el

genoma humano, el gen para la Topo Ila (170KDa) esta localizado en la regién cromosémica
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17q 21-22 (Tsai-Pflugfelder y col., 1988) y el gen para la Topo IIp (180 KDa) esta localizado

en la region cromosomica 3p24 (Jenkins y col., 1992). En la figura 5 se muestra la estructura

tridimensional, asi como la organizacién de los dominios del gen para la Topo Ila.

12B

12A

tirosina catalitica (Y805)

ATP ' NLS PO,
| |

H,N ——l

TN —coon

~sa.a. 660 ~a.a. 1200
P ~ N g

~ ~" ~
Dominio homologo Dominio homélogo Dominio regulador
agyrB agyrd

Figura 12. Estructura tridimensional (12A) y organizacién de los dominios de la topo IT alfa humana (12B).

Existe una alta homologia entre los genes de las isoenzimas Topo Ila y Topo IIf, pero

son enzimas distintas, con funciones y regulacion a lo largo del ciclo celular diferentes vy,

aunque el mecanismo catalitico de las isoenzimas es probablemente el mismo, experimentos

preliminares indican que estas enzimas pueden ser distinguidas en base a sus propiedades

bioquimicas y farmacoldgicas (Drake y col., 1987; 1989b). Con mucho, la mayoria de la
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informacion referente a las Topoisomerasas de ADN de tipo II de mamiferos proviene de la
Topo Ila, a la cual nos referiremos de ahora en adelante como Topo II.
La Topo II es esencial para la supervivencia de las células eucariotas (Goto y Wang,
1984), ya que se requiere para la segregacion de cromosomas mitéticos (DiNardo y col,,
1984; Uemura y Yanagida, 1984; Holm y col., 1985; Uemura y col., 1987) y meidticos
(DiNardo y col., 1984) y para el mantenimiento de la estructura cromosémica (Earnshaw y
col., 1985; Earnshaw y Heck, 1985; Berrios y col., 1985; Gasser y col., 1986; Gasser y
Laemmli, 1986). Ademas la Topo II estd implicada probablemente en replicacion,
transcripcion 'y recombinacion (Wang, 1985; Bae y col., 1988; Dillehay y col., 1989;
Osheroff, 1989a; Rose y col., 1990).
La Topo II es capaz de promover las siguientes reacciones (siempre en presencia de
Mg ** y ATP; figura 13):
- Si el segmento transportado y el segmento mellado de ADN residen en la misma
molécula de ADN la Topo II puede:
** eliminar superenrollamiento de la molécula de ADN (figura 13A).
** afladir o eliminar nudos (figura 13B).
-Si el segmento transportado y el segmento mellado pertenecen a moléculas diferentes
de ADN la Topo II puede:

**encadenar y desencadenar moléculas de ADN (figura 13C).

Figura 13. Reacciones de las Topoisomerasas tipo II de eucariotas
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1.6 CICLO CATALITICO DE LAS TOPOISOMERASAS DE ADN DE MAMIFEROS

La Topo I no requiere un cofactor energético para catalizar cambios topolégicos en el
ADN. La Topo II, sin embargo, requiere ATP y Mg** para completar su ciclo catalitico.

La reaccion catalizada por las Topoisomerasas lleva consigo una serie de pasos que

describimos a continuacién (la figura 14 representa el ciclo catalitico de la Topo II).

Figura 14. Ciclo catalitico de la Topoisomerasa de ADN de tipo II.

El ciclo de la enzima comienza con el reconocimiento del sustrato de ADN. Se
establece una interaccion no covalente entre la enzima y su sustrato y se forma el llamado
“complejo de no rotura”. Esta interaccién estd determinada por dos propiedades de la doble
hélice: la secuencia de nucledtidos y la estructura topoldgica de la molécula. La secuencia de
nucledtidos dicta el sitio en el cual la Topo se va a unir al ADN; sin embargo, aunque la
enzima tiene preferencia por ciertas secuencias, su especificidad estd lejos de ser tan rigurosa
como por ejemplo la de las endonucleasas de restriccion. Esta falta de rigurosidad es,
probablemente, importante para las funciones fisiologicas de las Topoisomerasas ya que
permite a la enzima actuar en cualquier punto del genoma con problemas topologicos.

El estado topoldgico del ADN también modula la unioén de la enzima a su sustrato, ya
que la enzima puede discernir entre estructuras topoldgicas distintas e interacciona
preferentemente (de 3 a 10 veces mdas) con 4cidos nucleicos superenrollados que con

moléculas relajadas (Osheroff y col., 1983; Osheroff, 1986; Zechiedrich y Osheroff, 1990).
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Esta capacidad para reconocer distintos estados topolégicos de una misma molécula de ADN
permite a la enzima distinguir entre el sustrato y el producto de su reaccién catalitica.

Una vez que se ha unido a su sustrato, la Topo I rompe una de las hebras del duplex de
ADN vy cataliza la transferencia de una unién fosfodiéster desde el ADN hasta un residuo
especifico de la enzima, de manera que se forma un intermediario covalente ADN-proteina
entre un residuo tirosina de la enzima y el extremo 3 fosfato de la rotura en el ADN, llamado
“complejo de rotura”. La energia del enlace fosfodiéster se conserva, ya que un residuo de
tirosina de la enzima actia transitoriamente como receptor y donante del extremo fosforilo de
la hebra rota.

La Topo II, por su parte, rompe ambaé hebras del diplex de ADN formando extremos
cohesivos de 4 pb escalonados. La rotura de cada una de las hebras es mediada por una
subunidad de la enzima homodimérica (Zechiedrich y col., 1989). Cada subunidad de la Topo
Il queda entonces unida por un enlace covalente O*-fosfotirosina a uno de los extremos 5’
final de la rotura formandose también en este caso el “complejo de rotura”. En el caso de las
Topoisomerasas de tipo Il este paso requiere la presencia de un cation divalente (Osheroff,
1987; Osheroff y Zechiedrich, 1987). La Topo II “in vivo” utiliza Mg**, pero “in vitro”, el
Ca®*, y en menor extensién el Mn®* y el Co™, pueden sustituir al Mg (Bauer, 1978; Lee y
col., 1989).

En el caso de la Topo I, una vez que la enzima ha creado una mella en una de las dos
hebras del ADN de doble cadena, la regiéon adyacente a la rotura puede rotar sobre la hebra
intacta. En el caso de la Topo II, un segmento de ADN de dos cadenas intacto pasa a través de
la puerta proteica que ha sido creada en la otra molécula de ADN. Este paso requiere la unién
de una molécula de ATP a la enzima pero no su hidrdlisis (Osheroff y col., 1983; Osheroff,
1989a).

Posteriormente se ligan los extremos rotos; este paso puede tener lugar después de
cada ciclo de “paso de la hebra”, o después de varios ciclos a fin de devolver al ADN su
integridad inicial. Como vimos, aunque al principio se propuso la posible participacion de una
ligasa en este paso, es la propia Topoisomerasas la que lo lleva a cabo.

Una vez que las roturas en el ADN han sido selladas, la Topoisomerasa sufre un
cambio conformacional que regenera el estado activo de la enzima y le confiere la capacidad
de disociarse de su ADN producto. |

En el caso de la Topo II, este cambio conformacional requiere la hidrolisis de una

molécula de ATP hasta ADP y ortofosfato (Wang, 1985; Osheroff, 1989a).
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1.7 PAPEL BIOLOGICO DE LAS TOPOISOMERASAS

Las Topoisomerasas pueden participar en procesos celulares de dos formas:
indirectamente, controlando el estado de superenrollamiento del ADN asi como su estado de
encadenamiento y anudamiento, y directameﬁte, participando en procesos que requieren una

rotura y reunion acoplada de la molécula de ADN.

1.7.1 Topoisomerasas y el superenrollamiento intracelular del ADN

El ADN circular de dos cadenas covalentemente cerrado aislado de células se
encuentra superenrollado negativamente, con una diferencia en el nimero de enlace que va de
-0.03 a -0.09 dependiendo de la fuente (Bauer, 1978). En células eucariotas la mayoria del
superenrollamiento puede ser explicado por la union de las histonas al ADN combinado con
la actividad de relajaciéon de una Topoisomerasa de ADN. La unién de los octameros de
histonas al ADN para formar nucleosomas resulta en un superenrollamiento negativo del
ADN sobre el complejo histénico, de modo que si no fuera por la actividad Topoisomerasa la
parte del ADN que esta fuera del nucleosoma permaneceria superenrollado positivamente.

Este mecanismo permite la ausencia de estrés torsional en el ADN nuclear eucariota.

1.7.2 Topoisomerasas en replicacién

Las Topoisomerasas de ADN podrian jugar varios papeles en la replicacién del ADN:

a) En la fase de iniciacion de la replicacion, el grado de superenrollamiento influye en
la unién de factores requeridos para el comienzo de la replicacion.

b) La replicacion es un proceso que genera superenrollamiento positivo por delante y
negativo por detrds de la maquinaria de replicacion, conforme esta avanza. Si hay barreras
que impiden la libre rotaciéon del complejo de replicacion puede darse una acumulacién
estable del superenrollamiento, y por ello dufante la fase de elongacion es indispensable una
Topoisomerasa capaz de relajar el superenrollamiento y eliminar el estrés que, de otra forma,
se acumularia en la molécula de ADN. Esta actividad de relajaciéon podria ser llevada a cabo
tanto por Topo I como por Topo II. En ausencia de Topo I, sin embargo, la elongacién de las
cadenas se retrasa en las primeras fases de la replicacion. Por otro lado, mutaciones en Topo
II tienen poco efecto en la tasa de elongacion de la cadena, sugiriendo que la Topo I debe ser
importante, al menos en esta fase de la replicacién, y que ésta debe ser la enzima que

normalmente actia eliminando el superenrollamiento que se origina durante esta fase del ciclo

(Kim y Wang, 1989).
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¢) Al final de la replicacion, se forman productos encadenados (Holm, 1994) que una
Topoisomerasa podria resolver por medio de roturas de cadena simple o doble. La Topo I
purificada, en ausencia de Topo II, permite la replicacion completa del ADN del virus SV40
en un sistema de replicacién in vitro (Yang y col., 1987), sin embargo, los productos de la
replicacion permanecen enlazados. La Topo II, por el contrario, si puede sustituir
completamente a la Topo I en un sistema in vitro. En eucariotas existen datos muy
representativos procedentes de estudios realizados en levaduras con la Topo II mutada. En
estos mutantes termosensibles se observa la acumulacién de plasmidos en forma de multiples
dimeros encadenados después de una ronda de replicacion a temperatura no permisiva (Caron
y col., 1994). Este papel crucial de la Topo Il para una correcta segregacion de los
cromosomas durante la mitosis se ha observado también en Drosophila melanogaster
(Buchenau y col., 1993) y en células de mamifero (Downes y col., 1994). La Topo II parece
ser por tanto crucial al final de la replicacién para el desencadenamiento de cromosomas

encadenados in vivo.

1.7.3 Topoisomerasas en transcripciéon

Durante la transcripcion también se generan tensiones topoldgicas que hay que
eliminar, de manera que sea posible la rotacion de un segmento de ADN alrededor de su eje
en vez de la rotacién de toda la cadena naciente de ARN alrededor del ADN. El
descubrimiento de las Topoisomerasas naturalmente dirigié la discusion hacia la posible
implicacion de estas enzimas en la transcripcion, ademas de en la replicacion (Botchan y col.,
1973). Diversas pruebas directas e indirectas han sugerido que en eucariotas, la Topo I en
particular puede estar especialmente implicada en esta funcién. Esta enzima se ha localizado
asociada con loci transcripcionalmente activos mediante tincion con inmunofluorescencia del
nucleolo de Drosophila (Fleischmann y col., 1984), y se ha demostrado ademas que el
nucleolo, donde hay una alta actividad transcripcional, esta enriquecido en Topo I (Muller y
col., 1985); de hecho, la sintesis de ARNr se puede bloquear mediante la microinyeccion de
anticuerpos anti-Topo I en el nicleo celular, y esta inhibicion se puede revertir mediante la
adicion de Topo I exdgena (Egyhazi y Durban, 1987). Todo esto sugiere, de forma clara, que
la Topo I es un componente esencial durante la transcripcion.

Por otro lado, se ha demostrado que el estado de superenrollamiento de ciertas zonas
del genoma puede influir en la expresién génica de eucariotas (Weisbrod, 1982; Lilley, 1983;

Schon y col., 1983; Selleck y col.,1984) y que la Topo I posiblemente esté implicada en la
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iniciacion de la transcripcion a través de la modulacién del nivel de superenrollamiento del

ADN (Di Mauro y col., 1993; Menzel y Gellert, 1994).

1.7.4 Topoisomerasas en recombinaciéon

Paraddjicamente, aunque las Topoisomerasas de ADN son indispensables para el
mantenimiento de la estabilidad gendmica, podrian también alterar dicha estabilidad en ciertas
condiciones. La capacidad de las Topoisomerasas para romper y reunir hebras de ADN y para
llevar a cabo transferencias intermoleculares sugiere que estas enzimas podrian catalizar la
rotura y reunién de las hebras de ADN durante la recombinacion. De hecho se ha descrito la
existencia de recombinacién ilegitima mediada por Topo II tanto in vitro (Bae y col., 1988)
como in vivo (Han y col., 1993; Negrini y col., 1993). Por otro lado, existen cepas mutantes
de levadura que muestran frecuencias de recombinaciéon muy elevadas y cuya Topo I forma
complejos de rotura més estables que los de la cepa silvestre (Levin y col., 1993).

Se ha propuesto también a las Topoisomerasas como intermediarias para explicar el
origen de los intercambios entre cromatidas hermanas (SCEs) en diferentes modelos (Ishii y
Bender, 1980; Painter, 1980; Pommier y col., 1985) como responsables de producir cortes,

uniones covalentes y reunion de cadenas de ADN.

1.7.5 Topoisomerasa II en el mantenimiento de la estructura genémica

La Topoisomerasa II parece tener ademas un papel estructural, ya que es crucial para
el mantenimiento de los lazos topologicamente independientes, que forman la complicada
arquitectura del ADN gendmico gracias a interacciones especificas con ciertas secuencias
ricas en AT del ADN. Las regiones del ADN que se unen al andamiaje proteico durante
metafase o a la matriz nuclear en interfase estan enriquecidas en secuencias de unién de Topo
I (Gasser y Laemmli, 1986). La Topo II es uno de los componentes principales del andamiaje
de los cromosomas (Laemmli y col., 1992) y es capaz de mantenerse unida a los lazos de

cromatina incluso en cromosomas que han

perdido la mayoria de sus proteinas mediante
extraccion con sales o detergentes no i6nicos
(figura 15).

La Topoisomerasa I, sin embargo, no es
una proteina estructural, ya que se puede - - - —

extraer de la cromatina a fuerzas ionicas Figura 15. Topoisomerasa II con funcidn estructural.
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relativamente bajas (Shero y col., 1986) y se encuentra distribuida homogéneamente a lo largo

de los lazos de cromatina de los cromosomas mitoticos (Earnshaw y Heck, 1985).

1.7.6 Topoisomerasas en la reparacion del daiio en el ADN

Debido a las funciones que estas enzimas desempefian y a los mecanismos de accion
que poseen, se ha considerado a las Topoisomerasas de ADN como buenas candidatas para
intervenir en los procesos de reparacion llevados a cabo en la célula después de que agentes
fisicos o quimicos hayan provocado algun tipo de dafio en el ADN. Se ha propuesto que €l
papel desempefiado por estas enzimas podria ser directo, participando en los mecanismos
moleculares de reparacion de la lesidn, como por ejemplo en la reparacion de roturas de
cadena del ADN o en la escision de bases dafiadas. Alternativamente, podria actuar de forma
indirecta en los pasos preparatorios que llevaria consigo la relajacion de la cromatina de
forma que se favorezca una mejor accesibilidad de las enzimas de reparacién al ADN dafiado
(Cortés y Pastor, 2001a).

La investigacién de la posible implicacion de las Topoisomerasas en la reparacion del
dafio en el ADN se ha basado principalmente en las fluctuaciones de las actividades y los
niveles de las Topo I y II después del tratar células de mamiferos con un agente fisico o
quimico, ademds de en la existencia de una posible correlacién entre proteinas
Topoisomerasas anormales y la sensibilidad o resistencia a la radiacién.

Teniendo en cuenta los resultados hasta ahora publicados acerca de la posible
implicacién de las Topoisomerasas en la reparacion del dafio en el ADN producido por
agentes fisicos o quimicos, se han establecido distintas hipétesis acerca de su intervencion en

dicha funcién celular basica para el mantenimiento de la integridad del genoma.

a) Implicacién en una fase previa a la reparacién

Diversos trabajos de investigacién apoyan la idea de que la Topo Ila podria estar
implicada en pasos preparatorios para la reparacion por escision. La cromatina densamente
empaquetada, cuando se dafia por luz UV o por radiacién de alta energia, pierde de forma
transitoria este grado de empaquetamiento compacto para permitir la accesibilidad de las
enzimas de reparacién por escision a los sitios dafiados, en particular de las helicasas y
endonucleasas. La pérdida de afinidad por parte de las histonas hace que los dominios de
ADN adopten un estado de fuerte superenrollamiento negativo. Este ADN “desnudo”
topolégicamente forzado o restringido es un mal sustrato para las enzimas de reparacion

(posiblemente por un impedimento para que las enzimas de reparacion accedan a los sitios
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dafiados) a menos que la Topoisomerasa Ila (o la Topoisomerasa I) libere esta restriccion
haciendo asi que la reparacion del ADN sea mas facil (Thielmann y Popanda, 1998a). De
hecho, se ha observado que la incision y la sintesis de reparacién del ADN se ve debilitada en
fibroblastos humanos irradiados con UV en presencia de distintos inhibidores de Topo 1T
(Popanda y Thielmann, 1992; Thielmann y col., 1993).

De acuerdo con estas consideraciones, la accion de la Topoisomerasa Ilo tendria una
funcién preparatoria en la reparacion ya que precederia antes del paso de incisién especifica
de la reparacion del ADN.

Debido a su posicion estratégica en las bases de los bucles y a la reaccion que cataliza,
la Topo II es muy probable que controle el grado de superenrollamiento dentro de los bucles,
liberando el estrés producido durante la replicacién y la transcripcion (Thielmann y Popanda
1998b). Dada esta funcién, la enzima podria jugar también un papel en la reparacion, ya que
cuando existe dafio, el grado normal de empaquetamiento de la cromatina dafiada tiene que
perderse transitoriamente para facilitar la accesibilidad de las enzimas de reparacién a los

sitios dafiados en el ADN.,

b) Implicacién en la transcripcion de genes de respuesta al daiio

De forma general se sabe que la irradiacion de las células con luz UV o con rayos X
estimula la transcripcién de un gran niimero de genes, conocidos como genes de respuesta al
dafio en el ADN (Holbrook and Fornace, 1991; Herrlich y col., 1992 y 1994; Keyse, 1993).
Este estimulo de la transcripcion es probable que requiera un aumento en los niveles de Topo
I oI, o de ambas. La implicacién de la Topo I en la iniciacién y elongacién de la
transcripcion fue descrita por Wang (1996). Asi, es tentador especular que la ya investigada
asociacion de la Topo I con las regiones transcripcionalmente activas del genoma
(Fleischmann y col., 1984) podria estar estrechamente conectada con la reparaciéon por
escision preferencial que tiene lugar en dichas regiones (Bohr y col., 1985; Cortés y Pastor,
2001a).

En células no irradiadas, se observo por inmunotinciéon que la Topo I se localizaba
principalmente en el nucleolo. Se sabe que la enzima est4 asociada con la ARN polimerasa I
(Pommier y Bertrand, 1993). La irradiacién llevé, de manera dosis-dependiente, a la aparicién
de nuevos centros de actividad Topo I (Thielmann y Popanda, 1998a), y parece razonable
asumir que estos focos representan nuevos sitios de transcripcién génica. De hecho, la Topo I
de humanos se identificé como parte del complejo TFIID (Merino y col., 1993; Kretzschmar
y col., 1993).
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En cuanto a la Topo II, se sabe menos sobre la posibilidad de que dicha enzima juegue
un papel activo en la transcripcién. Se vio que inhibidores de la Topo II bloqueaban
selectivamente la transcripcion del gen “homeobox” Hox-2.1 (Ura y Hirose, 1991). Ademas,
los sitios de corte de la Topo II se localizaron en las mismas regiones en las que estaban los
sitios hipersensibles a DNasas, conocidos como genes transcritos activamente 5° o 3’
(Kroeger y Rowe, 1989; Reitman y Felsenfeld, 1990), y en regiones con niveles aumentados
de transcripcién, sugiriendo un papel de la Topo II en la funcidn de estos
estimuladores/activadores (Cockerill y Garrard, 1986; Gasser y Laemmli, 1987). Pommier y
Bertrand (1993) en su trabajo sobre el posible papel de la Topo II en la transcripcion llegaron
a conclusiones en apoyo del mismo, ya que observaron en sus experimentos que sus
secuencias de uniéon al ADN (regiones asociadas a matriz) se encuentran a menudo muy
proximas a promotores y corriente arriba de secuencias reguladoras (Gasser y Laemmli,
1987). La transcripcion de ARNr y de la ARN polimerasa I es criticamente dependiente de la
presencia de la Topo I o II (Brill y col., 1987). La Topoisomerasa de ADN IIf, por otra parte,
parece también estar implicada en esta funcién (Tsutsui y col., 1993). Teniendo en cuenta las
citadas evidencias, parece que la induccién de la Topo Ilo, podria participar también en la
transcripcion.

