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I. INTRODUCCION

ENFERMEDADES RARAS

En la Union Europea se considera una enfermedad rara, minoritaria o huérfana, aquella
con peligro de muerte o invalidez cronica, que tiene una prevalencia menor de 5 casos
por cada 10.000 habitantes. En la literatura médica hay descritas alrededor de 7.000 en-
fermedades raras, siendo alrededor del 80% de estas enfermedades de origen genético.

Se estima que entre 4.000 y 5.000 no tienen tratamiento curativo (www.orphanet.com).

DISQUERATOSIS CONGENITA

Seguin orphanet, la disqueratosis congénita (DC) es una enfermedad rara con una preva-
lencia de1-9/1.000.000.

El espectro de enfermedades que engloba la DC se ha expandido de manera considerable
desde su descripcion en 1910. La forma clasica de DC esta caracterizada por una triada
de sintomas mucocutaneos que incluyen: pigmentacion anormal, distrofia ungueal y
leucoplasia en la mucosa oral (figura 1.1)[1], aunque recientemente se ha visto que este
ultimo sintoma solo es observable en un reducido nimero de pacientes [2].

La DC presenta un amplio ramillete de afecciones (Tabla 1.1), tanto a nivel sistémico
como local. Una de las mas importantes es el fallo en la médula 6sea (MO) al ser una de
las principales causas de mortalidad (~60%-70%), seguida por enfermedad pulmonar

(~10%-15%),y los tumores malignos(~10%).
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I. INTRODUCCION

Figura I.1. Fotografias de enfermos de DC con distrofia ungueal y leucoplasia en la
mucosa oral. Extraido de: Dokal I. Dyskeratosis congenita, Hematology Am Soc Hematol

Educ Program. 2011,;2011:480-6.
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I. INTRODUCCION

CARACTERISTICAS CLIiNICAS %% DE PACIENTES

Pigmentacion anormal de la piel 89
Distrofia ungueal 88

Fallo médula 6sea 85,5
Leucoplaquia 78

Epifora 30,5
Retraso mental 25,4
Enfermedades pulmonares 20,3
Retraso en el crecimiento 19,5
Pérdida o dafio de los dientes 16,9
Pérdida prematura de pelo / Degeneracion capilar 16,1
Hiperhidrosis 15,3

Tabla I.1. Caracteristicas clinicas generales en DC y porcentaje de pacientes que pre-
sentan alguna de estas caracteristicas Fxtraido de: Dokal I. Dyskeratosis congenita, He-
matology Am Soc Hematol Educ Program. 2011;2011:480-6.

Ademis, la DC (ORPHA1775) es una enfermedad muy heterogénea ya que han sido reco-
nocidos tres modos de herencia: recesiva ligada al cromosoma X (OMIM, 305000) (la que
estudiaremos en esta tesis), recesiva autosomica dominante (OMIM, 127550) y autoso-
mica recesiva (OMIM, 224230). Es por ello por lo que el fenotipo clinico asociado a estas
formas genéticas puede variar ampliamente.

Estudios realizados en los ultimos 15 afos han identificado 8 genes implicados en la
DC: DKC1, TERC, TERT, NOP10, NHP2, TINF2, C160rf57 y TCAB1. Siete de estos genes son
importantes en el mantenimiento del telomero porque codifican tanto componentes
del complejo de la enzima telomerasa (DKC1, TERC, TERT, NOP10, NHP2 y TCAB1) como
componentes del complejo shelterina (TINF2) que protege el final de los cromosomas [3]

(figura 1.2).
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I. INTRODUCCION

Cajal Body Telomerase
TCABH:

The reverse transcriptase
Biallelic mutations

inDC component (TERT):
Heterozygous mutations in AA, DC,
MDS, AML and pulmonary/liver
fibrosis. Biallelic mutations cause

TIN2: Heterozygous classic DC and HH

mutations in DC, AA, HH

and Revesz syndrome

The RNA component

(TERC): Heterozygous
mutations in DC, AA, MDS,
AML and pulmonary

. o iy 3 Dyskerin: Hemizygous
’ mutations in X- linked DC
‘ . O - and HH

TRF1 TRF2/RAP1

Shelterin

GAR1

Biallelic
inDC

Figura 1.2 Modelo para los complejos telomerasa y “shelterin” La figura representa
todos los elementos que constituyen los complejos ribonucleoprotéicos necesarios para el
procesamiento de los telémeros. Por un lado el complejo telomerasa compuesto por TERT y
el TERC, junto con la disquerina, GAR1, NOP10 y NHP2. Por otro lado, el complejo “shelterin”
formado por los componentes TRF1, TRF2/RAP1, TPP1 y POT1.Extraido de: Dokal I. Dyskera-

tosis congenita, Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2011; 2011:480-6.
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I. INTRODUCCION

2.1.  Disqueratosis congénita ligada al cromosoma X:

Esta tesis se centra en la forma recesiva ligada al cromosoma X, que de las tres que exis-
ten es la forma mas prevalente.

El gen DKCT codifica una proteina multifuncional, de 514 aminoacidos y 57 kDa, llamada
disquerina (DKC). Esta proteina interviene en la biosintesis del ARN ribosomal y en el
ensamblaje de las subunidades de los ribosomas o de centromeros y los microtubulos,
estando por tanto comprometido el ciclo celular y la funcion nucleolar. Estas alteracio-
nes explican el compromiso multiorganico de esta forma de DC y el elevado riesgo de
padecer enfermedades malignas por afectar a las caracteristicas citogenéticas de las

células, comportandose como un sindrome de inestabilidad cromosémica.

2.2. Disqueratosis congénita y telomero:

La primera evidencia de la asociacion entre la longitud del telomero y la DC fue descrita
en células de pacientes con mutaciones en el gen DKCT por Michael y colaboradores
[4]. Las mutaciones en el complejo telomerasa y en el complejo shelterina causan un
excesivo acortamiento de los telomeros. Debido a este acortamiento telomérico, con la
edad, se va reduciendo la reserva de las células madre (hay un fallo en la MO en el 85,5%
de los pacientes), incrementandose la incidencia de aplasia medular, causa principal de
muerte en la DC [5]. Ademas otros factores ambientales (por ejemplo el tabaco) en el
contexto de la constitucion genética del individuo, podrian conducir a la aparicion de
inestabilidad inestabilidad genética y diversas patologias tumorales.

Los genes causantes de la DC estan involucrados en el mantenimiento del telémero, lo

que sugiere que el disfuncional y excesivo acortamiento del telomero que presentan los

28



I. INTRODUCCION

enfermos sera el denominador comun de todas las formas genéticas que presenta esta

enfermedad, jugando un papel trascendental en la patogénesis de la enfermedad [6].

3. TELOMERO Y TELOMERASA

Los telomeros son multiples repeticiones de la secuencia de nucleotidos TTAGGG que
se encuentran en los extremos de los cromosomas. Los requerimientos moleculares del
proceso de replicacion no dejan que el extremo 5' de la cadena hija de ADN se pueda
completar, acortandose el telomero en cada ronda de division celular [7,8]. Cuando se
llega a un punto critico de acortamiento de éstos, las células entran en senescencia y/o
apoptosis y pierden la capacidad de dividirse. Este es un proceso que actua como re-
loj bioldgico para prevenir una division celular incontrolada. Afortunadamente, existen
mecanismos involucrados en la regulacion y mantenimiento del telémero, entre ellos el
mediado por la telomerasa.

La telomerasa es un complejo RNA-proteina que elonga los telémeros después de cada
division celular. El nucleo de la enzima telomerasa esta formado por una proteina trans-
criptasa reversa (TERT) codificada por el gen hTERT, y la parte ARN de la telomerasa codi-
ficada por el gen hTERC [9]. Ademas se encuentran en el complejo, la proteina disquerina
(codificada por el gen DKCT en el cromosoma X, que se requiere para estabilizar TERC)
y otras tres proteinas asociadas (NHP2, NOP10, GAR1) forman el complejo telomerasa
[2,10]. En células somaticas humanas sanas, los teldomeros se acortan en cada ciclo ce-
lular, y a lo largo de muchas divisiones esto trae como consecuencia la disfuncionalidad

de los telomeros, que la célula interpreta como dafio gendmico y se activa un proceso de
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parada del ciclo celular y detencion del crecimiento [11]. La telomerasa hTERT se expresa
solo en células madre y/o en células germinales de forma que estas células tienen una
mayor capacidad de division celular ya que mantienen los teldbmeros funcionales por
tiempo indefinido. [12,13].

Ademas del problema propio de la replicacion del telomero, se han sugerido otros fac-
tores que contribuyen a su acortamiento. Se ha sugerido que uno de estos mecanismos
es la produccion de dafo al ADN inducido por estrés oxidativo (alteracion del equilibrio
entre las especies prooxidantes y antioxidantes, a favor de las primeras) [8]. Ademas, tal
y como ha sido propuesto con anterioridad, el estrés oxidativo evita que la telomerasa
contrarreste el efecto del acortamiento del telomero al inducir la exportacion de ésta del
nucleo a la mitocondria [11].

El ADN telomeérico es susceptible al estrés oxidativo, debido a que es monocatenario y
ademas la secuencia tiene un alto contenido en guaninas [14,15]. Las especies reactivas
derivadas del oxigeno (ERO), especialmente los radicales hidroxilo (OH’), reaccionan con
los residuos de guanina de la cadena de ADN telomérico, dando como subproducto la
8-0x0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) [16,17]. Esta especial sensibilidad al
estrés oxidativo hace que la pérdida de telomero se vea acelerada. Ademas, se ha ob-
servado que las sustancias antioxidantes previenen el acortamiento telomérico inducido
por estrés oxidativo [18].

Nuestro grupo ha investigado la correlacion entre los cambios en la actividad telome-
rasa y los niveles del antioxidante celular, glutation (GSH). Cuando fibroblastos NIH3T3

fueron incubados con butionina sulfoximina (un compuesto quimico capaz de disminuir
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los niveles de GSH celular al inhibir la sintesis de GSH) la actividad telomerasa disminuyo
alrededor de un 60% y el crecimiento celular se retraso. Sin embargo, cuando se recupe-
raron los niveles de GSH intracelular incubando los fibroblastos con glutation etil éster,
la actividad telomerasa aumento considerablemente, estableciendo la importancia de
mantener los residuos de cisteina (Cys) presentes en algunas subunidades de la telome-
rasa en su estado reducido [19].

Perez-Rivero y colaboradores establecieron una correlacion entre la actividad telomerasa
y la actividad de la enzima antioxidante catalasa en fibroblastos procedentes de embrio-
nes de raton MEF (“mouse embryonic fibroblasts") TERC7-[20]. Estos autores mostraron
como estos fibroblastos deficientes en TERC presentaban estrés oxidativo y bajos niveles
de enzima catalasa. Sin embargo, la sobreexpresion de TERC produjo la recuperacion de
la actividad telomerasa disminuyendo el estrés oxidativo.