En general, podemos considerar que el incremento de las actividades de las
Topoisomerasas observado después de la irradiaciéon podria ser consecuencia de su
participacion en la transcripcion de gran cantidad de genes que forman parte de la respuesta

general de la célula al dafio en el ADN.

¢) Implicacion en la reparacién por recombinacién

Ademas de lo expuesto anteriormente también podemos considerar una implicacion
directa de las Topoisomerasas, de tipo I y/ o tipo II, en los procesos de reparaciéon pkor
recombinacion. Existen fuertes evidencias de que las Topoisomerasas (principalmente la Topo
I) son capaces de estimular la recombinacién tanto in vivo como in vitro (Halligan y col.,
1982; Ikeda y col., 1982; Bullock y col., 1985; Ikeda, 1986; Bae y col., 1988; Zhu y Schiestl,
1996). Mientras que la mayoria de los articulos publicados apuntan a que la recombinacién
promovida por las Topoisomerasas es del tipo ilegitima (no-homologa), no podemos descartar
que promueva la recombinacién homéloga (Cortés y Pastor, 2001b).

La Topo I y II son recombinasas con actividades de transferencia de cadenas de ADN
intra e intermolecular (Halligan y col., 1982; Gale y Osheroff, 1992). Estudios en levaduras

expresando diferentes niveles de Topo I muestran una asociacion directa entre los niveles de
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Topo 1 y la integracidn ilegitima de ADN no-homélogo extracelular. Las secuencias que son
puntos calientes para la integracion de ADN se corresponden con las secuencias identificadas
previamente como sitios de rotura preferidos por la Topo I (Zhu y Schiestl, 1996). También se
ha implicado a la Topo II en algunas formas de recombinacion ilegitima en humanos.
Estudios recientes sugieren que el dafio espontaneo en el ADN, como sitios apurinicos,
apirimidinicos y residuos de citosina desaminados podrian estimular las roturas mediadas por
la Topo Il y la recombinacion (Kingma y col., 1997; Larsen y col., 1998).

Hasta ahora no existen evidencias experimentales que relacionen este posible mecanismo
de recombinacion mediado por las Topoisomerasas con la reparacién del dafio por radiacion,

por lo que esto sigue siendo s6lo una hipétesis interesante.

1.8. REGULACION DE LA ACTIVIDAD Y CANTIDAD DE LAS TOPOISOMERASAS A LO LARGO
DEL CICLO CELULAR EUCARIOTICO

Ensayos de la actividad Topo II, tanto en extractos libres de células como in vivo,
sugieren que los niveles de esta enzima son mayores en células proliferantes que en células en
estado quiescente, de manera que la Topo II puede tomarse como marcador especifico de la
proliferacion celular. Por el contrario, la Topo I ha sido detectada en distintas lineas celulares
a niveles de actividad equiparables tanto en estado proliferativo como en estado quiescente
(Duguet y col., 1983).

Existe ademas una regulacion de los niveles de Topo II dependiente de la fase del
ciclo celular, de manera que se observa un incremento en la cantidad de la enzima justo antes
de, 0 en la entrada de la célula en la fase de replicacion (G1/S), y continua aumentando a
través de S y Gy, alcanzando el pico maximo al final de G, y principio de mitosis (figura 9).
Este aumento en la concentracién de Topo II antes de la mitosis es compensado con un agudo
descenso en los niveles de actividad de la enzima en la fase G, del ciclo, debido tanto a
cambios en los niveles de transcripcion del gen (Adachi y col., 1997) como a fluctuaciones en
la estabilidad del ARNm a lo largo del ciclo (Goswami y col., 1996).

A diferencia de la Topo II, los niveles de Topo I se expresan de manera constitutiva, y
permanecen constantes en las distintas fases del ciclo celular y su estabilidad no varia durante
la mitosis (Heck y col., 1988) (figura 16).

La actividad Topoisomerasa también puede ser regulada mediante la unién transitoria
de polimeros de ADP-ribosa. Asi, la poli(ADP-ribosa) polimerasa (Ogata y col., 1981), es

capaz de provocar una disminucion en la actividad catalitica de la Topo I y II (Ferro y
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Olivera, 1984; Darby y col., 1985), y de otras muchas proteinas, mediante la adiciéon de

dimeros de ADP-ribosa.
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Figura 16. Regulacion de la actividad de las Topoisomerasas durante el ciclo celular eucariético.

Otra modificacién postraducional que puede regular la actividad Topoisomerasa
consiste en la fosforilacién de la proteina. La Topo I necesita estar fosforilada en el dominio
amino terminal para ser completamente funcional (Staron y col., 1995), mientras que la
fosforilacion de la Topo II en el extremo carboxilo terminal también provoca un aumento en
la actividad de la enzima. El nivel de fosforilacién de la Topo II depende tanto del estado de
proliferacién celular como de la posicidn en el ciclo, y aumenta més de 10 veces cuando la
célula progresa de G, a M (Cardenas y Gasser, 1993). El aumento en la cantidad de Topo II al
final de S y principio de G,, junto con el aumento en su actividad enzimatica tras la
fosforilacion maxima en G»/M, han conducido a asociar la degradacion de Topo II con el
proceso de descondensacion cromosémica en G; y a implicar a la Topo II fosforilada en
procesos tales como la condensacién y segregacion cromosomica durante mitosis y meiosis

(Adlakha y Rao, 1986; Wood y Earnshaw, 1990; Adachi y col., 1991; Rose y Holm, 1993).

1.8.1 Topoisomerasa Il y condensacion cromosomica
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Los modelos actuales sugieren que la reorganizacion estructural que sufren las células
durante la mitosis es conducida primariamente por los rapidos cambios de actividad que
sufren determinadas proteinas tras ser fosforiladas en respuesta a determinadas sefiales
intracelulares (Russell y Nurse, 1987). Pero los cambios que ocurren durante la mitosis no son
sélo debidos a modificaciones postraducionales sino también a cambios en los niveles de
proteinas, como es el caso de la mayoria de la proteina Topo II que no es reutilizada en ciclos
celulares sucesivos. Existen pruebas tanto a nivel bioquimico como a nivel genético que
demuestran que la Topo II de eucariotas es necesaria para que los cromosomas metafasicos
alcancen el estado final de condensacién y, probablemente, para ciertas fases de
descondensacion (Buchenau y col., 1993; Ishida y col., 1994); de hecho, la formacion de
cromosomas mitoticos y la estabilidad de la Topo II pueden estar intimamente relacionadas ya
que el ciclo de sintesis/degradacion de la Topo II coincide con el ciclo de
condensacion/descondensacion de los cromosomas mitéticos (Uemura y col., 1987).

El descenso en la vida media de la Topo II en células postmitdticas puede ser una
consecuencia de la descondensacion de loé cromosomas mitéticos o alternativamente, la
degradacion gradual de la Topo II puede contribuir en buena medida a la descondensacion de

los cromosomas mitoticos.

1.8.2 Topoisomerasa I y segregacion cromosémica

Como ya hemos mencionado, el analisis de mutantes termosensibles para la Topo II de
S. cerevisiae (Adachi y col., 1991) y S. pombe (Uemura y col., 1987), ha demostrado que esta
enzima es requerida para la segregacién cromosdmica en mitosis y en meiosis, durante la cual
la enzima desenmarafia las hebras hijas que aparecen entrelazadas tras la replicacion. En
organismos pluricelulares, por otra parte, se ha observado que la inhibicién de la actividad
Topo II igualmente impide la correcta separacién de los cromosomas hijos en anafase
(Buchenau y col., 1993). Este fallo en la correcta segregacion de moléculas de ADN recién
replicadas conduce a la formacion de células endorreduplicadas y en ultimo término a la
muerte celular.

La endorreduplicacién consiste en dos rondas sucesivas de replicacion del ADN sin
intervenir la mitosis, es decir sin que se produzca la segregacion de las cromatidas hermanas
(Cortés y col., 1987; Sumner, 1998). La manifestacion mitdtica visible de este fendmeno es la
presencia de diplocromosomas, formados por 4 cromatidas, en lugar de las dos cromatidas

que se observan normalmente en los cromosomas metafasicos (figura 17).
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Figura 17. Produccion de células endorreduplicadas.

Se ha visto que un grupo de compuestos que bien por alterar el ensamblaje del
citoesqueleto, como la colchicina o la concanavalina A (Rizzoni y Palitti, 1973; Sutou, 1981),
o por provocar dafio en el ADN (Sutou y Tokuyama, 1974; Kusyk y Hsu, 1979; Huang y col.,
1983; Liike-Huhle, 1983), dan lugar a la produccion de células endorreduplicadas en diferente
grado. Recientemente se han utilizado agentes que interfieren con la Topo II con el propdsito
de analizar si esta enzima es necesaria para la segregacion de los cromosomas hijos en
mitosis. Como resultado de estos estudios se ha demostrado que los inhibidores de las
Topoisomerasas son capaces de inducir endorreduplicacién (Ishida y col., 1994; Sumner,
1998) ya que previenen el desencadenamiento de los cromosomas replicados, llevado a cabo

por la Topo II, con el subsiguiente fallo en cuanto a completar una mitosis normal.

1.9 INHIBIDORES DE LAS TOPOISOMERASAS DE ADN

Podemos diferenciar dos grandes grupos de compuestos que inhiben a las enzimas
Topoisomerasas. Por un lado se encuentran los denominados venenos, debido a que ejercen su
funcién mediante la estabilizacion del complejo de rotura, provocando serios problemas en la
vida de las células. Recientemente se ha establecido otro grupo de compuestos que provocan
la 1nhibicién de la enzima de forma independiente a la estabilizacion del complejo de rotura,

pudiendo actuar a distintos niveles; a este grupo se les conoce como inhibidores cataliticos.

1.9.1 Venenos de Topoisomerasas
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La capacidad de las Topoisomerasas para pasar una hebra o una doble hebra de ADN
libremente a través de una rotura puede cobrarse un alto precio ya que requiere que la enzima
genere roturas en el material genético. En un esfuerzo para mantener la integridad genética
durante esta reaccion de rotura, las Topoisomerasas se unen covalentemente a los extremos
generados en el ADN formando, como mencionamos anteriormente, el “complejo de rotura”.
En condiciones normales estos complejos ADN-enzima son breves intermediarios cataliticos
presentes a concentraciones muy bajas y perfectamente tolerados por la célula. Sin embargo,
un aumento significativo en la concentraciéon fisioldgica o en la vida media de estos

complejos desataria una serie de efectos deletéreos para la célula.

Las Topoisomerasas de ADN son el TOPOISOMERASAT TOPOISOMERASA II
blanco principal de una serie de agentes
antitumorales (D'Arpa y Liu, 1989; Liu, 1989;
Capranico y Zunino, 1992) que, a diferencia
de la mayoria de los agentes que tienen como
blanco a enzimas celulares, no ejercen su

accion terapéutica a través de la inhibicion

catalitica de la enzima, sino a través de un

mecanismo que tiene como resultado la J;’“‘" : R
., ~ e Hu/‘_ ;‘_v . | : a2

produccién de dafio en el ADN. Estos agentes i ’”é W% = P f%ﬁ?

se conocen con el nombre de venenos de T 5 .

Topoisomerasas (Liu, 1989) y bloquean de

) _ MUERTE
forma especifica y reversible el paso de CELULAR

ligacion de las roturas llevado a cabo por estas Figura 18. Produccion de muerte celular por los
enzimas atrapando al intermediario ADN-  venenos de Topoisomerasas.
Topo e incrementando por tanto la
concentracion de Topoisomerasa unida covalentemente a extremos rotos de ADN (Corbett y
Osheroff, 1993; Pommier, 1993; Chen y Liu, 1994). Esta accién convierte a las
Topoisomerasas en toxinas fisiolégicas ya que introducen en el genoma de las células tratadas
con estas drogas altos niveles de roturas transitorias asociadas a proteinas (figura 18).

El unico veneno de Topo I bien caracterizado es la camptotecina (CPT), alcaloide que

procede del arbol Chino Camptotheca accuminata. En un principio se observd que poseia

actividad antitumoral contra la leucemia y tumores sélidos y afios mas tarde, en 1985 se
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sucesivos ha conducido a una intensa investigacion de nuevos venenos de Topoisomerasas
como drogas mads efectivas y selectivas como es el caso de los derivados hidrosolubles de la
CPT, el topotecan, la CPT-11 (cuyo metabolito activo es el SN-38), la 9-aminocamptotecina,
etc., los cuales presentan en general una mayor actividad antitumoral que la CPT y un efecto
toxico menor (Slichenmyer y col., 1993).

La Topo II de mamifero ha sido también identificada como el blanco celular de una
gran variedad de compuestos estructuralmente diferentes, con capacidad antitumoral (algunas
de ellas se representan en la figura 19) (Fortune y Osheroff, 2000). La mayoria de estos
agentes son intercalantes, pero esta capacidad de intercalacion en el ADN no parece ser

indispensable para el desarrollo de su capacidad antitumoral.
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Figura 19. Estructura molecular de venenos de Topo I1.

Parece que existen dos mecanismos generales distintos, aunque no mutuamente
excluyentes, mediante los cuales los venenos de Topo II actian sobre la enzima. Algunos,
tales como etoposido inhiben fuertemente el paso de reunién del ADN mediado por la enzima
(Osheroff, 1989b; Robinson y Osheroff, 1990; Robinson y Osheroff, 1991; SOrensen y col.,
1992). Sin embargo, otros compuestos, tales como la quinolona CP-115, 953, tienen un menor
o ningun efecto en la eficacia de religacion, y se piensa que actian principalmente
aumentando la capacidad de la Topo II para producir roturas en la molécula de ADN

(SQOrensen y col., 1992; Corbett y Osheroff, 1993; Froelich-Ammon y col., 1995; Cline y col.,
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1997). El mecanismo exacto por el cual estas ultimas incrementan los niveles de corte en el

ADN sin afectar a la tasa de reunidn de las roturas no se conoce aun.

1.9.2 Inhibidores cataliticos de las Topoisomerasas

En los ultimos afios se han descubierto una serie de compuestos que inhiben la
actividad catalitica de la Topo II (para la Topo I no se han identificado ain inhibidores
cataliticos especificos) pero, a diferencia de los clasicos venenos de Topoisomerasas, €stos no
estabilizan el complejo de rotura. A este grupo se les conoce como inhibidores cataliticos y
son de gran interés, ya que parecen eludir el fenotipo de resistencia a multidrogas (Jensen y
col.,, 1990; Beck and Danks, 1991; Chen and Beck, 1993) y ademas pueden actuar como
antagonistas de los venenos de Topo Il (Andoh e Ishida, 1998). Estos compuestos incluyen
merbarona (Drake y col., 1989a), fostriecina (Boritzki y col., 1988), aclarubicina (Jensen y
col., 1991), suramin (Bojanowski y col., 1992), quinobenoxazina (A-74932) (Permana y col.,
1994), bisdioxopiperazinas (Tanabe y col., 1991; Ishida y col., 1991), chloroquina (Jensen y
col., 1994) y novobiocina (Utsumi y col., 1990) (algunos de estos inhibidores se representan
en la figura 20). Los mecanismos de accién de estos compuestos se piensa que son diferentes
de los venenos de Topo II que estabilizan el complejo de rotura, aunque los mecanismos de
accion sobre la enzima y la citotoxicidad por ellos producida estan atiin poco definidos.

En este trabajo se han empleado los inhibidores cataliticos ICRF-193 (meso-2,3-
bis(3,5-dioxopiperazinil)butano) perteneciente al grupo de las bisdioxopiperazinas, y el

bufalin, los cuales describimos a continuacion.
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Figura 20. Estructura molecular de inhibidores cataliticos de Topo IL
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Bis(2,6-dioxopiperazinas)

Las bis(dioxopiperazinas) fueron sintetizadas originalmente por Creighton vy
colaboradores (1969) como potenciales agentes quelantes intracelulares. Entre sus
propiedades bioquimicas y farmacologicas, se incluyen sus actividades antitumoral y
cardioprotectora, que fueron estudiadas extensamente en la década pasada (revisado por
Herman y col., 1982), antes de que la Topo II se identificara como su blanco celular. Asi estos
compuestos mostraron actividad contra algunos tumores inducidos experimentalmente
(Creighton y col., 1969) y en enfermos con leucemia aguda y linfosarcoma (Hellmann y col.,
1969). Las observaciones iniciales del efecto antitumoral del ICRF-154 y -159 condujeron a
un estudio sistematico de una familia de bis(dioxopiperazinas) en los laboratorios del Imperial
Cancer Research Fund del Reino Unido, de ahi sus siglas (Herman y col.,, 1982). La
aclaracion del modo real de accidn de los compuestos tuvo que esperar hasta 1991 en que fue
descubierto por Tanabe y col. (1991) su naturaleza como inhibidores de la Topo II (de
mamiferos). Entre ellos, el ICRF-193 (figura 21) result6 ser el compuesto que presentaba una

mayor eficacia como inhibidor, aunque presentaba una toxicidad demasiado alta para poder

emplearse como agente antitumoral, debido a su excesivo o o

caracter lipofilico (Pommier, 1997; Andoh, 1998). >_\ /—‘<
Andlisis mas recientes han demostrado que, en | ' N‘T“'f"’” NH

presencia de ICRF-193, las células son capaces de (>—/ “Hy \__<)

atravesar varias rondas del ciclo de divisién celular, con
- Figura 21. Estructura del ICRF-193.

su genoma replicado, pero no segregado, con el resultado

de poliploidizaciéon (Ishida y col., 1994). Lo interesante de estos resultados es que son

similares a aquellos observados en mutantes termosensibles fop2 de levaduras a temperatura

no permisiva (Uemura y col., 1987). Con base a estas observaciones se ha propuesto que las

2,6-dioxopiperazinas pueden ser de gran utilidad para estudiar las funciones biologicas de la

Topo II en una gran variedad de organismos (Takasuga y col., 1995).

Bufalin N o
Se ha visto que el bufalin (figura 22), un componente He

de los “bufadienolides” en la medicina tradicional China,

chan’su, el cual se obtiene de glandulas venenosas de la piel

de anuros, inhibe selectivamente el crecimiento de varias

lineas celulares de cancer humano (Zhang y col., 1992; Jing y

Figura 22. Estructura del bufalin.
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col., 1994a). El tratamiento con bufalin a bajas concentraciones (de 10 a 10 ~® M) sobre un
grupo de lineas celulares de leucemias humanas, inducia diferenciacién (Zhang y col., 1992),
mientras que a concentraciones de 107 M y mayores inducia apoptosis (Jing y col., 1994a).
Debido al hecho de que los inhibidores de Topo (venenos) inducian apoptosis en varias lineas
celulares (Kaufman y col., 1989; Bertrand y col., 1993; Barry y col., 1993; Onishi y col.,
1993; Yoshida y col., 1993), se plante6 la posibilidad de que el bufalin actuase sobre la Topo
II. Experimentos llevados a cabo por Hashimoto y colaboradores (1997) confirmaron que,
efectivamente el tratamiento con bufalin provocaba una marcada disminucion de la cantidad y
actividad Topo II.

Estd demostrado que el bufalin, ademas de los efectos sobre la Topo II, induce
apoptosis en varias lineas celulares de tumores humanos, alterando la expresion de genes
relacionados con apoptosis (Masuda y col., 1995; Watabe y col., 1997, Kawazoe y col.,
1999a). Ademés se ha visto que el bufalin inhibe especificamente la ATPasa Na'/K* (Watabe
y col.,, 1997; Kawazoe y col., 1999 b; Kurosawa y col., 2000) de células tumorales humanas,
pero no de ratén, y ya que esta inhibicidn conduce a un cambio en la concentraciéon
intracelular de iones Na', se sugiri6 que el bufalin induce apoptosis en células tumorales
humanas de forma selectiva y mediante la inhibicién de la ATPasa Na'/K", la cual actia

aguas arriba de la proteina bcl-2 (kawazoe y col., 1999b).
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OBJETIVOS

En los ultimos 20 afios se ha propuesto la posibilidad de que las Topoisomerasas de
ADN estuviesen implicadas de alguna forma en la reparacion del dafio en el ADN, ya sea por
un agente quimico o fisico. Por otra parte, el estudio del dafio en el ADN, asi como de los
mecanismos de reparacioén de dicho dafio ha suscitado un gran interés a lo largo de la historia
cientifica, ya que de ellos depende la salud humana y de los seres vivos en general. Por ello, el
conocimiento acerca de los sistemas de reparacién y de las proteinas que en ellos intervienen
aportaria nuevos datos de interés para una posible actuacion sobre determinadas enfermedades
humanas y poder asi mejorar la calidad de vida.

Teniendo en cuenta la importancia de este tema, hemos intentado aportar nuevos
conocimientos que apoyan la teoria de una posible implicacién de las Topoisomerasas (en
nuestro caso de la Topo II) en reparacion (centrandonos en el dafio producido por los rayos
X).

Por nuestra parte, hemos abordado este problema siguiendo las pautas siguientes:

1.- Hemos estudiado la posible modulacion de la actividad y cantidad de enzima Topo

Iy Topo 11, a tiempos cortos después de la induccion de dafio en el ADN mediante rayos X.

2.-Seleccionamos los inhibidores de Topo II bufalin € ICRF-193 para llevar a cabo un
estudio comparativo y detallado a cerca del mecanismo de accién por el cual inhiben la
actividad Topo II y de los efectos colaterales que desencadenan. De este estudio pretendiamos
poder seleccionar al menos un inhibidor catalitico limpio, es decir, que no provocase dafio en

el ADN, para poder continuar con el siguiente objetivo.