Aunque estos autores no establecieron ningun tipo de explicacion molecular, pusieron
en evidencia una posible relacion entre la actividad telomerasa y la respuesta antioxi-
dante. Por ello, seria interesante confirmar si existe alguna relacion o conexién molecu-
lar entre la actividad telomerasa y la expresion de enzimas antioxidantes.

Por lo tanto, en esta tesis intentaremos establecer una relacion entre la actividad te-
lomerasa y la respuesta antioxidante usando dos modelos celulares: i) fibroblastos de
pacientes con X-DC comparados con los de personas sanas; ii) fibroblastos transfectados
provenientes de células GM01774 de un paciente con X-DC con el inserto GSE24.2 que
corrige el defecto en la telomerasa (células 24.2). La linea celular control es del mismo

paciente, tiene el inserto pero sin la correccion (células pLNCX).
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El “genetic supresor element” (GSE) llamado 24.2 codifica para el dominio pseudouridina
sintasa de la DKC [21]. Las investigaciones llevadas a cabo por el grupo de la Dra. Perona
establecieron que la insercion del elemento GSE24.2 en células con déficit en actividad
telomerasa inducia la expresion de la hTERT y hTERC recuperando la actividad telomerasa

(figura 1.3).
A B
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Figura 1.3.- Actividad telomerasa y expresion de hTERT y hTERC en fibroblastos X-DC
transfectados con el plasmido pLNCX y el elemento 24.2. (A) Actividad telomerasa
medida mediante el kit "TRAP assay" utilizando distintas cantidades de extracto protéico (la
cantidad de proteinas totales estd representada en los tridngulos); (B) Expresion de hTERT y
hTR mediante RT-PCR en la linea celular que ha incorporado el vector vacio pLNCX y el ele-
mento GSE24.2. Se usa el GADPH como control; (C) Diagrama de la secuencia de ADN de la
disquerina que muestra la localizacion de GSE24.2 y la DKC5! Extraido de Machado-Pinilla

y col. Blood, 2008
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4. ESTRES OXIDATIVO
4.1. Radicales libres:
4.1.1. Concepto de radical libre:
Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula, que contiene uno o mas elec-
trones desapareados en su orbital externo. Tienen una vida media del orden de milise-
gundos debido a su gran reactividad, aunque varia segun el tipo de radical libre. Existen
radicales libres derivados del oxigeno y también radicales libres derivados del nitrogeno
(ERN). Las ERO han sido consideradas como causantes en parte del envejecimiento de la
piel [22]. Estudios in vitro han demostrado la implicacion de las ERO en el acortamiento
de los telomeros [18]. En fibroblastos en cultivo se ha demostrado que elevados niveles
de oxigeno y elevadas dosis de peroxido de hidrégeno, causan un rapido acortamiento
del telomero y al mismo tiempo aceleran el proceso de senescencia celular [18,23].
Las ERO mas estudiadas, y que se describen a continuacion, son el anion superoxido (0,7)
y el radical hidroxilo, ademas del peroxido de hidrégeno (H,0,) que no es un radical libre
pero si que es una especie muy reactiva y puede dar lugar a EROs.

4.1.1.1. Anion superoxido (02-):
El oxigeno se encuentra en un estado de oxidacion de -1/2 debido a la ganancia de un
electron formado en muchas reacciones de oxidacion. Es relativamente poco reactivo,
pero potencialmente toxico, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros in-
termediarios a su vez mucho mas reactivos. Puede formarse como producto de muchas
reacciones catalizadas enzimaticamente, también en reacciones no enzimaticas del oxi-
geno con la cisteina o la riboflavina [24], o bien se produce en la cadena respiratoria

mitocondrial mediante la reaccion que se muestra a:
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0,+e +H" —> HO,* — 0"+ H*

4.1.1.2. Peroxido de hidrogeno (H,0,):
Estado de reduccion de dos electrones del oxigeno, formado a partir del radical O, por
dismutacion, o directamente de la reduccion del O, en medio acido

20, + 2H* — H,0, — 0,
0,+2e +2H" —> H.0,

No es un radical libre, pero su reactividad es importante ya que atraviesa facilmente
las membranas. Muchas enzimas producen peroxido de hidrogeno a partir de oxigeno
molecular [26,27]. También puede producirse por reacciones quimicas, como la autooxi-
dacion del acido ascorbico catalizada por el cobre [28]. Se convierte en agua por accion
de la catalasa, un proceso que determina su vida media.

4.1.1.3. Radical hidroxilo (OH®):
El radical hidroxilo es la especie de oxigeno mas reactiva, con una vida media estimada
de alrededor de 107% [29]. Puede generarse in vivo como consecuencia de radiaciones
de alta energia (rayos X y rayos y) que pueden provocar rotura homolitica del agua. La
luz UV no tiene suficiente energia como para escindir una molécula de agua, pero puede
descomponer el agua oxigenada dando lugar al radical hidroxilo. Otro proceso todavia
mas importante en la formacion del radical hidroxilo es la llamada reaccion de Fenton

[30], mostrada a continuacion:

H,0, + Fe?* — Fe3* + OH + OH™
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También a partir de agua oxigenada y del radical superoxido puede formarse el radical
hidroxilo, en una reaccion catalizada por metales como hierro o cobre conocida como

reaccion de Haber-Weiss [31]:

H,0,+0,* —> 0, + OH + OH"

4.1.2. Génesis de las ERO:

Todos los radicales libres descritos anteriormente corresponden a especies cuya for-
macion es endogena, pero el organismo también esta expuesto a radicales libres proce-
dentes de fuentes externas.

Las fuentes exdgenas mas importantes en la generacion de especies reactivas de oxigeno

son [32]:
e Agentes antineoplasicos y otros medicamentos
e Radiaciones electromagnéticas o de particulas

e  Factores ambientales

Las fuentes endogenas mas importantes son:

e (adena de transporte electronico mitocondrial.

e Sistema xantina oxidasa

e NADPH oxidasa
La cadena de transporte electronico mitocondrial (Figura 1.4) es una de las principales
fuentes celulares de radicales libres [33]. Son muchas las patologias en las que se ha
descrito que la mitocondria genera radicales libres, siendo la causa principal del estrés

oxidativo que sufre la célula.
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Citoplasma celular

Catalasa

CuZn -SOD
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Figura 1.4.- Cadena de transporte electronico mitocondrial. Produccion de radicales
superoxido por la cadena de transporte de electrones mitocondrial y gestion de los mismos

en la matriz mitocondrial y en el citoplasma celular.

Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la membrana plasmatica
antes de reaccionar con otros componentes celulares y, por tanto, pueden iniciar reac-
ciones toxicas en la misma. Los acidos grasos insaturados presentes en la membrana y
las proteinas transmembrana que tienen aminoacidos oxidables son susceptibles de ser
oxidados por los radicales libres. Estas reacciones alteran las propiedades de las membra-
nas de tal modo que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de la membrana,
disminuyen el potencial de membrana, hacen perder las funciones secretoras e inhiben
los procesos metabolicos celulares, todo ello provocado por la peroxidacion lipidica, o la

oxidacion de importantes proteinas estructurales [34].
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La enzima xantina oxidorreductasa (XOR) es una enzima descrita originalmente como
una aldehido oxidasa en 1902 [35]. Esta enzima esta ampliamente distribuida entre seres
vivos de distinta complejidad. En las distintas especies cataliza la hidroxilacion de una
amplia gama de sustratos como purinas, pirimidinas, proteinas y aldehidos [36]. La XOR
existe en dos formas interconvertibles, la xantina deshidrogenasa (XDH) y la xantina
oxidasa (X0). En la forma XO, el oxigeno molecular se usa como un aceptor de elec-
trones y la hipoxantina y la xantina son reducidas a acido urico y superdxido. Durante
condiciones de activacion, la XDH se convierte en XO via oxidacion sulfidrilica, o bien via
eliminacion proteolitica [37].

La xantina deshidrogenasa es capaz de utilizar el NAD+ o el oxigeno como aceptor de
electrones, aunque tiene preferencia por el primero. Sin embargo, la xantina oxidasa so6lo
es capaz de utilizar el oxigeno como aceptor de electrones. Es la enzima encargada de la

degradacion de las purinas como se muestra en la figura L.5.
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Figura 1.5.- Esquema de degradacion de las purinas. Desde la hipoxantina y la guanina

se forma un compuesto xantina, que da origen al dcido drico. Estos ultimos 2 pasos son

catalizados por la xantina oxidasa (ésta contiene FAD, molibdeno y hierro no hemo) dando

lugar al dcido drico. Extraida de: Pacher P, Nivorozhkin A, Szabo C. Therapeutic effects of

xanthine oxidase inhibitors: renaissance half a century after the discovery of allopurinol.

Pharmacol Rev 2006;58:87-114
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4.2. Estrés oxidativo:
4.2.1. Concepto de estrés oxidativo:
A pesar del papel fisiologico que desempeian algunas ERO también pueden dar lugar
a reacciones de oxidacion indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido que
desarrollar defensas antioxidantes [38].
La primera definicion de estrés oxidativo lo enuncia como una alteracion del equilibrio
entre las especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras [39], orig-
inandose éste por un exceso de sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes
antioxidantes, o por ambos factores a la vez y produciéndose como resultado el dafio
oxidativo. En el 2006 se ha redefinido este concepto debido a que se ha visto que el
estado redox en plasma producido por GSH/GSSG no se encuentra en equilibrio con el
pool de cisteina/cistina lo que indica que el balance entre oxidantes y antioxidantes, no
puede ser entendido como una sola entidad. Ademas, estos sistemas no responden de la
misma manera a estimulos fisioldgicos y a toxicos. Por ello, el nuevo concepto de estrés
oxidativo desde un punto de vista mecanistico se define como un desequilibrio entre los
sistemas redox y el control de estos [40].
4.2.2. Estrés oxidativo y daiio a biomoléculas:

4.2.2.1. Daio oxidativo a lipidos:
Los lipidos, y sobre todo los acidos grasos poliinsaturados, son las biomoléculas mas sus-
ceptibles a ser atacadas por los radicales libres [17,41]. Los radicales libres que pueden
empezar esta reaccion son: el radical hidroxilo, el peroxido (ROO), el alcoxido (RO) y
el alquilico (R). El proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina peroxidacion

lipidica, siendo el malondialdehido (MDA) uno de los productos finales de esta oxidacion
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[42]. Esta es una reaccion en cadena, de modo que el ataque por un solo radical libre da
lugar a la formacion de un gran numero de especies activadas, lo cual desemboca en la
oxidacion de una gran cantidad de moléculas.