3.-Estudiamos la posible modulacion de la cinética de reparacioén cuando el dafio en el

ADN vy la reparacion del mismo se da en una situacion en la que la enzima Topo II estd
inhibida.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 LINEAS CELULARES Y CONDICIONES GENERALES DE CULTIVO

Como material experimental se utilizaron las lineas celulares de fibroblastos de
hamster Chino EM9, xrs-5 (ambas de ovario) e irs2 (de pulmon), las cuales presentaban
mayor sensibilidad a distintos agentes mutagénicos, por presentar algin tipo de defecto en
sus mecanismos de reparacion. También se usaron sus correspondientes lineas parentales
AAS8, CHO K1 y V79 respectivamente, para el contraste de los resultados. Las lineas se
obtuvieron de la ATCC (American Type Culture Collection) y se testaron periddicamente
para comprobar la ausencia de micoplasmas.

Las lineas celulares AAS8/EM9 y CHO Kl1/xrs-5 se cultivaron en monocapa en
medio McCoy's 5 A, y las lineas celulares. V79/irs2, también en monocapa, en medio
esencial minimo (MEM). Ambos medios se suplementaron con suero fetal bovino al 10%,
L-glutamina 2 mM, y los antibiéticos penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml).
Los cultivos crecieron a 37 °C en oscuridad en una atmdsfera con un 5% de CO, en el aire.
Todos los experimentos descritos en este trabajo se realizaron al menos tres veces con el

fin de validar los resultados obtenidos.

2.2 ESTUDIOS DE SINCRONIZACION CELULAR EN DISTINTAS FASES DEL CICLO

Se siguieron dos protocolos distintos de sincronizacion dependiendo de las lineas
celulares (EM9, AAS8; xrs-5, CHO-K1), debido a que éstas presentan distintas
caracteristicas en cuanto a su adherencia al sustrato.

Sincronizacion en fase de Mitosis(M); Este protocolo se aplicé en aquellas lineas
celulares cuyas células mitéticas presentaban ninguna o una minima adherencia al sustrato,
por lo que pudimos separar células mitéticas del resto de las células en las otras fases del
ciclo celular. Para ello se adiciond Colcemida (2x10”7 M) al medio de cultivo en células en
crecimiento exponencial y tras incubar durante 3 h se recogieron las células mitoticas
mediante golpes secos laterales en los frascos de cultivo (“shake-off”) se lavaron varias
veces para eliminar los restos de Colcemida y se volvieron a sembrar en varios frascos de
cultivo a una densidad de 3x10° cels/ml con medio fresco. Las células de estos frascos se
recogieron secuencialmente con intervalos de 2 h desde el momento en que las sembramos
hasta completar un total de 16 h. Las células se recogieron con un rascador (cell scraper) y
se reservaron, una vez fijadas, hasta el momento del andlisis por citometria de flujo. Para

comprobar que mas del 80% de las células que recogimos mediante “shake-off” estaban
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sincronizadas en mitosis, se hizo una fijacién de células inmediatamente después del
“shake-off” (tiempo 0 h).

Sincronizacion en la fase GIl. Se sincronizaron mediante este protocolo solo
aquellas lineas celulares (V79, irs2; cuyas células mitdticas presentaban una alta
adherencia al sustrato, similar al resto de la poblacion celular. Para ello se mantuvo el
cultivo celular hasta que las células alcanzaron el estado de confluencia, momento en el
cual mas del 90% de la poblacién se encontraba sincronizada en la fase Gl del ciclo
celular. El cultivo se tripsinizé (Tripsina-EDTA) y las células se sembraron en varios
frascos, para mas tarde, y de la misma forma que en el otro método de sincronizacion,
recoger secuencialmente las células de cada frasco con un rascador y fijarlas para su
posterior analisis por citometria de flujo. Al igual que antes, y para comprobar la
sincronizacion, en este caso en Gl, de las células antes de sembrarlas, se realizé una

fijacion a tiempo O h.

Estudios de sincronizacion por citometria de flujo.

Las células se recogieron secuencialmente y se fijaron con etanol frio al 70% a una
concentracién de 10° cels/ml, donde se mantuvieron como minimo durante 30 min. A
continuacion, y después de centrifugar a 1000 rpm durante 6 min, las células se lavaron
varias veces con PBS 1X y se resuspendieron en ARNasa (recién preparada) a una
concentracion de 1 mg/ml PBS, se incubaron a 37 °C 30 min, y por ultimo se afiadié el
fluorocromo intercalante yoduro de propidio (YP), a una concentracién de 4 pg/ml H,Oq
para tefiir el ADN celular. Un total de 30.000 células de cada muestra se analizé en un
citometro de flujo Becton Dickinson FACScan. La distribucion del ciclo celular se
determiné usando los programas informaticos Cell Fit/ LYSYS ™ II. El citémetro
diferencia células en las fases G2-M, G1 y S del ciclo celular en base al contenido en
ADN, que esta en relacién directa con la cantidad de fluorescencia emitida por la célula, ya

que, como hemos sefialado, el YP se intercala en el ADN.

2.3 MODULACION DE LA ACTIVIDAD Y CANTIDAD RELATIVA DE TOPOISOMERASAS 1Y
Il TRAS EL TRATAMIENTO CON RADIACION IONIZANTE

2.3.1 Sincronizacién y tratamiento

Para la obtenciéon de proteinas nucleares se obtuvieron primero cultivos celulares

sincrénicos en la fase G1 del ciclo celular (apartado 2.2).
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En las lineas celulares AA8/EM9 y CHO Kl/xrs-5, tras recoger, lavar
abundantemente y sembrar las células mit6ticas (recogidas por “shake-off”) tuvimos que
esperar el tiempo necesario para que la mayoria de la poblacién se encontrase en la fase
Gl, tiempo determinado anteriormente por el analisis de citometria de flujo y que fue de 3h
para las AAS8 y 4h para el resto de las lineas.

A diferencia de éstas, las células V79/irs2 sincronizadas en G1 por confluencia se
repartieron en varios frascos, y se esper6 1 h para iniciar el tratamiento.

Una vez obtenidos los cultivos sincronizados en G1 para cada una de las lineas, las
células se sometieron al tratamiento con una dosis de 5 Gy de rayos X y tras incubar
durante 15 min y 1 h, se procedi6 a la extraccion de las proteinas nucleares para el analisis
de las actividades Topoisomerasas. Paralelamente se realizaron los extractos nucleares a
partir de células en G1 no irradiadas (controles) y a esos mismos tiempos, con el fin de
comparar las posibles diferencias entre irradiadas y no irradiadas.

Para la irradiacion de células, tanto en este experimento como en experimentos que
describiremos posteriormente, se utilizé un tubo de rayos X, Philips MG 103/2.25,a 100 V
y una tasa de dosis de 1.6 cGy/sg.

2.3.2 Extraccion de proteinas nucleares

El procedimiento seguido para la obtencion de extractos nucleares proteicos es
béasicamente el descrito por Heartlein y col. (1987). Tas recoger las células de los frascos
de cultivo (75 cm?) con un rascador, se centrifugaron a 1000 rpm 6 min y se lavaron con
PBS 1X. Se volvieron a centrifugar, y tras eliminar el sobrenadante, el pellet se
resuspendié en 1 ml de tampén A (Sacarosa 0.32 M, Tris-CIH 0.01 M pH 7.5, Cl,Mg 0.05
M, Tritén X-100 al 1%), se agitaron enérgicamente para lisar las membranas y se obtuvo
un pellet de nicleos mediante centrifugacion a 2000 rpm, 5 min a 4 °C en una centrifuga
refrigerada con un rotor para eppendorfs. A continuacion se eliminé el sobrenadante y se
lavaron los nucleos en 1 ml de tamp6n B (tamp6n Sérensen 5 mM pH 7, B-mercaptoetanol
1 mM, Ditiotreitol (DTT) 0.5 mM, Fenilmetilsulfonilfluoride (PMSF) 0.1 mM). Los
nucleos se volvieron a centrifugar al igual que antes, se resuspendieron en 50 pl de tampdn
B mas 50 pl de tampén C (EDTA 4 mM) y se incubaron a 0 °C durante 15 min. A
continuacion los nucleos se lisaron mediante la adicion de 100 ul de tampodn de lisis D
(Tris-CIH 20 mM pH 7.5, CINa 2 M, B-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1 mM) y se realizo

una nueva incubaciéon a 0 °C durante 15 min. Tras afiadir 50 pl del tampon E
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(Polietilenglicol (PEG-6000) al 18%, Tris-CIH 50 mM pH 7.5, CINa 1 M, -
mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1 mM) se llevé a cabo otra incubacion a 0 °C durante 40
min. La suspension celular fue entonces centrifugada a 12.500 rpm durante 30 min a 4 °C,
quedando las proteinas nucleares en el sobrenadante. La concentracion total de proteina
nuclear se determind en un espectrofotometro Beckman DU-64 mediante el método de
Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay). Para ello, se incubaron durante 15 min y a temperatura
ambiente 10 pl del extracto nuclear con 40 pl de HyOq4 y 950 pl del colorante diluido
(dilucién 0.2:1 en H,Oy). Como estandar se utilizo albiimina de suero bovino (ASB), con la
que se elaboraron las correspondientes rectas de calibracion. Los extractos se mantuvieron
a —80 °C para el analisis de las actividades Topoisomerasas durante un tiempo maximo de

un mes.

2.3.3 Ensayo para la determinacion de la actividad Topoisomerasa

La actividad relativa Topo I y Topo II existente en los extractos nucleares se ensayé
utilizando los correspondientes kits (TopoGen, Columbus, OH, USA). El ensayo est4
basado en la capacidad especifica de la Topo II para desencadenar ADN de doble cadena
de cinetoplasto encadenado, en presencia de ATP, y en la capacidad de la Topo I para
relajar ADN plasmidico superenrollado en ausencia de ATP.

La mezcla de reaccion para detectar la actividad de Topo II consistié en: 0.4 ng de
ADN encadenado de cinetoplasto (ADN mitocondrial) de tripanosoma (Crithidia
fasciculata), 2 pl de tampon de reaccion 10X para Topo II (suministrados en el kit), ATP
10 mM, 100 ng de nuestro extracto proteico nuclear y H,O4 hasta un volumen total de 20
ul, que se incubd a 37 °C durante 40 min. La mezcla de reaccion para la Topo I consistio
en 0.4 pg de un plasmido de ADN superenrollado (pRYG), 2 pl de tampoén de reaccién
10X para Topo I (suministrados en el kit), 100 ng del extracto proteico nuclear y H,Oq4
hasta un volumen final de 20 pl que se incub6 a 37 °C durante 30 min. Al final de la
incubacion la reacciéon se detuvo con tampon de parada especifico de Topo I ¢ II
(suministrados en el Kit). Los productos de la reaccion se resolvieron en geles de agarosa
al 1% en el tampén de electroforesis TAE 1X y estuvieron sujetos a electroforesis 2.5 ha 7
voltios/cm para estudiar la actividad relativa de Topo Il y 3.5 h a 3.5 voltios/cm para la
Topo L.

Los marcadores para la Topo I fueron el mismo plasmido de ADN que habia sido
utilizado en la mezcla de reaccion en estado superenrollado y con distintos grados de

relajacion. Para la Topo II se utilizaron como marcadores el mismo ADN de cinetoplasto
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que habia sido utilizado en la mezcla de reaccién en estado lineal, encadenado y
desencadenado (todos los marcadores fueron suministrados en el kit de TopoGen) (figura
23).

Los geles se tifieron con Bromuro de Etidio a una concentracion de 3 pg/ml durante
5 min, se destifieron en H,O4 durante 30 min y finalmente se fotografiaron (Polaroid) bajo

iluminacion con luz u.v. de longitud de onda corta.

Actividad Actividad

TopoI Topo Il ADN encadenado

@D

ADN relajado

ADN desencadenado

O
O O

ADN superenrollado

Figura 23. Representacion esquematica de las principales bandas obtenidas en los ensayos de actividad
relativa de la Topo [y II de eucariotas.

2.3.4 Determinacion de la cantidad relativa de enzima Topoisomerasa

2.3.4.1 Andlisis inmunocitoquimico

Se utilizaron multipocillos de 12 (Nunc), en cada uno de los cuales se depositd un
cubreobjetos circular (Marienfeld 12 mm @) previamente esterilizado. Para cada linea se
sembraron un total de 300.000 células en cada pocillo y esperamos a que las células se
adhiriesen al sustrato antes de iniciar el tratamiento. Las células se irradiaron con una dosis
de 5 Gy de rayos X y se incubaron durante 15 min o 1 h, antes de examinar una posible
variacion en la cantidad de enzimas Topoisomerasas I y II. Inmediatamente después de
estos tiempos, tanto las células irradiadas cohlo otras células controles (también crecidas
sobre cubreobjetos) se lavaron con PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido al 3% en
PBS, a pH 7.4 durante 30 min a t* ambiente, o toda la noche a 4 °C. A continuacién, las
células se lavaron varias veces con PBS 1X, para eliminar bien los restos de fijador antes
de permeabilizar las células, sumergiéndolas en una solucién de PBS 1X que contenia

saponina (0.05%) y ASB (0.5%) en la que se incubaron durante 20 min (cambiando al
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menos 1 vez la solucién) a temperatura ambiente. Tras este paso, las células se incubaron
en camara humeda durante 1 h a 37 °C con una dilucién 1:1000 del anticuerpo policlonal
anti-Topo 1 o anti-Topo lla (TopoGen, Columbus, OH, USA) en la misma solucién
permeabilizadora. El anticuerpo se lavé con la misma solucién anterior, varias veces, antes
de incubar las células en una dilucién 1:2.500 del anticuerpo secundario anti-Ig G de
humanos-HRP para Topo I (Sigma) o anti-Ig G de conejo-HRP para Topo Il (Amersham),
durante 1 h, a 37 °C. Posteriormente las células se lavaron varias veces en PBS 1X y una
vez, 2 min, en una solucion Tris-CIH (0.05 M) pH 7.4.

Para el revelado de la peroxidasa se preparé una solucién de diaminobenzidina
(DAB) al 0.02% en la solucion de Tris-CIH anterior, ajustando el pH final a 7. Justo antes
de usarla se afiadié 100 ul de H,O, al 1%. Las células se cubrieron con esta solucién recién
preparada y se dejaron reaccionar entre 10-20 min, en oscuridad y a temperatura ambiente,
a continuacién la DAB se lavd con Tris-ClH y HyOq4 y se dejaron secar a ttemperatura
ambiente antes de montar los cubres con DPX (Fluka).

Las preparaciones se visualizaron al microscopio Optico y se fotografiaron en un

microscopio de fluorescencia OLYMPUS Vanox AHBTS3.

2.3.4.2 Inmunotransferencia o Western blot

Partiendo de frascos de cultivo de 75 cm?® con células en crecimiento exponencial,
en primer lugar se realizaron los extractos de proteinas celulares totales 15 min y 1 h
después del tratamiento con una dosis de 5 Gy de rayos X. Igualmente se realizé el mismo
protocolo en células controles y a los mismos tiempos anteriores. Para ello se lavé el medio
con PBS 1X frio, separamos las células del-frasco con rascadores y las centrifugamos a
1.000 rpm 6 min, en una centrifuga refrigerada a 4 °C. El pellet se resuspendi6 en 250 pl
del buffer de lisis (Tris-CIH 5 mM, EDTA 50 mM, Triton X-100 0.5%, pH 8), que
contenia los inhibidores de proteasas PMSF (1 mM), aprotinina A (10 pg/ml) y leupectina
(10 pug/ml). Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min y tras pasar el contenido
celular por una jeringuilla para completar la lisis, los eppendorfs se centrifugaron a 15.000
rpm 30 min a 4 °C. Se recogi6 el sobrenadante y se determiné la concentracidn total de
proteina celular mediante el método de Bio-Rad (ver apartado 2.3.2). Los extractos

nucleares se mantuvieron a —80 °C hasta su uso.

Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE), transferencia a membranas de PVDF y
revelado mediante ECL.
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A continuacién las proteinas se mezclaron con sample buffer 2X (Tris 0.125 M,
Glicerol 20%, SDS 4.6%, DTT 10 mM, azul de bromofenol 0.2%, pH 6,8), se calentaron
durante 5 min a 90 °C y las proteinas liberadas se analizaron mediante electroforesis en
SDS-PAGE segun Laemmli (Laemmli, 1970). Utilizamos 30 ug de proteina celular total
para la Topo I y II. Se utilizaron geles con una concentracion de acrilamida del 7.5 % para
la Topo I y del 5% para la Topo II y en ambos casos de un grosor de 75 mm. Como
marcadores de peso molecular se utilizaron 8 proteinas pretefiidas cuyos pesos moleculares
oscilaban entre 6.9 y 205 KDa (Broad Range, BioRad).

La transferencia de las proteinas a membranas de PVDF (di-fluoruro de
polivinilideno, Millipore) se realizé segun el método de Towbin (Towbin y col., 1979) en
presencia de solucién de transferencia, activando previamente el PVDF con metanol. El
sistema utilizado fue el de transferencia hiimeda (BioRad) ajustando el voltaje y el tiempo
en funcion del peso molecular de la proteina, que en estos casos fueron de 30 V 45 min
para la Topo Iy de 60 V 1 h para la Topo 11

Una vez transferidas las proteinas, las membranas se incubaron durante al menos 1
h con tampoén bloqueante preparado con leche en polvo al 5% en TBS (Tris-HCl1 20 mM,
NaCl 137 mM, 0.1% Tween-20, pH 7.6). Después de lavar varias veces con tampén TBS
pH 7.6 (tampon de lavado), las membranas se incubaron durante 1 h a 37 °C con una
dilucién 1:1000 del anticuerpo anti-Topo II o anti-Topo I preparado en el buffer de
bloqueo. Tras lavar abundantemente con el tamp6n de lavado, las membranas se incubaron
de la misma forma en una dilucién 1:2500 del anticuerpo secundario anti-IgG de humanos-
HRP para Topo I o anti-IgG de conejo-HRP para Topo II preparado igualmente en buffer
de bloqueo. Las membranas se lavaron abundantemente con el mismo buffer de lavado y
se procedié al revelado de la actividad peroxidasa mediante un ensayo de
quimioluminiscencia (SuperSignal Ultra Chemiluminescent Substrates, Pierce, USA)
basado en la deteccién de antigenos especificos mediante anticuerpos marcados con
peroxidasa a través de la emision de luz. Elegimos este método para detectar las proteinas
fijadas en la membrana de PVDF por presentar una serie de ventajas con respecto a otros
métodos de deteccion tales como: alta sensibilidad, ya que son necesarios tiempos de
exposiciéon muy cortos (desde pocos segundos a 1 hora) para obtener resultados altamente
resolutivos; el ser un método no radiactivo, evitandose por tanto todos los riesgos que
conlleva todo el trabajo con la radiactividad; y el no haber una pérdida de los colores

obtenidos durante el revelado, como ocurre con otros sistemas de deteccion en los que los
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colores tienden a perderse con el tiempo y con la exposicion a la luz, dificultando la
cuantificacion de los resultados.

Las membranas asi tratadas fueron utilizadas para impresionar peliculas
fotograficas de alta sensibilidad (Pierce). Las membranas se revelaron, se escanearon y las

bandas se cuantificaron utilizando el programa de anélisis de imagenes PCBAS version
2.08.

2.4 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS INHIBIDORES DE TOPOISOMERASA
II, BUFALIN E ICRF-193

2.4.1 Ensayos de citotoxicidad

Se utilizé la técnica de la sulforrodamina B (SRB) (Skehan y col., 1990) para testar
la citotoxicidad de los inhibidores de Topoisomerasa II utilizados en este trabajo.

Los inhibidores de Topo II bufalin (Sigma, USA) e ICRF-193 (Biomol, Hamburg)
se disolvieron inicialmente en dimetilsulféxido (DMSQ), segun las indicaciones de la casa
comercial, quedando a unas concentraciones stock de 5 mM y de 1 mM respectivamente.
Las diluciones posteriores se prepararon en medio a partir de las soluciones madres.

Se utilizaron placas de 96 pocillos (Nunc) en las cuales se sembraron células de
AA8 y EM9 a una concentracién de 5x10° células en un volumen de 100 ul de medio de
cultivo para cada pocillo y se dejaron crecer durante 24 h. Tras este periodo de
recuperacion, se afiadieron al medio de cultivo diferentes concentraciones del inhibidor de
Topo II deseado disuelto en 100 pl mas de medio. Las dosis empleadas fueron 0.5, 1, 5, 10,
50, 100, y 500 uM para el bufalin y de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 y 25 uM para el
ICRF-193. Las células se incubaron en presencia del compuesto durante 48 h y a
continuacién se las sometié a los procesos de fijacién y tincidén. Para precipitar las
proteinas y fijar las células se adicioné a cada pocillo 50 pl de 4cido Tricloroacético (TCA)
frio al 50% en H,O4 y se incubaron las células durante 1 h a 4 °C. A partir de este momento
las placas se lavaron 5 veces con HyO4 y se las dej6 secar al aire. A continuacién las
células se tifieron adicionando a cada pocillo 100 pl de SRB al 0.4% (p/v en acético al 1%)
y después de 30 min a temperatura ambiente las placas se lavaron 5 veces con écido
acético al 1% y se dejaron secar. Finalmente, para solubilizar las proteinas teiiidas, se
adicion6 100 ul de Tris-Base 10 mM a cada pocillo, las placas se agitaron durante 5 min y
se leyeron las densidades oOpticas a una longitud de onda de 492 nm en un

espectofotometro automatico de placa (lector ELISA, Labsystems Multiskan MS).
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2.4.2 Estudio de la inhibicién de la actividad Topo 11

Los inhibidores de Topoisomerasa II se adicionaron a los frascos de cultivo (de 75
cm?) (estudio in vivo) de las lineas AA8 y EM9, cuando las células se encontraban en fase
de crecimiento exponencial, quedando a unas concentraciones finales de 1, 10, 100 y 500
uM para el bufalin y de 2, 5, 10, y 25 uM para el ICRF-193. Las células se incubaron
durante 22 h en presencia del inhibidor y a continuacion se procedié a la extracciéon de las
proteinas nucleares (apartado 2.3.2) y al ensayo para la determinacion de la actividad Topo
I (apartado 2.3.3), con el fin de comprobar el grado de inhibicién que estos compuestos
ejercian sobre la enzima. De forma paralela se obtuvieron extractos nucleares en células
controles para poder realizar posteriormente un estudio comparativo y observar diferencias
si las hubiera.