4.2.2.2. Daiio oxidativo a proteinas:
Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser
atacados por los radicales libres (principalmente por el radical hidroxilo). Esta oxidacion
puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteina, y por tanto, a una pérdida
o modificacion de su funcion biologica [43].

4.2.2.3. Dano oxidativo al ADN:
El ADN también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus componentes. Se sabe que
el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases o al azucar del ADN formandose radical
perdxido. Las posteriores reacciones de estas especies radicalarias en el ADN dan lugar a
un gran namero de productos [44].
El dafio oxidativo al ADN incluye la oxidacion de bases y/o roturas de una hebra o de

doble hebra en el ADN [45,46], dafio que puede alterar incluso la viabilidad de la célula.

4.3. Antioxidantes fisiologicos:

4.3.1. Concepto de antioxidante:

Todas las células estan sujetas a estrés oxidativo. El organismo ha desarrollado una serie
de mecanismos, disefiados para protegerse de la accion de los radicales libresconocidos
como antioxidantes, y desde un punto de vista bioquimico, pueden clasificarse segun

sean de naturaleza enzimatica o no enzimatica.
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4.3.2. Antioxidantes enzimaticos:
4.3.2.1. Superoxido dismutasa:
Es la familia de antioxidantes mas ampliamente distribuida en la naturaleza. Su activi-
dad fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969 [47,48]. La enzima
superoxido dismutasa (SOD) transforma el radical superdxido en peroxido de hidrogeno,
constituyendo el primer paso de defensa frente a las ERO [49-52].
SOD
0, +0,” + 2H* » HO,+0,

Hay descritas cuatro formas diferentes de esta enzima antioxidante, segun el grupo
prostético y tipo de metal ligado a ella. En la siguiente tabla se resumen los tipos y su

localizacion sub-celular mayoritaria.

m Grupo prostético Localizacion celular

Cu-Zn SOD Cu, Zn - Citosol
- Nucleo
Mn-SOD Mn - Matriz mitocondrial
Mn-SOD Mn - Bacterias
Fe-SOD Fe - Bacterias

Tabla 1.2. Tipos de Superdxido dismutasa. Division sequn grupo prostético y localizacion
celular.

En esta tesis estudiamos las formas Cobre zinc superoxido dismutasa (CuZnSOD) y la
Manganeso superoxido dismutasa (MnSOD). La MnSOD es una enzima homotetramérica
con manganeso que tiene su funcion en la mitocondria, mientras que CuZnSOD es un

homodimero que tiene su funcion en el citosol [53].
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4.3.2.2. Glutation peroxidasa:
La Glutation peroxidasa (Gpx) juega un papel importante en la detoxificacion del perox-
ido de hidrogeno y lipoperoxidos que se generan en las células [39]. La mayor parte de
la actividad Gpx se encuentra en el citosol, aunque también esta presente en la matriz
mitocondrial. Existen dos tipos de glutation peroxidasa, una selenio dependiente (Se-
Gpx), y otra que no contiene selenio (Gpx). Ambas requieren glutation reducido como
dador de equivalentes reductores para catalizar la siguiente reaccion:

Se -Gpx

H,0, + 2GSH > 2H.0 + GSSG

Se -Gpx , Gpx

ROOH + 2GSH » ROH + H,0 + GSSG
En esta tesis trataremos dos formas (no selenio dependiente): GPX1y GPX4. La GPX1 es la
mas abundante y se encuentra en el citoplasma de la mayoria de las células de mamifero,
mientras que en el caso de la GPX4 se expresa en multitud de células de mamifero, pero
en menor cantidad. Ademas, GPX4 tiene preferencia por los lipoperoxidos [54].
4.3.2.3. Catalasa:

La catalasa participa en la detoxificacion del perdxido de hidrogeno, dando lugar a agua
y a una molécula de oxigeno [39]. También es capaz de catalizar ciertas reacciones de
peroxidacion en presencia de H,0,, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y acidos
organicos como sustratos. La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas [55],
aunque también se ha descrito actividad catalasa en mitocondrias y citosol. La siguiente

reaccion representa la funcion de la catalasa de descomposicion del peroxido de hi-

drogeno.
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H,0, + Fe(ll)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E
H,0, + O=Fe(IV)-E — H,O + Fe(ll)-E + 0,
4.3.3. Antioxidantes no enzimaticos:
4.3.3.1. Glutation:
Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamifero. Fue descubierto por
Hopkins en 1921 y esta constituido por 3 aminoacidos: acido glutamico, cisteina y glici-
na [56]. Su estructura le confiere ciertas caracteristicas que hacen que el glutation tenga
una funcionalidad amplia e importante en la célula.
El glutation se puede encontrar en dos formas segun su estado de oOxido-reduccion:
como GSH o glutation reducido, o como GSSG o glutation oxidado que esta compuesto
por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteinas.
El GSH desempeia numerosas e importantes funciones metabdlicas [57], una de ellas
es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los peroxidos y otros compues-
tos toxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de las radiaciones. El GSH puede
reaccionar directamente con los radicales libres, sin intervencion enzimatica alguna y
detoxificarlos, o bien puede reducir los peroxidos formados por medio de la glutation
peroxidasa. Cuando se produce una agresion oxidativa, el GSH que actua como cofac-
tor de la glutation peroxidasa se oxida a GSSG para aportar el poder reductor a esta
enzima detoxificadora de peroxidos. El GSSG formado es inmediatamente reducido a
GSH por medio del enzima glutation reductasa. La glutation reductasa requiere NADPH
como cofactor, que sera suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa. Tanto la
glutation peroxidasa como la glutation reductasa se hallan predominantemente en el

citosol, existiendo también cierta actividad en la mitocondria [58].
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ROOH ™ < GSH = r—<NADP+ —— —<Glucosa 6-P