En este caso, y a pesar de haber realizado los ensayos para la determinacion de la
actividad Topo 1I in vivo (como se ha descrito anteriormente), se decidié hacer también, y
de forma excepcional, in vifro, para observar alguna diferencia si la hubiera, y poder
atribuirla a una diferencia en los mecanismos de accion de estos dos compuestos. Para ello
se realizaron las extracciones de proteinas nucleares totales exclusivamente en células
controles (no tratadas con estos compuestos) de AA8 y EM9, y en el momento de realizar
los ensayos de actividad se mezclaron en 20 pl de volumen final, 100 ng de proteina
nuclear total mas el compuesto (bufalin o ICRF-193) a las mismas concentraciones
utilizadas en los ensayos in vivo;, a dicha mezcla de reacciéon se afiadié las mismas
concentraciones que siempre de ADN encadenado, buffer de reaccion 10X, ATP y se
complet6 con H,Oy4 hasta un volumen final de 20 pl. Estas muestras se incubaron durante 1

h a 37°C, y a partir de este momento todo se realizé de la forma habitual.

2.4.3 Analisis de produccion de aberraciones cromosémicas

Uno de los efectos citoldégicos mas claros de los distintos agentes mutagénicos es la
produccién de dafio en los cromosomas. Las roturas en el ADN pueden dar lugar a
alteraciones estructurales en los cromosomas, denominadas aberraciones cromosdémicas.
Las aberraciones cromosomicas pueden clasificarse en aberraciones de tipo cromatidico o
cromosOmico, segun afecten a una sola cromatida o a ambas (al mismo nivel) en el
cromosoma, lo cual depende del tipo de dafio inducido y la fase del ciclo en que ha tenido
lugar. Asi, los agentes se pueden clasificar, segun el tipo de lesién que produzcan, en

S-dependientes o S-independientes. Los primeros, como la luz UV y la mayoria de los
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mutagenos quimicos, inducen lesiones que han de pasar por una fase S para poder ser
visualizadas como aberraciones de tipo cromatidico. Los agentes S-independientes, como
los rayos X y compuestos radiomiméticos, por el contrario, producen aberraciones
cromatidicas cuando se exponen las células en la fase G,, aberraciones de tipo
cromosoémico en Gy 0 Gy y ambos tipos de aberraciones en la fase S, dependiendo de si la

zona implicada se ha replicado o no al producirse la lesion en el ADN (figura 24).
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Figura 24. Tipos de aberraciones observadas en este trabajo.

La produccién final de aberraciones cromosomicas resulta del balance del dafio
inducido y de la eficacia y exactitud en la reparacion de las lesiones. La reparacion puede
reconstruir la configuracion original del cromosoma (restitucion), puede provocar la unién
entre extremos ilegitimos (aberraciones de tipo intercambio) o puede dar lugar a deleciones
al quedarse la rotura abierta.

Para llevar a cabo este estudio, las lineas celulares AA8 y EM9 (en frascos de 75
sz) se sometieron al tratamiento con los inhibidores de Topoisomerasa II de la siguiente
manera:

Para el bufalin, las células se cultivaron en presencia del inhibidor durante 22 h
utilizando unas concentraciones de 1, 10, 100 y 500 uM. A continuacién se realizaron dos

variantes, por una parte las células se lavaron con medio fresco y se dejaron recuperar
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durante 5 h antes de la adicién de Colcemida, y por otra parte el mismo experimento se
realizé sin dejar tiempo de recuperacion, afiadiendo Colcemida al medio después de que se
completasen las 22 h de tratamiento.

Para el ICRF-193, las células se cultivaron durante 22 h en presencia del inhibidor,
quedando a unas concentraciones en el medio de 1073, 5x107, 10'2, 5x107 y 0,1 uM. En
este caso se dejaron recuperar las células durante 5 h en medio fresco para permitir que las
células alcanzasen la fase de mitosis.

Para poder recoger suficientes células metafésicas se adicioné al medio Colcemida
2x10”7 M, para bloquear las células en metafase y después de 3 h se recogieron mediante
agitacion (“shake-off”). Las células se centrifugaron a 1000 rpm durante 6 min y el
precipitado celular se resuspendié suavemente en una solucién hipoténica de CIK 0.075 M
a 37 °C, en la que se mantuvieron s6lo 2 min con el fin de que el choque hipoténico
actuase de la forma deseada. Al igual que antes, las células se centrifugaron y el pellet
celular se resuspendi6 en una solucion fijadora de metanol:acético glacial recién preparada
(3:1 v/v) y se volvieron a centrifugar. Este paso de fijacién se repitié una segunda vez. En
cada uno de los casos manteniamos frascos de células no tratadas (controles) que se
procesaron de forma paralela al resto de los frascos de células tratadas.

Las preparaciones se obtuvieron tomando algunas gotas de la suspension de células
fijadas y vertiéndolas sobre portaobjetos. Estas preparaciones se tifieron con Giemsa al 3%
en tampon Sorensen a pH 6.8 durante 6 min. A continuacién se lavaron muy bien con H,Oq4
y se dejaron secar bien. El ultimo paso antes del conteo de las aberraciones consistié en el
montaje, para el cual las preparaciones se pasaron dos veces por Xilol y se montaron con
DPX. Para cada tratamiento, al igual que para las células controles, se analizaron al
microscopio un total de 100 metafases, en las que se diferencié cada tipo de aberracién

para establecer la clasificacion correspondiente.

2.4.4 Produccion de células endorreduplicadas

Para obtener células endorreduplicadas se probaron distintos tiempos de tratamiento
y de recuperacion, siendo el protocolo detallado a continuacion el que nos dio mejores
resultados.

Células en crecimiento exponencial (frascos de 75 cm®) se mantuvieron en
presencia de los inhibidores de Topo II a una concentracion final de 1, 50, 100, y 500 uM,
durante 22 h para el bufalin y de 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, y 1 uM, durante 3 h para el

ICRF-193. A partir de este momento los' cultivos se lavaron bien para eliminar el
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tratamiento y se mantuvieron en medio fresco durante un tiempo de recuperaciéon de 5 h
para el bufalin y del8 h para el ICRF-193. Con el fin de obtener un buen nimero de
células mitoticas, las células se mantuvieron 3 h mas en presencia de colcemida (2x1077
M). Paralelamente, llevamos a cabo cultivos controles sin tratar con inhibidores.

El protocolo de obtencién de las células mitdticas fue similar al descrito
anteriormente (apartado 2.4.3).

Para comprobar si 3h de tratamiento eran suficientes para inhibir la actividad
catalitica Topo II, las células se incubaron durante ese periodo de tiempo en presencia del
compuesto, utilizando las mismas concentraciones que se usaron para la obtencién de
células endorreduplicadas, ¢ inmediatamente después se llevaron a cabo la extraccion de
proteinas nucleares y los ensayos de actividad Topo II, de la misma forma que se explico

en los apartados 2.3.2. y 2.3.3.

2.4.5 Cuantificaciéon del dafio en el ADN, producide por bufalin e ICRF-193,
mediante la electroforesis de células aisladas en gel de agarosa (SCGE) o
“ensayo del cometa”

El SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis) o “ensayo del cometa” es un método
rapido, sensible y facilmente reproducible para determinar las roturas inducidas en el ADN
por distintos agentes mutagénicos en células eucaridticas (Fairbairn y col., 1995). La
ventaja principal de este método es que no se necesita un numero alto de células para
realizarlo y es un ensayo muy util para trabajar con células quiescentes de diferentes
tejidos, ya que no requiere células proliferativas para poder observar el daifio.

Desde que la técnica fue descrita por primera vez por Ostling y Johanson en 1984,
han surgido muchas modificaciones y actualmente el protocolo mas utilizado fue el
descrito por Singh y colaboradores en 1988, en el que las células son sometidas a unas
condiciones alcalinas de lisis y electroforesis de manera que este ensayo nos permite
detectar las roturas de doble cadena, de cadena simple, asi como los sitios labiles a alcali.
De esta forma, en las células controles (sin dafio) visualizaremos al microscopio de
fluorescencia los nticleos redondos y en las células con el ADN dafiado, aparecera una
migracién de los fragmentos de ADN produciendo lo que se conoce como la cola del
cometa (Fig). Esta migracion del ADN, y en definitiva la cola del cometa, estd en funcién

del tamafio de los fragmentos de ADN y del niimero de éstos.
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Nucleo control Nucleo dafiado

Figura 25. Aspecto de los niicleos tras el ensayo del cometa. Tras la lisis celular y la electroforesis los
nticleos control tienen un aspecto redondeado, mientras que los dafiados adquieren la forma de un cometa, ya
que los fragmentos de ADN migran hacia el anodo.

Para estudiar el posible dafio genético inducido por estos inhibidores, las células se
mantuvieron en presencia de bufalin a unas concentraciones finales de 1, 10, 100 y 500
uM, durante 22 h. Para el tratamiento con el ICRF-193 las concentraciones utilizadas
fueron de 2, 5, 10 y 25 uM, durante un periodo de 3 h.

A partir de este momento se procedid a realizar el ensayo del cometa, para lo cual
se recogieron las células con rascador y se resuspendieron en un volumen de PBS
quedando a una concentracion de 10° células/ml. En todo momento se cuid6 especialmente
el mantener las células en hielo, una vez cumplidos los tiempos de tratamiento, ademas de
las soluciones frias, con el fin de que el dafio producido no se reparase. El protocolo del
cometa que realizamos en este trabajo ha sido basicamente el descrito por Singh y col.
(1988) con algunas modificaciones.

Para la realizacién del ensayo preparamos la primera capa de agarosa al menos un
dia antes de llevar a cabo el experimento. Esta consistié en agarosa normal al 1% (FMC)
en H,Oq4 que se calent6 hasta alcanzar aproximadamente los 55 °C, dentro de la cual se
introdujeron portaobjetos en vertical, con un extremo esmerilado para evitar el
desprendimiento de dicha capa. Estos se dejaron secar y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

Para la preparacion de la segunda capa se preparé agarosa de bajo punto de fusion
(Bio-Rad) al 0.7% en PBS y se mantuvo a una temperatura de 37 °C para su uso. Sobre la
primera capa de agarosa, se afiadieron 60 pl de agarosa de bajo punto de fusion y 20 pl de
la suspension celular, se colocd un cubreobjetos con cuidado y se dejé gelificar unos 5 min
a4°C.

Transcurrido este tiempo, y después de retirar el cubreobjetos, se cubri6 la segunda
capa con 80 pl de agarosa de bajo punto de fusién a 37 °C y, tras poner otro cubreobjetos,
los portas se colocaron de nuevo a 4 °C durante 5 min.

Una vez gelificada la tercera capa de agarosa, los portas se sumergieron en una

solucidon de lisis de membranas, previamente refrigerada, de pH 13. Esta solucién esta
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formada por un tampén de lisis (CINa 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris-CIH 10 mM, N-
Laurosilsarcosinato 0.77% p/v, NaOH 0.25 M, pH 10) al que se afiadié 10% (v/v) de
DMSO y 1% (v/v) de Tritén X-100 (Fluka) en el momento de utilizarla. Los portaobjetos
se mantuvieron en esta solucion a 4 °C y en oscuridad durante 1 h.

Tras la lisis celular, los portas se.colocaron sobre una cubeta horizontal de
electroforesis que se llend con tampodn electroforético recién preparado y frio (EDTA 1
mM, NaOH 300 mM, pH>12). Los portaobjetos se dejaron en el tampén durante 20 min
para permitir el desenrollamiento del ADN antes de la electroforesis, que se realizé a 4 °C
durante 20 min a 1.6 V/ cm y 300 mA.

Una vez terminada la electroforesis los portaobjetos se lavaron varias veces con
tampoén de neutralizacion frio (Tris-CIH 0.4 M, pH 7.5) durante 5 min para eliminar las
sales y detergentes que podrian interferir con la tincién posterior. Para la tincién se afiadio
50 ul de DAPI (5 pg/ml) preparado en Vectashield (medio de montaje que preserva la
fluorescencia, laboratorios Vector, Burlingame, USA) a una concentracién de 5 pg/ml.

Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia OLYMPUS Vanox
AHBT3 y se captaron (usando el objetivo ‘de 20X) iméagenes de 50 células escogidas
aleatoriamente en cada tratamiento, que se analizaron posteriormente mediante el
programa CASys (Synoptics, Ltd, image processing systems, UK)

Como pardmetro para analizar el nivel de dafio en el ADN se emple6 el momento
de los cometas, definido como el producto del porcentaje de ADN presente en la cola por

la longitud de la misma (Singh y col., 1988).

2.5 CUANTIFICACION DEL DANO INDUCIDO POR RADIACION IONIZANTE Y

REPARACION DEL MISMO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DEL INHIBIDOR DE TOPO 1II
BUFALIN

2.5.1 Estudio dosimétrico del daiio a tiemp6 Oh.

Para estudiar el dafio genético inducido por la radiacién ionizante inicialmente, en
ausencia de reparacion, y establecer una curva de dosimetria se emple6 el SCGE (Single
Cell Gel Electrophoresis) o “ensayo del cometa”. Para ello las células se irradiaron en hielo
con un rango de dosis de 3 a 7 Gy para la linea AA8 y de 2 a 6 Gy para las EM9 (la
diferencia de dosis se debe a la mayor radiosensibilidad de estas tltimas) e inmediatamente
se procedié a la realizacion del “ensayo del cometa” (apartado 2.4.5), manteniendo siempre

en hielo las células y con todas las soluciones frias, con el fin de evitar la reparacion.
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2.5.2 Reparacion del dafio inducido por la radiacién ionizante

A diferencia del apartado anterior, en este caso si permitimos que las células
tuviesen la oportunidad de reparar el dafio producido por los rayos X, manteniéndolas en el
incubador a 37 °Cdespués de irradiar con la dosis elegida de 4 Gy para la linea AA8 y de 3
Gy para la linea radiosensible EM9. Los tiempos de reparacion fijados fueron de 15, 30, 45
min, 1,2 y 3 h, después de irradiar. También se llevaron en paralelo un frasco de cultivo en
el que se examind el dafio inicial (0 h) y otro frasco control (sin irradiar).

Cumplidos estos tiempos, las células se procesaron para la realizacién del ensayo

del cometa (apartado 2.4.5).

2.5.3 Modulacion de la reparacion tras el tratamiento combinado de rayos X con el
inhibidor bufalin

Nuestro objetivo consistia en ver si la inhibicion de la Topoisomerasa II, en base a
la posible implicacion de dicha enzima en la reparacion del dafio en el ADN, modificaba
de alguna forma la reparacion del dafio inducido por la radiacién ionizante. Para ello
utilizamos nuevamente el ensayo del cometa.

Con esta finalidad las células de AA8 y EM9 se incubaron durante 22 h en
presencia de una concentracién de 5x10* M de bufalin (anteriormente se comprobé que
esta concentracién y este periodo de tratamiento provocaba la inhibicién de la actividad
Topo I, y que se puede observar en la figura 38A y B). Transcurrido este tiempo y en
presencia del inhibidor las células se irradiaron con 5 Gy (para las AAS) o de 4 Gy (para
las EM9) (al igual que en el apartado 2.5.2). A partir de este momento se permitioé que las
células reparasen incubando los frascos de cultivo a 37 °Cdurante distintos intervalos de
tiempo, al igual que en el apartado anterior, desde 15 min hasta un méaximo de 3 h.
Transcurridos estos tiempos las células se colocaron en hielo y se llevd a cabo el ensayo
del cometa (apartado 2.4.5). Igualmente se procesaron células a tiempo Oh (en ausencia de

reparacion) y células controles.

2.5.4 Cuantificacién de daiio inicial mediante electroforesis de campo pulsante

Se llevé a cabo la electroforesis de campo pulsante para cuantificar el dafio inicial
producido por rayos X en presencia y ausencia del solvente DMSO, medio recomendado
por el proveedor en el que se disuelve el bufalin, con la finalidad de comprobar el efecto

radioprotector que este agente posee. De esta forma cultivos de AA8 y EM9 en
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crecimiento exponencial se irradiaron con una dosis de 50 Gy en presencia y ausencia de
DMSO al 5 y 10 %, manteniendo dicho compuesto en el medio de cultivo durante 22 h
antes de irradiar. Tras irradiar en hielo para evitar la reparacion, las células se procesaron
para realizar la electroforesis de campo pulsénte. El método utilizado fue basicamente el
descrito por Elia y Bradley (1992) con algunas modificaciones. Asi, después de la
irradiacion las células se tripsinizaron, se lavaron en PBS y se determind el nimero de
células por ml. Las células se resuspendieron en agarosa de bajo punto de fusién al 0.8 %
en PBS (Bio-Rad), quedando a una concentracion final de 4 x 10° células por ml. Los
moldes utilizados para formar los “plugs” (Bio-Rad, de 250 pl) se rellenaron con la
suspension celular y se mantuvo el molde a 4 °C durante 30 min para conseguir que la
agarosa gelificara. Transcurrido este tiempo los “plugs” se sumergieron en solucién de lisis
(EDTA 0.5 M pH 8, N-Laurosilsarcosinato 2% p/v, proteinasa K 0.5 mg/ml) donde se
mantuvieron de 18 a 24 h a 37 °C. Posteriormente se prepar6 el gel de agarosa normal al
0.8 % en TBE 0.5X (Tris-CIH 0.05M, borato.0.05M, EDTA 0.1mM, pH 8.4) y se cargaron
las diferentes muestras en los pocillos. La electroforesis de campo pulsante se llevé a cabo
en un sistema CHEF-DRII (Bio-Rad), usando el tampén TBE 0.5X, manteniendo su
temperatura a 14 °C y empleando unas condiciones de 45 V durante 96 h, con cambio del
pulso de corriente cada 60 min. Los geles se tifieron con Bromuro de Etidio a una
concentraciéon de 3 pg/ml durante 5 min, se destifieron en H;O4 durante 30 min y

finalmente se fotografiaron (Polaroid) bajo iluminacién con luz u.v. de longitud de onda

corta.
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3. RESULTADOS

3.1 ANALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Este estudio previo y detallado de la progresion a lo largo del ciclo celular de cada
una de las lineas celulares en particular empleadas en este trabajo era necesario con el fin
de, posteriormente, poder realizar los distintos tratamientos, en este caso con rayos X, en la
fase del ciclo celular deseada.

Con el fin de obtener cultivos sincronicos y poder conocer el tiempo de
permanencia de la poblacién en cada una de las fases del ciclo celular, se llevaron a cabo
dos protocolos diferentes de sincronizacion debido a que las lineas celulares empleadas en
el estudio presentaban caracteristicas diferentes de adherencia al sustrato.

Como ya detallamos en materiales y métodos, los fibroblastos de hamster Chino
AA8 (parental))EM9 (mutante)y CHO K1 (parental)/xrs-5 (mutante) se sincronizaron en
mitosis mediante el método de agitacion (“shake off”) siguiendo el protocolo que se

esquematiza a continuacion:

Colcemida
2x107M
¢ . oh . 2h 4h 6h 8h 16 h
/ | ] | l | V/i |
“ | | | | | 4 ]
Frascos de
175 cm? Fijaciones sucesivas con intervalos de 2h
Shake-off Sembrar en frascos de 25 cm? !
Células mitoticas - Lavar—  Fijar tiempo Oh |—> Analisis mediante citometria de flujo

Las figuras 26, 27, 28 y 29 muestran la distribucion del ciclo celular para las lineas
AA8, EM9, CHO K1 y xrs-5, respectivamente. Como se puede observar en dichas figuras,
la poblacién de células mitéticas seleccionada por nosotros progresaba de forma sincrénica

tras su siembra, a través de las distintas fases de ciclo celular.
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Figura 26. Estudio de citometria de flujo para la linea parental AA8 sincronizada en metafase
mediante “shake-off” (Oh) y muestreada para analizar su progreso a través del ciclo celular. En
cada histograma el pico de la izquierda representa la poblacion celular en Gl, en el que el
contenido en ADN es 2C; el pico de la derecha corresponde a la poblacion celular en la fase
G2/M, contenido en ADN 4C y la poblacién entre las dos fases representa a las c€lulas en fase S,
transicién en el contenido de ADN entre 2C y 4C, ya que en esta fase se replica el ADN.
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Figura 27 Estudio de citometria de flujo para la linea mutante EM9 sincronizada en metafase
mediante “shake-off” (Oh) y muestreada para analizar su progreso a través del ciclo celular. Se
puede observar como la poblacién mitdtica avanza en buena sincronia por las distintas fases del
ciclo celular. En este caso y a diferencia de la linea parental, el tiempo de ciclo es de
aproximadamente 16h.
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Figura 28. Estudio de citometria de flujo para la linea parental CHO K1 sincronizada en
metafase mediante “shake-off’ (Oh) y muestreada para analizar su progreso a través del ciclo
celular 4h, 8h 10h, 12h y 14h después de sembrarlas en medio fresco. Se puede observar como la
poblacién mitdtica avanza en buena sincronia por las distintas fases del ciclo celular.
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Figura 29. Estudio de citometria de flujo para la linea radiosensible xrs 5 sincronizada en
metafase mediante “shake-off” (Oh) y muestreada para analizar su progreso a través del ciclo
celular 4h, 8h 10h, y 14h después de sembrarlas en medio fresco. Se puede observar como la
poblacién mitética avanza en buena sincronia por las distintas fases del ciclo celular.
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Figura 30. Estudio de citometria de flujo para la linea parental V79 y su correspondiente linea
mutante irs2 sincronizadas por confluencia en G1.

Debido a que las lineas celulares V79 (parental)/irs2 (mutante) presentan una
elevada adherencia al sustrato, no pudimos sincronizarlas mediante “shake off” como en €l
caso de las anteriores, por lo que estas células se sincronizaron en la fase G1/Go del ciclo
celular, permitiendo que el cultivo alcanzara el estado de confluencia. El protocolo seguido

en este caso fue el que se muestra en el esquema siguiente:

Fijar tiempo O h

Sembrar en 4
2
frascos de 75 cm Tripsinizar y sembrar en frascos de 25 cm?
L l l 0h 2h 4h 6h 8h
/ L ] ] | l
“ | | | 7 1

Crecimiento celular hasta la confluencia
Fijaciones sucesivas con intervalos de 2h

L—* Analisis mediante citometria de flujo

En la figura 30 se muestra la casi perfecta sincronizacion obtenida siguiendo este
protocolo, para las lineas celulares V79/irs2, aunque solo las pudimos sincronizar en la
fase de G1-Go del ciclo, ya que una vez el cultivo alcanza el estado de confluencia, las

células detienen su progresion a través del ciclo celular y el reiniciar de nuevo dicha
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fase de G1-Go del ciclo, ya que una vez el cultivo alcanza el estado de confluencia, las
células detienen su progresion a través del ciclo celular y el reiniciar de nuevo dicha
progresion no les resulta nada facil y no toda la poblacién entra en la siguiente fase de
forma sincrénica, sino que dicha entrada ocurre de forma escalonada. Debido a ello, en
este caso no pudimos obtener células sincronizadas en las fases S y G2 del ciclo celular.
Tras observar los histogramas de citometria de flujo elegimos la fase G1 del ciclo
celular para llevar a cabo los experimentos de irradiacion por dos razones
fundamentalmente. Por una parte, en la fase G1, y antes de que las células entren en la fase
S y repliquen su ADN, existen puntos de control importantes, como es bien conocido para
la proteina p53, que censan el dafio y desencadenan, en Gltimo término, la reparacion del
dafio en el ADN o, en el caso de que el dafio sea dificil de reparar, la muerte celular por
apoptosis. En segundo lugar ésta era la fase del ciclo celular en la que, como hemos podido

ver, obteniamos una mejor sincronizacion de la poblacion para cada una de las lineas.

3.2 MODULACION DE LA ACTIVIDAD Y CANTIDAD RELATIVA DE TOPOISOMERASA 1Y II
TRAS EL TRATAMIENTO CON RADIACION IONIZANTE

3.2.1 Modulacién de la actividad Topoisomerasa 1 y II tras la irradiaciéon en G1

La actividad relativa de Topo I se midi6 en términos de su capacidad para relajar
ADN superenrollado, y de la Topo II en funciéon de su capacidad de desencadenar ADN de
doble hebra de cinetoplasto encadenado en presencia de ATP.

Las células se irradiaron con 5 Gy de rayos X cuando se encontraban en la fase G1
del ciclo celular, y esto correspondia, segin los histogramas de citometria de flujo, a 3h
después de sembrar las células mitéticas, en el caso de la linea AA8, y a 4h para el resto de
las lineas sincronizadas en mitosis (EM9, CHO K1 y xrs-5). En el caso de las lineas
celulares sincronizadas en G1-GO por confluencia (V79 e irs2), los cultivos se
tripsinizaron, se repartieron en distintos frascos con medio fresco y 1h mas tarde, cuando
las células se habia adherido al sustrato, se irradiaron igualmente con 5 Gy de rayos X.
Transcurridos 15 min 6 bien 1 h después de la irradiacion se llevd a cabo la extraccion de
las proteinas nucleares totales, y con estos extractos se ensayo la posible modulacién de las
actividades Topoisomerasas que pudiera haber existido como consecuencia del tratamiento
con 5 Gy de rayos X. De forma paralela, siempre se muestrearon y analizaron células

control no irradiadas para poder realizar estudios comparativos.
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Como se observa en la figura 31A, la actividad Topo I se incrementa claramente en
la linea celular AAS tras la irradiacidn en la fase G1, como se demuestra al aparecer mayor
cantidad de ADN en estado relajado, siempre comparandolo con las mismas células y a los
mismos tiempos pero sin ser irradiados (células controles). Este incremento en la
capacidad de relajacion de la Topo I existente en los extractos nucleares fue mayor a los 15
min que en el caso de analizarse una hora después de la irradiaciéon. Una importante
observacién fue que a diferencia de la linea parental, la linea radiosensible EM9 no mostré
incremento en la actividad Topo I después del tratamiento con 5Gy de rayos X. Con
respecto a la actividad Topo II se observé igualmente un incremento tras la irradiacion, en
la linea AA8, aunque en este caso fue mas evidente una hora después del tratamiento. En el
caso de la linea EM9, aunque presentaba una mayor actividad Topo II basal que la linea
parental (figura 31B), no mostraba ninguna modificacién como consecuencia de recibir el
tratamiento con rayos X, al igual que ocurria para la actividad Topo I.

El ensayo de actividad Topo I para las lineas celulares CHO Kl1/xrs-5, como
podemos observar en la figura 32A, nos muestra que los extractos nucleares de las células
de xrs-5 (mutante radiosensible) irradiadas presentan una menor actividad Topo I que los
controles no irradiados y que la linea parental CHO K1, en la que dicha actividad Topo I
no parece verse afectada como consecuencia de la irradiacion. Con respecto a la Topo II
(figura 32B), podemos observar como existe un incremento moderado de dicha actividad
en los extractos nucleares procedentes de la linea parental CHO K1, 1h después de recibir
5Gy de rayos X. Contrastando con estas observaciones, el mutante xrs-5 mostraba una
mayor actividad basal Topo II que la linea parental, aunque de forma sefialada aparecia una

fuerte inhibicién enzimatica 1h después de recibir el tratamiento.
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Figura 31. Estudio de la actividad relativa de la Topo I y Topo II en extractos nucleares de células AA8 y EM9
sincronizadas en G, tratadas con 5Gy de rayos X y control. (A) Ensayo de actividad Topo I: calles 1 y 2, plasmido pRYG
superenrollado (sup) y relajado (rel), respectivamente; calles 3, 5, 7 y 9, células no irradiadas; calles 4 y 8, muestras
recogidas 15 min después de la irradiacion; calles 6 y 10, muestras recogidas 1 h después de la irradiacion. (B) Ensayo de
actividad Topo II: calle 1, marcador de ADN encadenado (enc), calles 2 y 3, marcador de ADN desencadenado (des) y
lineal (lin), respectivamente; calles 4, 6, 8 y 10, células no irradiadas; calles 5 y 9, muestras recogidas 15 min después de la
irradiacion; calles 7 y 11, muestras recogidas 1h después de la irradiacion.
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Figura 32. Estudio de la actividad relativa de la Topo | y Topo II en extractos nucleares de células CHO K1 y xrs 5
sincronizadas en G, tratadas con 5Gy de rayos X y control. (A) Ensayo de actividad Topo I: calles 1y 2, plasmido pRYG
superenrollado (sup) y relajado (rel), respectivamente; calles 3, 5, 7 y 9, células no irradiadas; calles 4 y 8, muestras
recogidas 15 min después de la irradiacion; calles 6 y 10, muestras recogidas 1 h después de la irradiacion. (B) Ensayo de
actividad Topo II: calle 1, 2 y 3, marcador de ADN lineal (lin), desencadenado (des) y encadenado (enc), respectivamente;
calles 4, 6, 8 y 10, células no irradiadas; calles 5 y 9, muestras recogidas 15 min después de la irradiacion; calles 7 y 11,
muestras recogidas 1h después de la irradiacion.
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Figura 33. Estudio de la actividad relativa de la Topo I y Topo I en extractos nucleares de células V79 e irs2 sincronizadas
en Gl, tratadas con 5SGy de rayos X y control. (A) Ensayo de actividad Topo I: calles 1 y 2, plasmido pRYG
superenrollado (sup) y relajado (rel), respectivamente; calles 3, 5, 7 y 9, células no irradiadas; calles 4 y 8, muestras
recogidas 15 min después de la irradiacion; calles 6 y 10, muestras recogidas 1 h después de la irradiacion. (B) Ensayo de
actividad Topo II: calle 1, 2 y 3, marcador de ADN lineal (lin), desencadenado (des) y encadenado (enc), respectivamente;
calles 4, 6, 8 y 10, células no irradiadas; calles 5 y 9, muestras recogidas 15 min después de la irradiacion; calles 7y 11,
muestras recogidas 1h después de la irradiacion.

74



Resultados

Los resultados obtenidos para las lineas celulares V79/irs2 (figura 33) nos
mostraban la existencia de un claro aumento de la actividad Topo I (figura 33A), 1h
después de la irradiacion con 5Gy de rayos X, en los extractos nucleares procedente tanto
de la linea parental (V79) como de la linea mutante (irs2). Por otra parte, la actividad Topo
IT (figura 33B) mostraba igualmente un incremento moderado después de la irradiacién
tanto a los 15 min como 1 h después de recibir el tratamiento en el caso de la linea
parental, mientras que en la linea irs2 solo observdbamos este aumento lh después del
tratamiento.

En resumen, nuestros resultados muestran, en general, una clara modulacién en la
actividad Topoisomerasa en las lineas parentales como consecuencia de la irradiacion, si
bien las lineas radiosensibles han mostrado un comportamiento diferente. Esto se hizo

especialmente evidente para el caso de las lineas AA8 y EM9.

3.2.2 Anilisis inmunocitoquimico para la determinacion de la expresion de las
Topoisomerasas

Realizamos la determinacién inmunocitoquimica de la Topo [ y II, con la finalidad
de averiguar si el incremento en la actividad catalitica observado en la linea parental AA8
después de la irradiacion se debia a un incremento en la cantidad de enzima o més bien era
consecuencia de modificaciones postraducionales, como la fosforilacién (como vimos en la
introduccion). Para ello, células en cultivo asincrénicas se irradiaron con 5Gy de rayos X,
y tanto 15 min como 1h después se procedid a la inmunotincién usando anticuerpos anti-
Topo I o anti-Topo II de forma alternativa. Como se muestra en la Figura 34, los nucleos
de la linea AA8 presentaban un claro incremento en la expresion de la enzima Topo I 1h
después de la irradiacion (figura 34B), en comparacion con los controles no irradiados
(figura 34A). Sin embargo, y a pesar del incremento que habiamos observado en la
actividad Topo I 15 min después del tratamiento, a este tiempo no se observo tal
incremento en cuanto a la expresion de la enzima. Por otra parte, en la linea celular EM9,
en concordancia con lo observado en los ensayos de actividad, los niveles de Topo I
aparecian inalterados después de la irradiacién, sin mostrar diferencia aparente con las
células controles tanto a los 15 min, como una hora después de recibir los 5Gy de rayos X
(figura 34C y 34D). Con respecto a la Topo II no se observd ningun incremento de la
cantidad relativa de la enzima en el nucleo tanto en la linea parental como en la linea

mutante radiosensible.
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Figura 34. Topoisomerasa [ en células controles ¢ irradiadas, visualizadas por tincion inmunocitoquimica.
(A) y (C) corresponden a células no irradiadas de AA8 y EM9, respectivamente. (B) y (D), células de AA8 y
EMY, respectivamente, 1 h después de la irradiacion con 5 Gy de rayos X. En la fotografia se observa un
incremento significativo de la tincién con el anticuerpo anti-Topo I sélamente en los nucleos de la linea
parental 1 h después de la irradiacion.

Estos mismos experimentos se realizaron en las lineas celulares (CHO K1/xrs-5 y
V79/irs2) sin obtener diferencia alguna entre los nicleos de las células irradiadas y los de

células controles.

3.2.3 Anilisis de la cantidad celular total de Topoisomerasas

Para la determinacion de posibles cambios de expresion de las Topoisomerasas,
extractos proteicos nucleares procedentes de cultivos celulares control y de cultivos
celulares irradiados, 15 min y 1h después de irradiar con una dosis de 5 Gy, se sometieron
a electroforesis y a una posterior deteccién utilizando anticuerpos policlonales que
reconocen a la Topo I 0 a la Topo Il (Western blotting). Esto se realiz6 para cada una de
las lineas utilizadas en los experimentos anteriores.

A diferencia de los cambios observados en las actividades Topoisomerasas, la
cantidad total de enzima no parece cambiar de manera significativa en los tiempos
muestreados después de la irradiacion, cuando comparamos con células no irradiadas, para
cada una de las lineas celulares utilizadas. En la figura 35 se muestran los resultados

obtenidos para la linea AAS.
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Figura 35. Andlisis de la cantidad relativa de Topo I y II para la linea parental AA8 mediante
electroforesis en geles de acrilamida y posterior transferencia a membranas de PVDF. La visualizacion de
las bandas se llevo a cabo incubando con el anticuerpo anti-Topo I o anti-Topo II. En ningin caso se
observa incremento en la cantidad de proteina 15 min (calle 2) o 1 h (calle 3) después de la irradiacion, en
comparacion con células controles no irradiadas (calle 1).

3.3 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS INHIBIDORES DE TOPOISOMERASA
I1, BUFALIN E ICRF-193

En este apartado se pretendia conseguir la identificacion de, al menos, un inhibidor
de Topo II que, por una parte, provocase la inhibicién de la enzima pero no mediante la
estabilizacion del complejo de rotura, como es el caso de los venenos de Topoisomerasas,
y que ademas fuese un inhibidor limpio, es decir, que no provocase daifio en el ADN. Estos
eran los requisitos que en nuestra opinion deberian cumplir alguno de estos compuestos
para ser elegido y, posteriormente poder continuar con nuestras investigaciones iniciales
acerca de si la inhibicién de la Topo II podria modificar la tasa de reparacion en células
que, en presencia de dicho inhibidor recibieran la dosis elegida de rayos X. Las lineas
celulares seleccionadas para llevar a cabo estos experimentos fueron la AA8 (parental) y
EM9 (mutante deficiente en reparacion) procedentes de ovario de hamster Chino, debido a
que fueron las que mostraron, de forma mas clara y contundente, una modulacién de la
actividad Topoisomerasa tras el tratamiento con rayos X (figura 31A y 31B). Asi que

desde este momento nos referiremos exclusivamente a ellas como objeto de los siguientes

ensayos llevados a cabo.

3.3.1 Ensayos de citotoxicidad mediante la técnica de la tincion con sulforrodamina B
(SRB)

El tratamiento de la linea parental AA8 asi como la radiosensible EM9 con la bis-
dioxopiperazina ICRF-193, considerada por muchos autores como un verdadero inhibidor
catalitico de Topo II, provocéd una disminucion significativa de la viabilidad celular a partir
de una concentracion de 0.05uM, como observamos en los datos obtenidos mediante el test

de SRB y que se representan en la figura 36A. Por otra parte, también podemos observar
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una aparente menor sensibilidad de la linea mutante EM9 a este compuesto con respecto a
la linea parental AAS. Esta diferencia de sensibilidad al compuesto entre la linea parental y

la radiosensible resulté ser estadisticamente significativa tras aplicar el test #-Student, para
una p<0.05.
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Crecimiento relativo (%)

20 -

0 0,01 005 01 0,5 1 2 5 10 25
Concentracién de ICRF-193 (M)

120 -
100 -
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0 0,5 1 5 10 50 100 500
Concentracion de bufalin (uv)

Figura 36. Efectividad de diferentes concentraciones .de los inhibidores de Topo II ICRF-193 (A) y bufalin (B) para
inhibir ¢l crecimiento celular en las linea mutante de CHO EM9 ( @) y su correspondiente linea parental AA8 ( [:] ),
mediante el ensayo de la SRB. Las barras indican la desviacion estandar a partir de tres experimentos independientes.

Analisis estadisticos (/-test Student’s) muestran la existencia de diferencias significativas (p=0.02)entre ambas lineas
celulares sélo en el caso del ICRF-193.

Estos mismos protocolos experimentales se llevaron a cabo con el compuesto
bufalin, que igualmente provocé una dramatica disminucién de la supervivencia celular,

mas evidente a dosis mayores de 10 uM (figura 36B). A diferencia de los resultados
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obtenidos para el compuesto ICRF-193, sin embargo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre la linea parental y la radiosensible.

3.3.2 Efecto del ICRF-193 y del bufalin sobre la actividad catalitica Topo II

En concordancia con el efecto negativo de estos dos compuestos en la
supervivencia celular (figura 36), se demostrdé que tanto el ICRF-193 como el bufalin
fueron capaces de inhibir de manera eficiente la actividad catalitica Topo II in vivo, y
analizada en los respectivos extractos nucleares de las lineas AA8 y EMO.

La figura 37 muestra la pérdida de capacidad para desencadenar ADN encadenado
de doble cadena de cinetoplasto (KADN) t1Jas el tratamiento con el inhibidor catalitico de
Topo II ICRF-193 en las lineas AA8 (figura 37A) y EM9 (figura 37B). Como podemos
concluir de la comparacién de estos resultados, existe una buena correlacion entre la
capacidad del ICRF-193 para inhibir la actividad Topo II y el efecto negativo que provocd

este compuesto en la supervivencia celular, como se mostraba mediante el ensayo de SRB
(figura 36).
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Figura 37. Inhibicion de la actividad catalitica Topo II tras el tratamiento de 22 h con el compuesto ICRF-193. (A)
Capacidad para desencadenar ADN de cinetoplasto encadenado (kADN) en AA8 y (B) igual para la linea EM9. Para ambas
lineas celulares, calle 1, control; calle 2, 2 uM de ICRF-193; calle 3, 5 pM; calle 4, 10 uM; calle 5, 25 uM; calles 6 y 7,
marcador de ADN encadenado de cinetoplasto (enc) y desencadenado (des), respectivamente.

Con respecto al bufalin (figura 38), se observaron resultados similares en cuanto a la
eficiencia para inhibir la actividad catalitica Topo II en ensayos in vivo, tanto en la linea
AAS (figura 38A) como en EM9 (figura 38B). En este caso, observamos igualmente una
buena correlacion entre las dosis de bufalin que provocaban una disminucién de la
supervivencia celular (figura 36) y aquellas dosis capaces de provocar una inhibicién clara

de la actividad catalitica Topo IL.
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Figura 38. Inhibicién de la actividad catalitica Topo II tras el tratamiento de 22 h con el compuesto bufalin. (A) Capacidad
para desencadenar ADN de cinetoplasto encadenado (KADN) en AA8 y (B) igual para la linea EM9. Para ambas lineas
celulares, calle 1, marcador de ADN encadenado de cinetoplasto (enc); calle 2, control; calle 3, 1 uM de bufalin; calle 4, 10
uM; calle 5, 100 uM y calle 6, 500 pM.

Es importante destacar, por otra parte, los resultados que obtuvimos cuando
analizamos la actividad Topo II in vitro con el compuesto bufalin, es decir, cuando
extractos nucleares de células que habian crecido sin recibir tratamiento alguno, se
incubaron con distintas concentraciones del inhibidor, a diferencia del ensayo in vivo, en el
que como hemos visto antes el inhibidor se édicionaba al cultivo celular y posteriormente
se extraian las proteinas nucleares. A diferencia de la inhibicion de la actividad Topo II

observada en la figura 38 (analisis in vivo), el andlisis obtenido mediante los experimentos
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llevados a cabo in vitro no mostraba ninguna modificacion de la actividad enzimatica Topo
II en los extractos incubados con las distintas concentraciones de bufalin, tanto en AAS
como en EM9, presentando asi la misma actividad que en células controles (incubadas en
ausencia del compuesto) (figura 39B).

A diferencia del bufalin, los andlisis iﬁ vitro llevados a cabo en presencia de ICRF-
193 (figura 39A), si mostraban inhibicién de la actividad catalitica Topo II de manera dosis

dependiente, de forma semejante a los resultados obtenidos mediante los andlisis in vivo.
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Figura 39. Ensayo in vitro de la actividad catalitica Topo 11 después de la incubacion del extracto de
proteina nuclear de células AA8 controles con el compuesto ICRF-193 (A) o bufalin (B). (A) calle 1,
marcador encadenado (enc); calle 2, control; calles 3 y 4, 10 uM y 25 uM de ICRF-193,
respectivamente. (B) calle 1, control; calles 2 'y 3, 100 uM y 500 uM de bufalin, respectivamente; calle
4, marcador encadenado de cinetoplasto (enc) y calle 5, marcador desencadenado (des).
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3.3.3 Analisis de la produccién de aberraciones cromosémicas

Como se puede observar en la Tabla X, el compuesto ICRF-193 poseia un efecto
clastogénico que se manifiesta de manera dosis-dependiente para dosis de 5x10° pM y
superiores. En la mencionada tabla se puede observar que la linea mutante EM9 acumulé
un mayor nimero de aberraciones, tras el tratamiento, que la linea parental AA8, como
ocurre generalmente para cualquier agente clastogénico, dado el defecto de la linea
mutante para reparar las roturas de cadena de ADN.