Glutation Glutation Glucosa 6-P
peroxidasa reductasa deshidrogenasa

ROH +— = GSSG*+— —— NADPH*+— — 6-P Gluconato

Figura 1.6. Ciclo Redox del glutation. El glutation existe en los estados reducido (GSH)
y oxidado (GSSG). En el estado reducido, el grupo tiol de la cisteina es capaz de donar un
equivalente de reduccion (H+ + e-) a otras moléculas inestables, como las especies reac-
tivas de oxigeno. En la donacion de un electron, el glutation se convierte en reactivo, pero
reacciona rdpidamente con otro glutation reactivo para formar glutatién oxidado (GSSG).
El GSH puede regenerarse a partir de GSSG por la enzima glutation reductasa. Extraido de:

Grimes AJ. Human red cell metabolism. Oxford: Blackwell; 1966. pp. 192-201.

4.4. Reparacion del dafo inducido por estrés oxidativo:

El dafio inducido por estrés oxidativo a la célula en general pero sobretodo el dafo al
ADN por oxidacion de bases y/o por rotura de una hebra o de doble hebra del ADN, pu-
ede alterar la integridad del genoma y comprometer la viabilidad de la célula, por ello
la célula posee respuestas a este dafio para asi repararlo. Estas respuestas se basan en
la deteccion de las hebras de ADN dafadas, por complejos proteicos especializados que
reclutan y activan dos proteinas quinasas (ATM "Ataxia telagectasia mutated protein”y
ATR "Ataxia telangectasia RAD3 related protein”), en el sitio de lesion [59,60]. La incor-
poracion de cualquiera de estas dos quinasas al sitio de dafio, provoca una fosforilacion

local de la histona H2AX [61,62], lo que finalmente provocara la activacion de otras qui-
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nasas (CHK2, RAD53) con capacidad de producir la parada del ciclo celular y asi facilitar
la reparacion del ADN. Cabe destacar que varias de las proteinas que participan en las
respuestas al dafio al ADN son reclutadas al sitio de dafio en el ADN. Ademas en algunos
casos pueden coincidir con las estructuras teloméricas [63-65]. Una vez la lesion es repa-
rada, los focos del dafio al ADN son desensamblados por la desfosforilacion de y-H2AX
a través de fosfatasas especificas y de toda una maquinaria encargada del remodelado
de la cromatina [66].

Cabe destacar que las roturas de doble hebra representan una variante especialmente
peligrosa de dafio al ADN, ya que la presencia de roturas en ambas hebras del ADN in-
terrumpe la continuidad de dicha molécula. Estas roturas bicatenarias se producen de
manera natural en el transcurso de la replicacion del ADN y por compuestos genotoxicos
que dafan al ADN a través de la creacion de roturas en ambas hebras. La reparacion
de las roturas de doble hebra tienen lugar a través de mecanismos de reparacion que
permiten unir de nuevo las hebras rotas [67]. En este proceso las principales rutas se
caracterizan por la recombinacion de secuencias homologas de ADN de un cromosoma
intacto, mecanismo conocido como recombinacion homologa (HR) o bien puede ser
mediante la union de los extremos rotos de una molécula sencilla de ADN, denominado
union de extremos no homoélogos (NHEJ), aunque este Gltimo mecanismo se asocia a una
tasa alta de error debido a la deleccion de bases entorno al punto dafado [68].

En esta tesis estudiaremos algunos de los componentes de la via de recombinacion entre
secuencias homologas de ADN, que implica el intercambio de informacion entre molécu-
las de ADN que comparten homologia de secuencia a lo largo de cientos de bases. Entre

las moléculas de ADN homologas se intercambian hebras simples que estan empalmadas
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las unas con las otras, conduciendo a la formacion de una region de heteroduplex, en las
que las dos hebras de la doble hélice recombinante se derivan de diferentes moléculas
progenitoras. En este proceso de recombinacion homologa, participan enzimas entre
ellas la proteina RAD51 [69], proteina que se une al sitio de lesion del ADN de hebra
sencilla para facilitar el proceso de recombinacion, puesto que esta implicado en la
busqueda de homologia entre hebras.

Por otra parte se sabe también que el oxigeno es capaz de reaccionar con las bases o
el azucar del ADN formandose el radical perdxido. Las posteriores reacciones de estas
especies radicalarias en el ADN dan lugar a un gran numero de productos de oxidacion.
La modificacion de este tipo que mas se observa es la 8-oxodG. Su importancia reside
en su poder mutagénico ya que durante la replicacion producira transversiones G-T [44].
Por ello, la cantidad del nucledsido 8-oxodG se utiliza como indice del dafio oxidativo
al ADN.