Por su parte, contrastando con el claro efecto clastogénico del ICRF-193, el bufalin
no fue capaz de provocar dafio cromosdmico a ninguna de las concentraciones empleadas
en estas dos lineas celulares y para ninguno de los protocolos seguidos (ya sea dejando 5 h

de recuperacion o sin recuperacion en absoluto).

Dosis Tipo de aberraciones cromosémicas

AA8 RC RI I D A AM % AC (#S.D)
Control 3 3 0 2 0 0 4.0+0,43
10° uM 4 3 0 2 0 0 4.5+0,41
5X10° pM 3 7 3 1 1 0 7.5+0,54
1072 uM 11 20 2 2 2 23 18.5+ 1,03
5X10? uyM 22 88 73 15 9 111 104.5+ 1,99
0.1 uM - - - - - - NC

EM9 ,

Control 5 10 3 2 0 0 10 0,62
107 uM 4 9 1 5 0 1 10 + 0,62
5X10” uM 10 20 3 1 1 1 18 + 0,82
107 pM 8 34 10 11 1 25 32+1,10
5X107% uM 32 185 101 32 8 73 179 + 2,62
0.1 uM - - - - - - NC

Tabla 4. Frecuencia de aberraciones cromosémicas (AC) en células de AA8 y EM9 tratadas con diferentes
concentraciones de ICRF-193. RC, roturas cromatidicas; RI, roturas isocromatidicas; I, intercambios; D,
dicéntricos; A, anillos; AM, aberraciones multiples. Esta filtima no se incluy6 en la estadistica. Se contaron
un total de 200 metafases para cada concentracion.

NS, no cuantificable.

3.3.4 Produccion de células endorreduplicadas

Una interesante observacion fue que tras el tratamiento de células AA8 y EM9 con
el compuesto ICRF-193, utilizando dosis entre 0.025 y 1 uM se detectd la presencia de
células mitdticas que mostraban diplocromosomas como resultado del fenémeno de

endorreduplicacion, como se observa en la figura. 40A.

83



Resultados

12 4

10 -

0 AA

m EM9

control 0,025 0,05 0.1 0,25 0,5 1

ICRF-193 (uM)

Fig.ura 40. (A) Célula endorreduplicada de EM9 mostrando diplocromosomas (formados por 4 cromatidas) en metafase
después del tratamiento con 0.05 uM de ICRF-193. La flecha sefiala una aberracion cromosémica inducida por este
inhibidor catalitico de Topo II. (B) Produccion de células endorreduplicadas en respuesta al tratamiento con el inhibidor de
Topo II ICRF-193. Se puede observar que en ausencia de tratamiento con el inhibidor no se observaron células
endorreduplicadas en las AA8, a diferencia de la linea EM9 en la que se encontraron aproximadamente un 2 %. Incluso
teniendo en cuenta este nivel basal de endorreduplicadas en la linea mutante, existe una frecuencia de endorreduplicadas en
EM9 extremadamente alta (#-Student’s, p<0.001), en comparacion con la linea parental y para cada una de las
concentraciones utilizadas. Concentraciones de 2 uM y mayores afectaban de forma muy negativa a la division celular.
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Esta observacidn esta de acuerdo con resultados similares previamente publicados para el
tratamiento con los venenos de Topo II etoposido (VP-16) y mitoxantrona (Sumner, 1998).
En la figura 40B se muestran los porcentajes de metafases que presentaron
diplocromosomas en las lineas AA8 y EMY tratadas con ICRF-193. Dicha figura
representa la media obtenida de tres experimentos independientes, en los que se analizaron
un total de 2000 metafases, para cada una de las concentraciones empleadas, al igual que
para el control, en cada una de los experimentos realizados. Habria que destacar que, como
resulta evidente de la observacion de la figura, para cualquiera de las dosis elegidas de este
compuesto, el namero de células endorreduplicadas obtenido fue siempre
considerablemente mayor en la linea mutante EM9 que en la linea parental, ademas de que
las células controles de la linea mutante EM9 presentaban, atin en ausencia del tratamiento,
un cierto nivel basal de células endorreduplicadas, a diferencia de lo que se observé para la
linea parental AAS8, en la cual la observacion de endorreduplicacion espontinea era
extremadamente infrecuente (Cortés y col., 1993).

De igual forma, se analiz6 la posibilidad de que el bufalin provocase
endorreduplicacién cromosdmica y, en claro contraste con el ICRF-193, en ningun caso se
observaron células mitéticas con diplocromosomas, ni en la linea parental AAS8 ni en la
mutante en reparacion EM9.

Los experimentos realizados en este apartado con el ICRF-193 se llevaron a cabo
con un tiempo de tratamiento de 3h, tiempo que es inferior a los empleados en los
apartados anteriores en los que se analiz6 la actividad enzimatica Topo II y la produccién
de aberraciones cromosémicas, entre otros; por lo que fue necesario comprobar que
efectivamente 3h de tratamiento eran suficientes para provocar la inhibicién de la actividad
Topo II, como se muestra en la figura 41. Estos experimentos se llevaron a cabo con el
compuesto ICRF-193 y en las lineas AA8 y EM9. Por otra parte, con 3h de tratamiento
igualmente se observaron células con aberraciones cromosémicas, como la que se observa
en la figura X, de tal forma que pudimos constatar que dosis superiores a 1 uM provocaban
una cantidad de aberraciones que impedia que las células alcanzasen la fase de mitosis,

siendo pues imposible llevar a cabo un andlisis de la producciéon de células

endorreduplicadas.
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Figura 41. Inhibicién de la actividad catalitica Topo II tras el tratamiento de 3 h con el compuesto ICRF-193. (A)
Capacidad para desencadenar ADN de cinetoplasto encadenado (kADN) en AA8 y (B) igual para la linea EM9. Para ambas
lineas celulares, calle 1, control no tratado con ICRF-193; calles 2-5, tratadas con concentraciones crecientes del inhibidor

(1, 2, 5 y 10 pM, respectivamente); calle 6, marcador de ADN encadenado de cinetoplasto (enc) y calle 7, marcador
desencadenado (des).
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3.3.5 Ensayo del cometa para la cuantificacion de daiio en el ADN producido por
estos compuestos

La figura. 42 muestra los resultados obtenidos (se representa la media de tres
experimentos independientes) tras realizar el ensayo del cometa en células AA8 y EM9,
tratadas durante 3h con el compuesto ICRF-193 y procesadas inmediatamente después,
para el analisis del dafio cromosémico, en condiciones de ausencia de reparacion. En estas
graficas se puede observar un claro incremento de los momentos de las colas de los
cometas (pardmetro que proporciona una medida de la fragmentacion del ADN) tanto en
células AA8 como en EM9. Una interesante observacion fue que el mutante EM9 (figura
42B) presentd una mayor sensibilidad al ICRF-193 que la linea parental AAS8 (figura.
42A), para cualquiera de las dosis empleadas de este compuesto, lo cual se puso de
manifiesto mediante la deteccion de valores mas altos de los momentos de las colas de los
cometas. En la figura 43 se puede visualizar una imagen obtenida del ensayo del cometa.

Del mismo modo, y con objeto de establecer una comparacién se analizd la
capacidad del bufalin para producir dafio en el ADN y, de forma contraria a lo observado
con el ICRF-193, no se observd ningun incremento de los momentos de las colas de los
cometas a ninguno de los tiempos de tratamientos empleados y a ninguna de las dosis
elegidas, tanto para la linea AA8 como para la EM9, en la que todos los nucleos (controles

y tratados) presentaban forma redondeada (ausencia de fragmentacion del ADN).
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Figura 42. Efectividad de diferentes dosis del inhibidor catalitico de Topo II ICRF-193 para inducir dafio en el ADN en
AA8 (A) y EM9 (B), mediante ¢l ensayo del cometa. Se puede observar un incremento dosis-dependiente de los momentos
de los cometas para las dos lineas, en comparacion con los controles no tratados (#-test de Student’s, p<0.0001 ).
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Figura 43. Imagen obtenida del ensayo del cometa. Tras la lisis y electroforesis celular, las células se
tifieron con bromuro de etidio. Aqui se muestran varios cometas con distinto nivel de dafio en el ADN, que
se refleja en la distinta longitud e intensidad de las colas.

3.4 CUANTIFICACION DEL DANO INDUCIDO POR RADIACION IONIZANTE Y

REPARACION DEL MISMO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DEL INHIBIDOR DE TOPO II
BUFALIN

Una vez elegido el bufalin como inhibidor de la Topo II por no inducir dafio en el
ADN ni en los cromosomas per se, en primer lugar llevamos a cabo un estudio dosimétrico
utilizando diferentes dosis de rayos X mediante el ensayo cometa, en ausencia de
reparacion (tiempo Oh), tanto en la linea parental AA8 como en la mutante EM9. Los
resultados obtenidos (figura 44) muestran que la linea mutante presenta mayor sesibilidad a
los rayos X que la linea parental, ya que para cualquiera de las dosis de rayos X utilizadas
se observan momentos de las colas de los cometas mayores en las células EM9 que en las
AAR. Por este motivo, las dosis elegidas para la linea parental fueron algo mayores que las
utilizadas para la linea mutante radiosensible. Tras obtener estos resultados y con la
finalidad de llevar a cabo estudios comparativos de la eficiencia de la reparacion del dafio
en el ADN en presencia y ausencia del inhibidor de Topo II bufalin, se eligieron las dosis
de 4 Gy de rayos X para la linea AA8 y de 3 Gy para la linea EM9. Con esta finalidad,
células irradiadas con las dosis escogidas se incubaron a 37°C inmediatamente después de
irradiar y se mantuvieron en recuperacion durﬁnte periodos que iban desde 15 min hasta un

maximo de 3 h (figura 45).
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Figura 44. Dosimetria de rayos X, mediante el ensayo del cometa en células AA8 y EM9. En ambas lineas se observa un incremento

del dafio en el ADN dosis-dependiente, siendo mas sensible la linea mutante que la parental.
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Figura 45. Cuantificacion de la reparacion del dafio en el ADN a distintos tiempos después de la irradiacion con 4 Gy para la linea
parental y con 3 Gy para la mutante. En ambas lineas se eligié¢ la dosis de rayos X que provocase un dafio inicial equiparable. Se

puede observar como la linea parental completa la reparacion en 1h, a diferencia de la linea mutante defectuosa en reparacion, la
cual necesita 3h.
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Estos mismos experimentos se llevaron a cabo igualmente en presencia de bufalin, como
puede observarse en la figura 46, el dafio inicial resulté ser diferente, a las dosis de rayos X
elegidas, en ausencia (dafio inicial mayor) y en presencia de bufalin (dafio inicial menor).
Esta descrito que el DMSO es un agente radioprotector, y para comprobar que el efecto
observado se debia a este disolvente (ya que el bufalin solo se disuelve en DMSO, no
existiendo alternativa), se llevaron a cabo experimentos para cuantificar el dafio inicial
mediante la utilizaciéon de electroforesis de ADN en campo pulsante. En la figura 47
podemos observar que efectivamente, cuando se irradian células en presencia de DMSO el
dafio inicial observado era menor que el que se apreciaba en ausencia del mismo, lo cual
nos planteaba un serio inconveniente para poder alcanzar nuestros objetivos
experimentales.

Para poder continuar con nuestro planteamiento inicial, la alternativa consisti6 en
que el estudio comparativo se llevé a cabo utilizando las dosis de 4 Gy de rayos X para la
linea parental AA8 y de 3 Gy para la linea EM9, en ausencia de bufalin; y de 5 Gy para
AA8 y 4Gy para EM9 en presencia de bufalin. Asi, en un experimento y en otro, el dafio
inicial es, de acuerdo con nuestros resultados, muy similar, lo cual es necesario para poder
llevar a cabo el estudio comparado de la cinética de reparacion de estas células con y sin
inhibicién de Topo II a lo largo del tiempo.

La figura 45 muestra los resultados en cuanto a dafio en el ADN obtenidos a tiempo
0 horas (en ausencia de reparacion) y tras incubar a 37 °C durante diferentes intervalos de
tiempo, en ausencia de bufalin. Como se menciond anteriormente con respecto al estudio
de la dosimetria, el daflo inicial obtenido irradiando con 4 Gy la linea parental, era
parecido al obtenido irradiando con 3 Gy la linea mutante. Igualmente se observa una
deficiencia en la reparacion en la linea mutante con respecto a la linea parental y esto es
consecuencia del defecto que esta linea presenta en la reparacion de las roturas de cadena
en el ADN como las inducidas por radiacién ionizante (Thompson y col., 1982), de forma
que en EM9 es necesario un tiempo de incubaciéon de 3h para que las células reparen el
dafio inicial que observamos con el ensayo cometa, mientras que la linea parental AAS8 es

capaz de reparar este dafio en tan sélo 1 h.
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Figura 46. Cuantificacion de la reparacion del dafio en el ADN, a distintos tiempos después de la irradiacion con 5 Gy de rayos X para
la linea parental y de 4 Gy para la mutante, en presencia del inhibidor de Topo II bufalin. A diferencia de la figura anterior, y para las
dos lineas celulares, ¢l tratamiento con bufalin presumiblemente a través de la inhibicion de la Topo 11, desencadena una cinética de

reparacion més lenta que la observada en ausencia del inhibidor de Topo I, no completandose totalmente la reparacion del dafio inicial
en3h
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Los resultados obtenidos en presencia de bufalin, y por lo tanto cuando las células tienen

menor actividad Topo II (figura 38), se muestran en la figura 46. Al igual que en la figura

anterior la reparacién del dafio inicial
observado en la linea parental es mas
rapida que la observada para la linea
mutante. Pero lo mas significativo es
que la reparacidn, en general para las
dos lineas celulares, es mas lenta
cuando se encuentra presente el
bufalin, es decir, cuando la Topo II
estd inhibida, de tal forma que 3 h de

incubacién no fueron suficientes para

Figura 47. Electroforesis de
campo pulsante de células
AAS. Calle 1, control; calle 2,
tratamiento con 10% DMSO
durante 22 h; calle 3, 50 Gy de
rayos X, calle 4, irradiacion
con 50 Gy en presencia del
tratamiento con 10% DMSO
durante 22h. El dafio se midi
inmediatamente después de los
tratamientos (tiempo Oh). Se
observa claramente como el
dafio producido por los rayos X
es menor en presencia del
agente radioprotector DMSO
(calle 4), que en ausencia de
éste (calle 3).

completar la reparacion del dafio inicial en ningun caso, a diferencia de lo observado en
ausencia de inhibicién de la enzima nuclear. A nuestro juicio este resultado es de maxima
importancia, en el sentido de que parece apoyar la hipotesis de la necesidad de una Topo II
plenamente operativa para una eficaz reparacién del dafio infligido al ADN por la

radiacidn ionizante.
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4. DISCUSION

Las Topoisomerasas de ADN son enzimas que se encargan de llevar a cabo los
cambios topologicos que sufre el ADN en procesos celulares tan importantes como la
replicacion, la transcripcion, la segregacion, etc. Dichos cambios topologicos los efectian
las Topoisomerasas a través de roturas y reuniones del ADN que han de tener lugar de
forma concertada para que el funcionamiento sea correcto.

Debido al mecanismo de acciéon que estas enzimas poseen, se ha propuesto un
posible papel de las Topoisomerasas en la reparacion del dafio en el ADN. En los ultimos
20 afios se han publicado una gran cantidad de resultados, en muchos casos
contradictorios, con respecto a esta cuestion, y aunque en la mayoria de los trabajos
publicados hasta ahora se observa un incremento en la actividad Topoisomerasa después de
inducir dafio en el ADN, no se ha podido concluir mas alld de cualquier duda razonable
que las Topoisomerasas desempeiien algin papel clave, ya sea se forma directa 6 indirecta
en la reparacion.

Los primeros trabajos de investigacion sobre la posible implicacién de la Topo II en
la reparacion del ADN fueron llevados a cabo por Collins y Johnson (1979). Estos
investigadores estaban interesados, en general, en los efectos de inhibidores de la sintesis
de ADN sobre la frecuencia de las roturas de cadena producidas como consecuencia de los
procesos que tienen lugar en la reparacion por escision. Se sabe que durante este proceso
en primer lugar se rompe la cadena de ADN por una endonucleasa de reparaciéon muy
cerca de la lesion. Dado que la posterior escision llevada a cabo por una exonucleasa, la
resintesis de la region escindida por una polimerasa, y el posterior sellado de la rotura por
una ligasa es un proceso muy rapido, normalmente las roturas de cadenas transitorias
creadas durante la reparacién por escision son dificiles de detectar bioquimicamente
(Friedberg y col., 1995). Sin embargo, esta dificultad puede ser salvada utilizando
inhibidores de la reparacién del ADN, como la citosina arabinosido (araC), la cual retrasa
el proceso de escisién y provoca la acumulacién de las roturas de cadena.

Los experimentos de Collins y Johnson (1979) en células HeLa revelaban que el
tratamiento con novobiocina, un inhibidor potente de la Topo II, no resultaba en la
acumulacién de las roturas de cadena después de la irradiacion con UV. Ademas impedia
el incremento en la cantidad de roturas, que por otra parte se detectarian utilizando los
inhibidores de sintesis de ADN como la araC. Asi se concluy6 que la novobiocina inhibia

algun paso de preincision, y se establecié una relacion entre el papel de la novobiocina
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como inhibidor de la Topo II y una posible actividad Topo responsable de este paso de
preincision necesario para que la reparacion por escision se lleve a cabo.

Resultados similares a los publicados para la novobiocina fueron pronto obtenidos
usando acido nalidixico, otro inhibidor de Topo II conocido, en células de mamiferos
tratadas con UV o con otros agentes que provocasen dafio en el ADN (Collins y col..,
1980; Mattern y Scudiero, 1981; Cleaver, 1982; Mattern y col., 1982). Sin embargo,
aunque esta hipdtesis era muy atractiva, la idea de que la Topo II pudiera desempefiar un
papel directo en un paso preparativo en la reparacion por escision, basandose en los
resultados anteriormente mencionados sobre el efecto provocado con la novobiocina y el
acido nalidixico, fue pronto puesta en duda debido a que la especificidad de estos
antibidticos como inhibidores de Topoisomerasas era algo mas que cuestionable.

Desafortunadamente, se ha puesto de manifiesto no obstante que la novobiocina es
un inhibidor no especifico que tiene otros blancos aparte de la Topo 1I, como la ATPasa
mitocondrial, causando una seria interrupcién del metabolismo energético, que podria
inhibir entre otras muchas cosas el paso de incision en la reparacién por escision, ya que
dicho proceso es dependiente de ATP (Dresler y Lieberman, 1983; Downes y col., 1985).
Otro blanco de la novobiocina relevante en la reparacion por escision es la ADN
polimerasa o. Igualmente, se ha propuesto una falta de especificidad para el &4cido
nalidixico, ya que también interfiere con las funciones de la mitocondria (Gallagher y col.,

1986) e inhibe la polimerasa « in vitro (Poulson y col.., 1974).

4.1 TOPOISOMERASAS Y REPARACION DEL DANO POR RADIACION

En lo que se refiere a la posible participacion de las Topoisomerasas de ADN en la
reparacion del dafio producido en la célula por la radiacion ionizante en particular,
Johnstone y McNerney (1985) encontraron que la actividad de la Topo I en extractos
nucleares, obtenidos en linfocitos humanos de sangre periférica y en cultivos de células
linfoblastoides, aumentaba unas tres veces en un periodo corto después de la irradiacion
con rayos y. Los autores afirmaron, en base a sus observaciones, que cualquiera que fuera
la base del cambio en la actividad Topo inducida por la radiacién, era lo opuesto a lo
esperado por una prediccion sencilla a partir de estudios de enzimas aisladas, en los cuales
se demostraba (Ferro y Olivera, 1984) que la poli-ADP-ribosilaciéon (normalmente activada
por roturas en el ADN como las producidas por radiacion ionizante) de las Topoisomerasas
resulta en la inactivacion de dichas enzimas nucleares (Johnstone y McNerney, 1985). Una

conclusion de estos experimentos fué que el corto periodo de tiempo transcurrido después
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de la irradiacién (5 min) para que se observara un incremento de la Topo I, por otra parte,
apuntaria mdas bien a modificaciones post-traducionales, ya que dicho tiempo seria
claramente insuficiente para que se hubiese producido un aumento en la expresion de la
proteina.

Otros autores observaron también una correlacion positiva entre el grado de
activacion de la Topo II y radioresistencia en fibroblastos humanos (Cunningham y col,,
1991), lo cual parecia estar en sintonia con los resultados antes descritos (Johnstone y
McNerney, 1985). Ademas, se encontré que lineas celulares radiosensibles de linfoma de
ratén presentaban una alteracion de la Topo I (Kowalska-Loth y col., 1993), mientras que
bajos niveles de Topo II hacian a las células mas sensibles a agentes que provocaban dafio
en el ADN (Froelich-Ammon y Osheroff, 1995).

Thielmann y Popanda (1998a), utilizando lineas celulares de fibroblastos normales
y de XP, demostraban la existencia de un incremento de la Topo Ila, dependiente del
tiempo y de la dosis, después de la irradiacion. Estos autores apoyan la idea de que la Topo
I o podria estar implicada en pasos preparatorios de la reparacion por escisiéon y que
precederia al paso de incision especifica de la reparacion. En el caso de XP, este paso de
incisién es defectuoso, pero los pasos preparatorios anteriores son similares a los de células
normales (Hoeijmakers y Bootsma, 1990). Por lo tanto, los fibroblastos de XP irradiados,
al igual que los normales, sobreexpresarian la Topo Ila (o movilizarian la enzima
preexistente) y relajarian los dominios superenrollados del ADN dafiado, pero a diferencia
de las células normales, las XP serian incapaces de llevar a cabo la reparacion por escision.
A la vista de esta interpretacion, Thielmann y Popanda (1998a) no esperaban que las
células de XP expresaran menos Topo Ila que las células normales, y, de acuerdo con sus
expectativas, en efecto no vieron ninguna diferencia en sus experimentos. De acuerdo con
dichos autores, este incremento podria reflejar una mayor accesibilidad de la enzima, un
incremento en la expresion del gen, o un aumento en la estabilizacion del ARNm o de la
proteina. El efecto se detecté 1h después de la irradiacién utilizando dosis de >3 J/m® de
luz UV o0 >3 Gy de rayos v, lo cual resulta de interés desde el punto de vista de la discusion
de nuestros propios resultados, como veremos mas adelante.

Con respecto a la Topo I, que en condiciones normales se encuentra concentrada en
el nucleolo, después de la irradiacién con rayos y observaron un cambio en el patrén de
distribucidn, apareciendo multitud de cenfros enriquecidos en Topoisomerasa I que

reflejaban sitios de transcripcién de genes inducidos por la irradiacion.
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Una de las primeras investigaciones llevadas a cabo acerca del posible papel de la
Topo I en la reparacion del dafio por luz UV concluyé con la demostracion de que dicho
dafio en el ADN estimulaba la interaccion de la Topo I con el ADN, y se propuso que las
alteraciones estructurales en el ADN inducidas por las lesiones, provocadas por UV podria
ser el estimulo suficiente para inducir incisién y unién covalente de la Topo I al ADN
(Lanza y col., 1996).

Subramanian y colaboradores (1998), por su parte, observaron que la exposicion de
las células a la irradiacion UVB resultaba en una rapida movilizacién de la Topo I hacia el
genoma y una estimulacion de la formacién de complejos covalentes Topo I-ADN, con un
incremento del orden de unas 8 veces mds. Sin embargo, dado que los niveles de proteina
Topo I no se incrementaban, se concluyd que era la enzima pre-existente en la célula la que
estaba siendo reclutada hacia los sitios de dafio en el ADN, con una mayor produccion de
complejos covalentes ADN-Topo I en o cerca de los dimeros de ciclopirimidina. Estos
resultados parecen apoyar la hipétesis de que la Topo I seria una enzima eficaz en la
reparacion in vivo (Subramanian y col., 1998).

Con un enfoque totalmente distinto a los anteriores, Gaffney y col. (2000) llevaron
a cabo experimentos en S. cerevisiae usando mutantes Topo II termosensibles, de forma
que la inactivacion de la enzima Topo II incrementaba la radiosensibilidad celular, ya que
se impedia la reunién de las roturas en el ADN como se observéd por electroforesis de
campo pulsado. Sin embargo la sobreexpresion del gen Topo II no alteraba la
radiosensibilidad, lo cual indicaria que el pool de la enzima en condiciones normales seria
suficiente para hacer frente al dafio por radiacién. Estos resultados apoyan también en
buena medida un papel para la Topo Il en la reparacion de las roturas de cadena.

Contrastando claramente con lo observado en células humanas por Johnstone y
McNerney (1985), se ha publicado mas recientemente la existencia de una regulacion a la
baja de la Topo I en células de hamster en un cultivo parado en confluencia siguiendo el
tratamiento con radiacion ionizante (Boothman y col., 1994) y esta disminucién en la
actividad Topo I se propuso como una posible ADP-ribosilacion de la enzima como
consecuencia de las roturas de cadena de ADN creadas por los rayos X.

También en células de hamster Chino, se vio una disminucién dosis-dependiente de
la actividad Topo I, como consecuencia del tratamiento con rayos X (Zanier y col., 1996).
Una explicacion de estos resultados conflictivos en roedores (Boothman y col., 1994;
Zanier y col., 1996) comparados con los publicados en células humanas (Jonhstone y

McNerney, 1985) no es posible por el momento, més alla de la mera especulacion.
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En general, es importante sefialar no obstante que los resultados contradictorios en
cuanto a la posible implicacién de las Topoisomerasas en la reparacion han sido fruto de
estudios llevados a cabo usando cultivos asincrénicos, sin tener en cuenta las dramaticas
fluctuaciones de los niveles y actividades de las Topoisomerasas dependiendo de la fase
del ciclo celular y de la tasa de proliferacion, principalmente para la Topo II (Duguet y
col., 1983).

En la presente tesis doctoral hemos estudiado las posibles fluctuaciones de las
actividades Topo 1y II, asi como de los niveles de estas enzimas después del tratamiento
con rayos-X. Los experimentos se llevaron a cabo tanto en lineas celulares parentales, las
cuales presentan una cinética de reparacion normal (AA8, CHO K1, y V79) como en lineas
celulares mutantes radiosensibles, portadoras. de diferentes mutaciones (EM9, xrs-5 e irs-
2).

En cuanto a los resultados que hemos obtenido se observo un claro incremento de
las actividades Topo I y II después de tratar a las células con 5 Gy de rayos X en el caso de
la linea parental AAS8, ademis de observarse un incremento en la tincién
inmunocitoquimica que se realizé en esta linea parental, 1h después de la irradiacion, para
la Topo I. Estos resultados fueron, por otra parte, claramente diferentes a los obtenidos en
la linea radiosensible EM9, en la que no se observé incremento alguno en respuesta al
tratamiento con radiacion en lo que se refiere a actividad y cantidad de Topo I y II (Pastor
y col., 1999). De manera similar también hemos observado una modulacion de la actividad
Topoisomerasa, como consecuencia del tratamiento con rayos X, en extractos nucleares de
células sincronizadas en G1 de las lineas CHO Kl/xrs-5 y V79/irs-2 (Pastor y Cortés,
2002), si bien es cierto que no de forma tan clara como en las lineas AA8/EM9. Esta
modulacion de la actividad Topoisomerasas pudimos observar que no se correspondia con
un incremento de la cantidad de las enzimas cuando se analizd mediante western blotting.
Teniendo en cuenta este Gltimo resultado, la explicacion mas probable en nuestra opinion
para el claro y casi inmediato incremento de las actividades Topoisomerasas en la linea
AA8, asi como de las modulaciones de las actividades Topoisomerasas observadas en el
resto de las lineas analizadas después de la irradiacion, puede encontrarse en cambios o
modificaciones pos-traduccionales, como fosforilaciéon, mas que como consecuencia de
nueva sintesis de proteina. Por lo tanto, el incremento de tincion para la Topo I observado
con inmunocitoquimica 1h después de la irradiacién seria probablemente consecuencia del
reclutamiento de dicha proteina en centros localizados, y posiblemente esta focalizacién se

corresponda con zonas en las que exista una intensa actividad de tanscripcion,

99



Discusion

supuestamente de genes de respuesta al dafio. Estos resultados estan en concordancia con
otros anteriormente publicados y a los que hemos hecho referencia (Lanza y col., 1996,
Thielmann y Popanda, 1998a; Subramanian y col., 1998).

En cualquier caso, respecto a la cuestién que nos ocupa de la posible implicacion de
las Topoisomerasas en los mecanismos de reparacién del dafio en el ADN, podemos
considerar sin duda de gran interés el hecho de que existan diferencias en la respuesta a los
rayos X, en lo que se refiere a las actividades Topoisomerasas, entre las lineas mutantes
defectuosas en la reparacion del dafio por radiacion (EM9 y xrs-5) y sus correspondientes
lineas parentales (AA8 y CHO K1, respectivamente) (Pastor y col., 1999; Pastor y Cortés,
2002).

Por otra parte, los resultados obtenidos en la linea parental V79 y su
mutante radiosensible irs-2 merecen especial consideracion, ya que ésta ultima no es
defectuosa en reparacion sino que presentan una sintesis de ADN radioresistente que las
asemeja a las células del sidrome humano AT (Zdzienicka y col., 1989). Por lo tanto, la
replicacion tiene lugar de forma continuada de manera que se van acumulando lesiones en
el ADN, siendo éste el origen de la radiosensibilidad que esta linea presenta. Los analisis
de las actividades Topoisomerasas en estas lineas celulares nos muestra un incremento de
la actividad Topo I 1 h después del tratamiento con 5 Gy de rayos X, sin observarse
diferencia alguna entre la linea parental y la mutante. Para la Topo II, la irradiacién
incrementa débilmente la actividad de esta enzima tanto en la linea parental como en la
mutante, aunque en esta ltima se observa mayor diferencia 1h después de la irradiacion.
Estos resultados parecen estar en concordancia con la caracteristica que presenta esta linea
radiosensible (sistesis de ADN radioresistente) a diferencia de las otras lineas

radiosensibles que comentamos anteriormente (defectuosas en reparacién) (Pastor y
Cortés, 2002).

4.2 TOPOISOMERASAS Y REPARACION DEL DANO QUIMICO; PAPEL EN LA
QUIMIOTERAPIA DEL CANCER

El resultado del ataque quimico al ADN es principalmente el dafio de las bases, el
cual puede resultar en la distorsion de la molécula de una forma similar a la inducida por la
luz UV. Considerando que la reparacién del dafio quimico tiene lugar fundamentalmente
mediante la reparacion por escision, con la generacién de roturas transitorias en el ADN, la

posible implicacién de las Topoisomerasas ha suscitado también un gran interés en este

campo.
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En apoyo de un posible papel de las Topoisomerasas de ADN en la reparacién del
dafio quimico, se ha observado que la expresion de la Topo Ila estd asociada con la
resistencia a agentes alquilantes antitumorales (Eder y col., 1995). La sobreexpresion de la
Topo 1I se llevo a cabo concretamente transfectando la Topo Ila en la linea EMT6 (linea
de carcinoma de mama de ratén). Esta linea celular transfectada expresaba de forma
continua el ARNm y la proteina Topo Ila, y se vio que estos transfectantes eran
aproximadamente entre 5 y 10 veces mas resistentes a la muerte celular provocada por los
agentes alquilantes antineoplasicos como cisplatino y mecloretamina. En base a estas
observaciones se propuso que el mecanismo de esta resistencia podria implicar un
incremento en la unién de la Topo Ila al ADN dafiado por los agentes alquilantes, siendo
asi mas eficiente la reparacion (Eder y col., 1995). En concordancia con estos resultados,
se publicé asimismo que un incremento en la actividad Topo II parecia contribuir a la
resistencia que presentan las células de fibrosarcoma de hamster Chino al cisplatino y a la
mostaza nitrogenada. De forma similar, se demostré que células con niveles
comparativamente bajos de Topo II eran mas sensibles a cisplatino, carmustina,
mitomicina C y a mostaza nitrogenada (Larsen y col., 1998). Para apoyar el papel de las
Topoisomerasas de forma directa o indirecta en la respuesta al dafio quimico, se ha
demostrado recientemente que después del tratamiento de fibroblastos humanos normales y
de XP con la droga antitumoral doxorubicina, se detect6 un incremento en la cantidad de la
Topo Ila nuclear dependiente del tiempo y de la dosis (Thielmann y Popanda, 1998b).

Por otra parte, en la linea celular MCF7 de cancer de mama se ha demostrado que
los niveles de la Topoisomerasa | se incrementan después del tratamiento con el agente
alquilante bifuncional y antitumoral mitomicina C (Gobert y col., 1996). Sin embargo,
Webster y Bhattacharya (1995) publicaron resultados contradictorios después de
suministrar a ratas los hepatocarcindégenos aflatoxina Bl y N-nitrosodimetilamina, que
causan roturas de cadena simple en el ADN nuclear hepético. Concretamente, una
disminucién en la actividad Topoisomerasa se observé de forma paralela al incremento de
la actividad de la poli (ADP-ribosa) polimerasa. Los autores concluyeron, en clara
controversia con otros anteriormente mencionados, que la Topoisomerasa de ADN estaba
sometida a una regulacién negativa siguiendo al dafio en el ADN. Hemos de decir, por otra
parte, que desafortunadamente, en este Gltimo articulo no se hizo distincién alguna entre la
Topo Iy la Topo II. Aunque nuestras invesﬁgaciones se han centrado fundamentalmente

en el papel de las Topoisomerasas en la reparacion del dafio producido en el ADN por la
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radiacién ionizante, nuestros resultados también entrarian en aparente contradicciéon con

los de estos ultimos autores.

4.3 REGULACION DE LAS TOPOISOMERASAS POR EL GEN P53 DESPUES DEL DANO EN EL
ADN

Normalmente, el dafio en el ADN desencadena multiples cascadas de reacciones,
las cuales afectan a la reparacién del ADN, a la progresion del ciclo celular y a la
apoptosis. Uno de los componentes mas importantes implicados en la regulacion de estas
rutas inducidas por estrés es la proteina supresora de tumores p53. En este tema que nos
ocupa, resultados recientes sugieren que la p53 también es capaz de modular a la actividad
Topo I directamente, por una asociacién molecular, o mediante regulacion transcripcional.
Se ha visto que la expresion de p53 conduce a una regulacion a la baja de la transcripcion
de la Topo Ila (Sandri y col., 1996; Wang y col., 1997). Otros trabajos describen la
formacion de complejos moleculares entre Topo IIp y pS3 (Yuwen y col., 1997).
Finalmente, p53 y Topo I forman complejos moleculares in vitro los cuales estimulan la
actividad catalitica de la Topo I (Gobert y col., 1996). Estos ultimos autores llevaron a
cabo una serie de experimentos con los que se llegd a comprobar que p53 y Topo I también
se asocian en células vivas. El tratamiento con mitomicina C de células de carcinoma de
mama humano MCF-7 resultaba en una translocacién de p53 del citoplasma hacia el
nicleo dependiente del tiempo. Esto se acompaiia de un incremento en la actividad Topo I
la cual, al menos en parte, se debe a la formacién de complejos moleculares Topo I-p53
(Gobert y col., 1996). Estos resultados sugieren que dentro del mecanismo general de la
respuesta mediada por la p53 ante el dafio en el ADN podria estar implicada la regulacion
de la actividad Topoisomerasa. Esto llevaria a la conclusion de que la actividad
Topoisomerasa se podria regular de forma inapropiada en el 50% de los tumores humanos,
los cuales carecen de una p53 funcional y asi podria contribuir a la inestabilidad genética

en general que acompaiia a estos tumores.

4.4 LINEAS RADIOSENSIBLES COMO HERRAMIENTA FUNDAMENTAL PARA ESTOS
ESTUDIOS

Nosotros hemos utilizado lineas celulares de hamster Chino, tanto eficaces en
reparacion como radiosensibles, para nuestros estudios acerca de la posible relacion de las
Topoisomerasas con la reparacion del dafio por radiacion ionizante. Otros autores, han

estudiado lineas celulares radioresistentes o radiosensibles, fundamentalmente de origen
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humano y de roedores, para comprobar su respuesta a la radiacion ionizante. Las lineas
celulares mutantes son muy valiosas para el estudio de los procesos de reparacion y hoy en
dia hay disponible una serie de lineas que muestran diferente grado de capacidad de
reparacion y de hipersensibilidad al dafio producido por la radiaciéon (Hickson y col., 1990;
Collins, 1993; Zdzienicka, 1995).

En cuanto a la eleccion por nuestra parte de lineas celulares de hamster, hemos de
decir que, mientras los experimentos con lineas celulares humanas son directamente mas
extrapolables a aplicaciones clinicas en radio- o quimioterapia, la disponibilidad de una
variedad de lineas celulares de roedores defectuosas en reparacion ha hecho de este
material una alternativa interesante frente a la utilizacién de células humanas, en muchos
estudios enfocados a averiguar el posible papel de las Topoisomerasas en reparacion.

Las DSBs resultan en efectos nocivos y se consideran las lesiones mas letales
inducidas por la radiacién ionizante (Kanaar y col., 1998), por lo tanto no nos debe
sorprender que un defecto en la reparacion de las DSBs se haya visto asociado en la
mayoria de los casos con una sensibilidad a los rayos X o y en varias lineas mutantes.

Ya que los mecanismos de accién de los venenos de Topo como amsacrina
(mAMSA) o epipodofilotoxina (VP16, etopdsido; VM26, tenipdsido) llevan consigo la
estabilizacion de los complejos de rotura, y por lo tanto, generan roturas de cadena en el
ADN, es de esperar que varias lineas celulares de roedores sensibles a la radiacién
ionizante, la cual genera tanto SSBs y DSBs, sean sensibles igualmente a los venenos de
Topoisomerasas, siendo este fenomeno lo que se conoce en general como sensibilidad
cruzada (Evans y col.,, 1989; Davies y col., 1990; Caldecott y col., 1990, 1993). De
acuerdo con dichas expectativas, se ha visto que varias lineas celulares radiosensibles de
roedores incluyendo BLM-2, XR-1, xrs 1, ADR y L5178-S, muestran sensibilidad cruzada
a drogas que inhiben la accién de la Topo II (Robson y col., 1987; Evans y col., 1989;
Davies y col., 1990). Los venenos de Topo II permiten que dicha enzima corte el ADN de
forma normal pero inhiben la reaccién en un paso intermediario, previniendo la ligacién
del ADN, y persistiendo asi el ya conocido complejo de rotura.

En general, es interesante sefialar que los mutantes radiosensibles muestran igual o
incluso una mayor sensibilidad a los venenos de Topo II que a los rayos X. Parece que
existe una relacion directa entre el nivel nuclear de la Topo Il y la sensibilidad celular a los
venenos de Topoisomerasa II (Davies y col., 1988). Sin embargo, cambios en los niveles

de Topoisomerasas no parecen alterar la sensibilidad a los rayos X per se.
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En nuestra opinién, una razén subyacente para esta comin asociacion entre
sensibilidad a los rayos X e igualmente a los inhibidores de Topo II podria implicar uno de
varios mecanismos. Entre los mds probables podriamos proponer que la Topo II jugase un
papel en la reparacion del dafio en el ADN inducido por rayos X o por otros agentes que
provoquen rotura en el ADN. Muchos procedimientos en el metabolismo del ADN que
implican corte, re-sintesis y ligacion del ADN requeriran la accion de las Topoisomerasas
de ADN para controlar y modificar el grado de superenrollamiento. Sin embargo, todavia
no existen evidencias de una participacion directa de las Topoisomerasas en alguna forma
de reparacion del ADN. Otro posible mecanismo es que el dafio en el ADN (roturas de
cadena) generados por los venenos de Topoisomerasas y por los rayos X se reparen por
una ruta comun (Hickson y col., 1990), siendo quizas esta la explicacién més probable. En
particular, parece que determinadas lineas celulares defectuosas en la reparacién del ADN
acumulan una sub-poblacién de roturas de cadena las cuales persisten por un periodo
anormalmente largo después del tratamiento con inhibidores de Topo II. Estas roturas de
cadena podrian resultar de la accion de la Topo II y permanecer sin reparar debido al
defecto en la reunién de las roturas de cadena en estos mutantes. Por otra parte, otra
posible explicacion seria que dichas roturas de cadena podrian incrementarse por un
mecanismo independiente de la Topo II, como pudiera ser por la formacién de radicales
libres, un efecto conocido del VP-16 y de otros inhibidores de Topo II. Obviamente, esto
sigue siendo una cuestion ain abierta, y se necesitan mas resultados para demostrar cual de

las dos hipétesis propuestas podria ser la correcta.

4.5 INHIBIDORES DE TOPOISOMERASAS COMO POSIBLE ALTERNATIVA

Con el objetivo de esclarecer las bases moleculares sobre la posible implicacion de
las Topoisomerasas en la reparacion del ADN, se han llevado a cabo numerosos estudios
comparativos en los cuales se ha investigado los procesos de reparacion en presencia y
ausencia de inhibidores de Topoisomerasas.

El uso de los clasicos venenos de Topoisomerasas en combinacion con radioterapia
o con tratamiento con drogas usadas en quimioterapia, se ha considerado de gran interés
para posibles aplicaciones clinicas (Carmichael y Hickson, 1991; Slichenmyer y col.,
1993). Se ha encontrado que la CPT, el topotecan y la beta-lapachona, a pesar de sus
efectos diversos, potencian la citotoxicidad de agentes que dafian el ADN como el MMS
(Boorstein y Pardee, 1984), neocarcinostatina (Li y Pardee, 1992) y los rayos X (Mattern y
col., 1991; de Salvia y col., 1991;Boothman y col., 1992; Kim y col., 1992).
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El inconveniente de estos venenos inhibidores de Topoisomerasas es que llevan a la
estabilizacion del complejo de rotura ADN-Topoisomerasa provocando ellos mismos
roturas de cadena, que vendrian a afiadirse a las provocadas por el agente genotoxico de
modo que ésto no constituye una prueba limpia para determinar la posible implicacion de
las Topoisomerasas en la reparacion del dafio provocado por agentes fisicos o quimicos.