Las alteraciones en 8-oxodG suelen ser reparadas por el mecanismo de reparacion por
escision de bases (BER) “Base Escision Repair pathway". En esta ruta el ADN dafiado es
reconocido y eliminado, como bases independientes. El espacio vacio generado se rellena
con la sintesis de una nueva hebra de ADN, utilizando la hebra complementaria no da-
fiada como molde. El primer paso consiste en la escision de la base dafada por una ADN
glicosilasa, en este caso denominada 8-oxoguanina-ADN glicosilasa (0GG1). La 0GG1
es una enzima glicosilasa bifuncional que por una parte posee la capacidad de escision
de la base 8-0x0G y por otra parte posee actividad AP liasa que permite que en el sitio
donde se ha escindido la base, se genere un sitio apurinico/apirimidinico denominado

sitio AP, dejando una hebra simple sin la necesidad de una AP endonucleasa (Figura 1.7).
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Asi pues, la OGG1 juega un papel fundamental en la prevencion de la acumulacion del

dafio oxidativo al ADN, tanto en el genoma nuclear como en el genoma mitocondrial [70]
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Figura 1.7. Mecanismo de interaccion entre hOGG1 y el sustrato 8-oxodG. Extraido
de: Kuznetsov NA et. Al, Mechanism of recognition and repair of damaged DNA by human

8-oxoquanine DNA glycosylase hOGG1.Biochemistry (Mosc). 2011, 118-30. Review.

Poly (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) es otra enzima implicada en la reparacion del ADN
danado mediante la ruta BER. PARP se encarga de reclutar la ADN ligasa lll y su cofac-
tor XRCC1, la ADN polimerasa beta (la polimerasa mas importante en humanos) y una
quinasa al sitio de rotura. La poly (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1), de la familia de
las PARP, esta implicada ademas en otras vias de reparacion del dafio oxidativo al ADN.
Esta enzima actua usando el dinucledtido adenina nicotinamida (NAD+) como sustrato,
para unir multiples unidades de ADP-ribosa (PAR) a si mismo y a otras proteinas acep-

toras que ayudan en la reparacion del ADN dafiado [71,72]. Esta Poly (ADP) ribosilacion

47



I. INTRODUCCION

permite que las proteinas a las que se les afaden las unidades de PAR, puedan reparar el
dafio producido al ADN de una manera eficiente [73].
Sin embargo, en situaciones de daio oxidativo al ADN muy severo la sobreexpresion de

PARP-1 produce la muerte celular (figura 1.8) [74].
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Figura 1.8. Accion de PARP-1 después del daiio al ADN. PARP-1 afiade unidades de PAR

AN

a las proteinas reparadoras del dafio al ADN para facilitar su reparacion. Esta reparacion
requiere NAD+ y ATP. La activacion de PARP-1 debido a un dafio severo al ADN depleciona
las células de NAD+ y de ATP almacenadas por la célula. Figura extraida de: Peter J. Gian-
none, Alicia A. Alcamo, Brandon L. Schanbacher, Craig A. Nankervis, Gail E. Besner, and John
A. Bauer. Poly (ADP-Ribose) Polymerase-1: A Novel Therapeutic Target in Necrotizing Entero-

colitis. Pediatr Res. 2011 July; 70(1): 67-71.

PARP-1 también es conocido por su papel en la transcripcion a través de la remodelacion

de la cromatina mediante la PARsilacion de histonas y la relajacion de la estructura
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cromatinica, lo que permite que acceda la maquinaria de transcripcion a los genes [74].
Se ha propuesto que el ADN mitocondrial sufre mucho mas dafio oxidativo que el ADN
nuclear [75,76]. El genoma mitocondrial presenta ciertos rasgos que le hacen especial-
mente susceptible de ser atacado por agentes oxidantes: i) carece de histonas que pu-
edan recibir el ataque en lugar del ADN [77]; ii) el sistema de reparacion es poco efectivo
[78,79]; iii) se encuentra muy cerca de la cadena de transporte mitocondrial, uno de
los sistemas principales de produccion de ERO [80]. Otro factor distintivo del ADN mi-
tocondrial es que no posee intrones, de manera que la modificacion de cualquier base
afecta a una zona de ADN codificante [81,82], y su repercusion suele ser, por tanto, mas

importante.

5. ALTERACIONES EPIGENETICAS EN DISQUERATOSIS CONGENITA LIGADA AL
CROMOSOMA X

5.1.  Estrés oxidativo y cromatina:

Aunque existen todavia muy pocas evidencias, cuando se postuld que la produccion de
las ERO y el GSH podian tener influencia sobre la expresion génica ya se estaba prepa-
rando el camino para indicar que el balance redox celular podia regular la conformacion
y la estructura de la cromatina [83,84].

En 2008, Sadickovic y colaboradores publicaron un estudio sobre la linea de células tu-
morales MCF-7 tratadas con benzopireno (BZP), donde observaban alteraciones en los
niveles de acetilacion de la histona H3K9, generando hipoacetilacién en algunos genes

e hiperacetilacion en otros. El BZP generaba ademas descensos en la metilacion global
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de ADN, e inhibicion de las ADN metiltransferasas in vitro [85]. Las observaciones de
este grupo apuntarian a que la deplecion del GSH podria llevar a la hipoacetilacion de
la histona H3, ya que se sabe que productos generados por el BZP pueden producir la
deplecion del GSH [86].

Muchas enfermedades en las que se ha descrito un estrés oxidativo estan asociadas
a alteraciones epigenéticas, como es el caso del Sindrome de Hutchinson-Gilford o el
Sindrome de Werner [87]. Ambos sindromes progeroides estan caracterizados por tener
inestabilidad genética.