Mas recientemente se estd estudiando una nueva generacion de verdaderos
inhibidores cataliticos de Topoisomerasa II, como suramin (Funayama y col., 1993; Lopez
y col,, 1994; Lelievre y col., 1995), aclarubicina (Serensen y col.,, 1992), merbarona
(Drake y col., 1989a), e ICRF-193 (Hamatake y col., 1997), los cuales no estabilizan los
complejos de rotura. Ellos nos proporcionan un prometedor campo para llevar a cabo
nuevos estudios sobre la posible influencia de la modulacion de las Topoisomerasas tras el
tratamiento con agentes fisicos o quimicos capaces de inducir lesiones en el ADN, las
cuales tienen que ser reparadas para mantener la estabilidad genética.

En el presente trabajo y con la finalidad ultima de aportar resultados que nos
ayudasen a esclarecer esta cuestion, elegimos los inhibidores de Topo II bufalin e ICRF-
193 porque seglin las publicaciones recientes al respecto parecian los mas prometedores.
Se llevaron a cabo, en primer lugar, experimentos para comprobar su posible
genotoxicidad, ya que estdbamos buscando el inhibidor catalitico ideal, es decir, que
inhibiera a la enzima de manera independiente a la estabilizacién del complejo de rotura, y
por otra parte era muy importante que el inhibidor no provocase daiio en el ADN, ya que
queriamos detectar posteriormente una posible disminucion del dafio producido por
radiacion, si la hubiera, en presencia de un inhibidor Topo (en este caso Topo II).

Nuestros experimentos demostraron claramente la inhibicién de la actividad Topo
II tras el tratamiento con estos compuestos (Pastor y col., 2002a), confirmando lo que ya
otros autores habian publicado recientemente (Tanabe y col., 1991; Ishida y col., 1991;
Hashimoto y col., 1997), aunque los mecanismos de inhibicién desarrollados por estos
compuestos parecen ser bastante diferentes.

Las interacciones moleculares del ICRF-193, como compuesto representativo de las
bisdioxopiperazinas, con la Topo II se han estudiado mucho en los ultimos afios y se ha
llegado a la conclusion de la existencia de una interaccidn directa entre ambos de forma
que la enzima queda atrapada formando un complejo cerrado con el ADN y bloqueando el
cambio conformacional que sufre la enzima (Fig. X) (Roca y col., 1994). Aunque las 2,6-
dioxopiperazinas no inducen complejos de rotura, se ha planteado que podrian generar

roturas en el ADN/roturas cromosOmicas como resultado de la interrupcién de la
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segregacion (al igual que ocurria en los mutantes fop2 de Saccharomyces cerevisiae). A
pesar de todo lo que se ha avanzado estos ultimos afios en el estudio de estos compuestos,
el mecanismo por el cual se produce la inhibicién es objeto de controversia y aunque la
mayoria de los autores apoyan la idea de que los inhibidores como el ICRF-193 impedirian
una apertura de la estructura abrazadera mediante la inhibicién de la hidrdlisis de ATP
(Roca y col., 1994; Morris y col., 2000; Patel y col., 2000), otros estudios apuntan a que
estos compuestos estabilizan la forma proteina-ADN mediante un mecanismo
independiente de la hidrolisis del ATP (Chang y col., 1998).

Por otra parte y en lo que se refiere al bufalin, se llevaron a cabo experimentos en la
linea de leucemia humana HL-60 y se vio que el tratamiento con bufalin 10”7 M inducia
una disminucién muy marcada en la cantidad de Topo Il y I, asi como en la actividad
Topo II, la cual se hacia casi imposible de detectar a las 18h después de iniciar el
tratamiento. El nivel de ARNm para la Topo II empezaba a disminuir inmediatamente
después de empezar el tratamiento con bufalin y ésto se reflejaba en una posterior
disminucién en el nivel de la proteina Topo Ila; sin embargo los niveles de ARNm no
bajaron del 48%, por lo que se piensa que la fuerte disminucion de la actividad Topo II se
deberia ademas con toda probabilidad a la degradacién de la proteina existente por
modificaciones postraducionales como la ubiquitinacién (Nakajima y col., 1995). Sin
embargo, cuando se ensayo6 la actividad Topo II in vitro en presencia del inhibidor, no se
observo una modulacién de la actividad enzimadtica por el bufalin, por lo que se concluyd
que el bufalin causaba una disminucion considerable en los niveles normales de ARNm
para la Topo II, que conducia a una disminucion tanto de la cantidad como de la actividad
de la Topo II (Hashimoto y col., 1997).

Como consecuencia de estos resultados, se plante6 la hipdtesis de si el
pretratamiento de células tumorales con bufalin modificaria el efecto producido por el
tratamiento con un determinado agente antitumoral. Los resultados fueron muy
alentadores, ya que el tratamiento previo de células HL-60 con bufalin potenciaba los
efectos negativos del cisplatino y de RA (“all-trans” acido retinoico) aumentando los
niveles de muerte celular (Hashimoto y col., 1997). Estas observaciones sugieren, con las
debidas cautelas, que una combinacién de drogas anticancer y de compuestos que
disminuyen los niveles o la actividad de Topo II podria ser una estrategia muy util en
clinica para la quimioterapia del cancer.

Por nuestra parte, con objeto de analizar las caracteristicas que los inhibidores

cataliticos de Topoisomerasas debian cumplir para poder avanzar en nuestras
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investigaciones, se llevaron a cabo una serie de experimentos con el fin de comprobar el
posible efecto citotdxico y genotdxico de estos compuestos (Pastor y col., 2002a). En lo
que se refiere a estos parametros, nuestros resultados muestran un efecto negativo tanto del
bufalin como del ICRF-193 en el crecimiento celular, lo cual en principio parece apoyar la
posible utilidad de estos compuestos en la terapia del cancer. Si comparamos la efectividad
relativa del ICRF-193 o del bufalin en las lineas celulares AAS8 (parental) y EM9 (mutante
deficiente en reparacion) se observa que estas tltimas parecen ser mas resistentes al ICRF-
193 que la linea AAS8, mientras que no se observan diferencias entre ambas lineas celulares
en su respuesta al tratamiento con bufalin.

En nuestra opinion la diferente respuesta que muestran las lineas AA8 y EM9 al
tratamiento con ICRF-193 medido por crecimiento celular merece ser discutida. Como
posibles explicaciones habriamos de tener en cuenta que el ciclo celular para la linea AA8
es de unas 12 h frente al tiempo de ciclo para la linea EM9 que es de unas 16 h (como ya
observamos mediante los analisis de citometria de flujo); que el ICRF-193 atin siendo un
inhibidor que no actiia mediante la estabilizacion del complejo de rotura, provoca dafio en
el ADN, con lo cual, la respuesta al dafio producida por el ICRF-193 va a ser mas tardia, a
un tiempo determinado, en la linea EM9 que en la linea AAS8 y, que el efecto seguramente
seria comparable al observado para la lina parental si dejasemos pasar mas tiempo en la
linea mutante que en la linea parental. De hecho, pudimos ver que a concentraciones
superiores del compuesto esta diferencia no se observa, ya que el dafio es muy alto en
ambas. Es importante tener en cuenta a la hora de interpretar estos resultados que el ensayo
de la SRB, elegido por nosotros como test de citotoxicidad, nos estd midiendo densidad
celular a través de la absorbancia de su contenido proteico y que este colorante solo es
capaz de penetrar en las células vivas, excluyendo asi de la poblacidn a las cé€lulas muertas.

Los resultados obtenidos por nosotros para el bufalin, sin embargo, son
comparables para las dos lineas celulares, ya que este compuesto no provoca dafio en el
ADN, como vimos posteriormente mediante el test de aberraciones cromosdmicas y en
ensayo del cometa. Una explicacion probable seria que dado que el tratamiento con bufalin
provoca un descenso drastico de la actividad Topo II como consecuencia de una
disminucién de la cantidad de enzima Topo II (Hashimoto y col., 1997), las células en esta
situacion desencadenarian la parada del ciclo en G2/M (Jing y col., 1994b) y, a partir de
este momento se podria disparar el mecanismo de la muerte celular por apoptosis (Masuda

y col., 1995; Watabe y col., 1996; 1997; Kawazoe y col., 1999a).
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En cuanto al posible dafio en el ADN provocado por estos inhibidores, como
observamos en nuestros resultados obtenidos mediante el ensayo del cometa, existe una
respuesta dosis-dependiente para el ICRF-193, tanto en la linea AA8 como en la EMY,
siendo esta ultima mas sensible al dafio que la linea parental. Estos resultados para el
ICRF-193 contrastan claramente con los resultados obtenidos para el bufalin, en los que no
se observaron diferencias entre las células controles y las tratadas con este compuesto, no
apreciandose dafio alguno en el ADN, de forma similar en las dos lineas celulares. En
nuestra opinidn, este resultado seria el esperado teniendo en cuenta que el bufalin no ejerce
una interaccion directa con la Topo II, como se comprobd al realizar los ensayos de
actividad Topo II in vitro. Como ya comentamos anteriormente, el ICRF-193 estabiliza a la
enzima una vez se ha unido al ADN formando un complejo ADN-proteina cerrado (Roca'y
col., 1994), y segun esto no esperariamos encontrar daifio en el ADN tras el tratamiento con
este compuesto. Una posible explicacion podria ser que la maquinaria de reparacion
identificase dicho complejo como una estructura voluminosa y actuase eliminando esta
anomalia mediante una acciéon endonucleotidica, que finalmente podria desencadenar
apoptosis.

En concordancia con estos resultados, nuestros analisis de citogenética nos han
mostrado al ICRF-193 como un agente clastogénico bastante activo, cuyo efecto es dosis-
dependiente, en AA8 y EM9, siendo éstas ultimas mas sensibles al tratamiento, como era
de esperar debido al defecto en reparacion de esta linea mutante (Thompson y col., 1982).
Por el contrario, el tratamiento con bufalin no provocé dafio cromosémico (Pastor y col.,
2002a). Estos resultados eran asimismo los que cabria esperar teniendo en cuenta los
mecanismos por los cuales se lleva en este caso a cabo la inhibicion de la enzima. Nuestros
resultados, por otra parte, estan de acuerdo con los de Ikushima y col. (1998) los cuales
igualmente observaron una elevada frecuencia de aberraciones de tipo cromatidico y
cromosdmico tras el tratamiento con ICRF-193 en la linea celular V79.

Debido a que la Topo II es esencial para la correcta segregacion de los cromosomas
durante mitosis, no sélo en levaduras (Uemura y col., 1987) sino también en Drosophila
(Buchenau y col., 1993), anfibios (Shamu y Murray, 1992) y mamiferos (Downes y col.,
1991; Sumner, 1995; 1998), analizamos también la posibilidad de que la inhibicién de esta
enzima pudiese afectar en este sentido de forma desigual a la linea mutante y parental.

Cuando iniciamos nuestros analisis para la deteccién de células endorreduplicadas
en presencia y ausencia de estos compuestos observamos el hecho ya publicado en nuestro

laboratorio (Cortés y col., 1993) de que la linea mutante EM9, en ausencia de tratamiento
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presentase una elevada tasa de células endorreduplicadas observadas en metafase, a
diferencia de la linea parental AAS.

Podriamos pensar que, en la linea mutante EM9, o bien bajos niveles de la enzima
Topo II, o una forma modificada de la misma, que podria resultar en una peor actividad
para llevar a cabo una correcta separacion de las cromatidas hermanas, seria responsable de
las diferencias encontradas entre ambas lineas celulares en cuanto al nivel de células
endorreduplicadas en ausencia de tratamiento. En primer lugar, hay que sefialar que
nuestros andlisis de cuantificacién de enzima Topo II no mostraban diferencias en cuanto
al nivel de expresiéon de la enzima, asi que segln este resultado podriamos descartar la
primera hipétesis, con lo que en principio parece mas probable que la linea EM9 posea una
Topo II modificada que podria resultar en una disminuida o peor funcién de segregacion de
los cromosomas en mitosis. No obstante, esto no deja de ser meramente especulativo y
necesitaria ser demostrado.

En nuestra opinién otra posible explicacion alternativa podria ser la existencia de
diferencias en cuanto a la estructura de la cromatina entre estas dos lineas celulares, de
forma que se dificultase, a la enzima Topo II de la linea EMY, la cual seria a cualquier
efecto normal, llevar a cabo de forma correcta la segregacion de sus cromosomas.

Por otra parte, en lo que se refiere a los inhibidores usados por nosotros hemos
podido observar que mediante el tratamiento con ICRF-193 se indujo la produccion de
células endorreduplicadas, tanto en la linea parental como en la mutante Pastor y col.,
2002b). En este caso si podemos concluir que la formacion de células endorreduplicadas se
debe con toda probabilidad a una disminucién en la actividad Topo II, siendo nuestro
resultado una prueba importante y concluyente de que la enzima Topo II es esencial para la
segregacion de los cromosomas en mitosis.

Una observacion de especial importancia fué que el tratamiento con ICRF-193
aumentaba en mas del 50 % el nimero de células endorreduplicadas en la linea mutante en
comparacion con la linea parental. Dado que, segin comprobamos, ambas lineas celulares
presentaban niveles equiparables de enzima Topo II, una posible explicaciéon de tan
elevado numero de células endorreduplicadas inducido por el ICRF-193 en la linea EM9
podria deberse a que la Topo II en esta linea celular fuese mas sensible al ICRF-193 que la
Topo II de la linea parental. Sin embargo, hasta el momento no podemos descartar que, tal
como sefialamos anteriormente, posibles diferencias en la estructura de la cromatina entre

ambas lineas celulares pudieran ser responsables tanto del anormal nivel basal de
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endorreduplicadas encontrado en la linea mutante, como del incremento tan elevado de
células endorreduplicadas inducidas por el inhibidor de Topo II ICRF-193.

A la vista de nuestros resultados, resulta evidente que la utilizacion de los
inhibidores cataliticos de Topo II puede ser una nueva y prometedora herramienta para
descubrir muchos aspectos mecanisticos y fisiologicos del tan complejo y atn oscuro
fenomeno de la endorreduplicacién cromosémica.

Centrandonos en el caso del bufalin, por otra parte, no hemos observado aumento
alguno en la produccién de células endorreduplicadas y esto a nustro juicio se puede
explicar en base al mecanismo de inhibicién de la enzima por medio del cual el compuesto
actiia. Una consideracion a tener en cuanta, en primer lugar, es que fueron necesarias 22
horas de tratamiento para que consiguiéramos detectar inhibiciéon enzimatica. Esto es una
logica consecuencia de que la inhibicion existente no es directa, a diferencia del ICRF-193,
con el que obtuvimos inhibicién de la actividad Topo II con sélo 3 horas de tratamiento.
En el caso del bufalin, y debido a ese largo periodo de tiempo en presencia del compuesto,
es de esperar que las células se vayan parando en uno de los puntos de control del ciclo
celular, sin ser capaces de iniciar una nueva ronda a lo largo del ciclo; a diferencia del
tratamiento con el ICRF-193, en cuyo caso una vez transcurridas las 3 horas se suspendio
el tratamiento y se permitié que las células continuasen su recorrido por el ciclo celular.
Durante el tratamiento con el ICRF-193, de acuerdo con lo que se ha publicado (Ishida y
col., 1994, las células que tuviesen que pasar por mitosis han debido tener serios problemas
para llevar a cabo la correcta segregacion de los cromosomas. Con toda probabilidad,
cuando se elimindé el tratamiento, muchas de estas células con los cromosomas no
segregados entraron en la fase S replicando su ADN y apareciendo los tipicos cromosomas
formados por cuatro cromatidas (diplocromosomas) que nosotros observamos
posteriormente cuando alcanzan de nuevo la fase de mitosis.

Resumiendo un poco estos ultimos estudios comparativos de los dos compuestos
elegidos, podemos decir que tanto el ICRF-193 como el bufalin son eficientes en provocar
la inhibicién de la enzima Topo II y, aunque sus mecanismos de accidén son bastante
diferentes, en ningln caso la inhibicion de la enzima actia mediante la estabilizacion del
complejo de rotura, por lo que no se pueden considerar venenos de Topo II. Sin embargo,
hemos visto que el compuesto ICRF-193 provoca dafio en el ADN, a diferencia del bufalin,
y aunque se desconoce aun cual es el mecanismo por el cual se produce este dafio, se
podria deber a la interferencia de la estructura voluminosa que formaria la Topo II

bloqueada, unida al ADN en un complejo cerrado, de manera parecida a una abrazadera,
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con la maquinaria de reparacién o de transcripcion, o incluso con la reparacion del ADN o
con el ensamblaje y desensamblaje de la cromatina (Dominguez y col., 2001; Jensen y col.,
2000). Este efecto clastogénico parece ser el responsable del descenso de la poblacion
mitética que observamos a concentraciones elevadas de este compuesto y que nos impiden
la cuantificacién tanto de aberraciones cromosémicas como de células endorreduplicadas.

Como consecuencia de estos resultados, teniendo en cuenta que el ICRF-193
provoca dafio en el ADN de manera similar a los verdaderos venenos de Topo II, tuvimos
que descartarlo y quedarnos exclusivamente con el bufalin, para poder llevar a cabo los
altimos experimentos propuestos y que nos determinarian si la inhibicion de la Topo II
podria modificar de algiin modo la reparacion del dafio en el ADN, en este caso provocada
por rayos X.

Con esta finalidad se llevaron a cabo nuestros estudios de dafio en el ADN
mediante la utilizacién del ensayo del cometa en los que se compar6 la cinética de
reparacion en células AA8 y EM9 tanto en ausencia como en presencia de bufalin, o lo que
es lo mismo con la Topo II inhibida.

Los resultados que obtuvimos tras realizar estos estudios son a nuestro juicio muy
interesantes, ya que apoyan la hipétesis inicialmente propuesta de que la Topo II estaria
implicada en reparacion, ya que en presencia del inhibidos de la enzima bufalin la cinética
de reparacion del dafio en el ADN, provocado con la irradiacion de 5 Gy de rayos X, fue
mas lenta en las dos lineas celulares estudiadas que la observada en ausencia de inhibicion
de la Topo IL

Estos resultados son una prueba mas que afiadir a las evidencias que implicarian a
las Topoisomerasas de ADN en la reparacion del dafio en el ADN, si bien es cierto que
necesitamos pruebas mas directas que confirmen estos resultados. En este sentido, la
busqueda de inhibidores cataliticos verdaderos, que no provoquen dafio en €] ADN debe
continuar, ya que serian una herramienta muy util e incluso necesaria para poder avanzar
en este tipo de estudios.

Aunque se han publicado resultados contradictorios, el cuerpo principal de
evidencias con respecto a las actividades Topoisomerasas y los niveles de expresion,
después de daflarse el ADN, asi como el sinergismo existente entre agentes que dafian el
ADN vy los venenos de las Topoisomerasas, parecen apoyar la hipétesis de la implicacién
de las Topoisomerasas en la reparaciéon del ADN. Ciertamente, las actividades
Topoisomerasas y la expresion enzimatica dependen de la fase del ciclo celular y del

estado proliferativo en el que las células se encuentren, refiriéndonos principalmente a la
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Topo II. Asi, el uso de cultivos sincronicos, como los empleados por nosotros, se presenta
como una alternativa interesante para el estudio de una posible relacion entre
Topoisomerasas y la reparacion del ADN.

Se han propuesto, por otra parte, que la participacion activa de las Topoisomerasas
seria esencial para llevar a cabo la relajacion de la cromatina, la cual facilitaria una mayor
accesibilidad de las enzimas de reparacion al ADN daflado. De esta forma las
Topoisomerasas actuarian en una fase preparatoria y previa a la reparacion sin desempefiar
en realidad un papel directo en la reparacion como tal.

Por otra parte, no debemos olvidar que una hipdtesis alternativa en absoluto
descartada es que estas enzimas nucleares jueguen un papel directo en la reparacion, ya
que estas enzimas son candidatas para poder explicar los mecanismos moleculares, todavia
desconocidos, que dan lugar a la formacion de los intercambios entre croméatidas hermanas
(Painter, 1980; Cleaver, 1981). La implicacién de las Topoisomerasas en la reparacion

(directa o indirectamente) es en cualquier caso atin hoy en dia una cuestién por resolver.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los experimentos llevados a cabo en esta Tesis Doctoral podemos

concluir que:

1. Existe una modulacion de la actividad Topo Iy Topo II como consecuencia del dafio
en el ADN producido por rayos X. Estas variaciones son diferentes en las lineas
parentales en comparacion con las lineas mutantes correspondientes.

2. Las variaciones de las actividades Topoisomerasas no se corresponden con variaciones
de la cantidad de la enzima, sino que se debe a modificaciones postraducionales mas
que a la sintesis de nueva proteina y a la focalizacion de la enzima existente.

3. ElICRF-193 no es un inhibidor catalitico limpio de la Topo II como se describid en un
principio, sino que es capaz de provocar dafio en el ADN, muerte celular y
endorreduplicacién cromosomica mediante mecanismos aun desconocidos.

4. El bufalin, aun no siendo un inhibidor catalitico como tal, provoca la inhibicion de la
enzima sin desencadenar dafio en el ADN.

S. Existe una modulacion de la reparacion del dafio en el ADN provocado por los rayos X
en presencia del inhibidor bufalin, o lo que es lo mismo, la inhibicién de la Topo II

alarga/ aumenta el tiempo de reparacion necesario para un dafio inicial equiparable.
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