Ademas, se ha demostrado que el estrés oxidativo puede inducir cambios epigenéticos.
Por ejemplo, se ha visto como las ERO pueden inducir hipermetilacion de los islotes CpG
en el promotor del gen E-cadherina, un regulador de la transicion de epitelio a mesén-
quima en células de carcinoma hepatocelular [88]. También pueden activar la familia de
las "Ten-eleven translocation” (TET), que son unas prolil hidroxilasa que reprimen HIF1a
en condiciones de elevado estrés oxidativo [89], o modular mediante la metilacion del
ADN o mediante la modificacion de los extremos de las histonas, la capacidad antioxi-
dante del organismo en el utero [90], o la variacion de la actividad de las histonas dea-

cetilasas de tipo Ill o sirtuinas [91].
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5.2.  Envejeciemiento y cromatina:

El envejecimiento ha sido asociado a cambios conformacionales y aberraciones en la
estructura de la cromatina [92,93].

En un proceso de envejecimiento normal los dominios de la heterocromatina, sobre todo
los correspondientes a la heterocromatina constitutiva perinuclear, van disminuyendo
en numero. Ademas, distintos eventos de estrés oxidativo producen la aparicion de do-
minios asociados a heterocromatina, los denominados SAHFs (senescence-associated he-
terochromatin foci) en dominios que anteriormente eran eucromatina.

En sindromes progeroides como el de Hutchinson-Gilford, producido por mutaciones
en la lamina A, el proceso de alteracion de la cromatina esta acelerado [87]. Asimismo,
se han observado como los patrones de modificaciones post-traduccionales se alteran
considerablemente. Por ejemplo, Shumaker y colaboradores han descrito la pérdida de
marcas de heterocromatina, como la trimetilacion en H3K27 y H3K9, tanto en modelos
celulares como en células provenientes de pacientes de Hutchinson-Gilford [87]. En el
caso del sindrome de Werner (WRN), progeria con una elevada susceptibilidad al cancer
y producida por un déficit en la proteina, se ha descrito un acortamiento telomérico
acelerado debido a una disminucion en los niveles de hTERT [87]. En esta enfermedad
se ha observado que la elevada inestabilidad génica es debida a la aparicion de aberra-
ciones cromatinicas y se ha demostrado que la induccion de la expresion de la actividad
telomerasa induce la disminucion del numero de metafases encontradas en algunos cro-

mosomas aberrantes [94].
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Il. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es confirmar si existe alguna conexion molecular entre
la actividad telomerasa, la expresion de enzimas antioxidantes y los sistemas de repa-
racion del ADN. Para ello, se estudiaran lineas celulares provenientes de fibroblastos de
tres pacientes con DC ligada al cromosoma X (que nosotros denominaremos AD, BD, CD)
y un modelo de células de pacientes con DC ligada al cromosoma X (X-DC) en el que se
ha restaurado la actividad telomerasa mediante transfeccion con un inserto GSE24.2
(genetic supresor element 24.2) que codifica para el dominio pseurouridina sintasa de
DKC. La expresion de este dominio incrementa la supervivencia contra el cisplatino y
la resistencia a los inhibidores de la telomerasa. GSE24.2 activa el promotor de c-myc
a través de NHEIII que consecuentemente activa el promotor de hTERT aumentando la
actividad telomerasa de esta linea celular.

Estos estudios permitiran conocer la relacion molecular entre la actividad telomerasa y
la respuesta antioxidante. Al mismo tiempo, el estudio de los defectos en la respuesta
antioxidante, permitira evaluar la relacion con la respuesta a la reparacion del ADN, asi
como su efecto en las modificaciones epigenéticas que participan en la conformacion

de la cromatina.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinacion del estrés oxidativo y de enzimas antioxidantes en fibroblastos de
pacientes afectos de la enfermedad.

2.- Estudio de la expresion de genes implicados en la reparacion del ADN y su correlacion
con el perfil oxidativo y la implicacion de la regulacion epigenética.

3.- Determinacion del perfil de estrés oxidativo y expresion de enzimas antioxidantes en
una linea celular X-DC en la que se ha reestablecido la actividad telomerasa mediante la

insercion del elemento GSE24.2.
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l1l. MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

Las células con las que se ha realizado la primera parte de esta tesis, proceden del Coriell
Institute Research. Se trata de fibroblastos de biopsia de piel, provenientes de pacientes
caucasicos diagnosticados de DC, pacientes portadores de la enfermedad vy de sujetos

sanos. Las caracteristicas de estas células, asi como la nomenclatura que se usara a partir

de ahora para referirse a ellas se muestran en la siguiente tabla (tabla 111.1):

cODIGO

AFECTACON CLINICA

GM08398
(BC)

GM03348
(CO)

GMo04421
(ACQ)

GMo01774
(BD)

AG0464
(CD)

M01786
(AD)

Tabla Ill.1. Nomenclatura y caracteristicas generales de las células estudiadas en la

=5

M.

CAUCASICO

CAUCASICO

CAUCASICO

CAUCASICO

CAUCASICO

CAUCASICO

primera parte de la tesis.

10

29

N

FIBROL.

FIBROL.

FIBROL.

FIBROL.

FIBROL.

FIBROL.

NO

NO

NO

Leucoplasia en lengua,
dedos de pies y manos
displasicos;
con BdrU aumenta la
inestabilidad cromosdmica

Erupciones cutaneas; anemia;
distrofia ungueal y
anormalidades esofagicas.
La historia familiar es
negativa

Presenta DKC X-linked;
clinicamente no afectada;
afectados padre e hijo
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Los fibroblastos, pLNCX y 24.2 con los que se han realizado la sequnda parte de esta
tesis, proceden del grupo de investigacion de la Dra. Rosario Perona del Instituto de
Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols" del CSIC de Madrid. Estos fibroblastos provi-
enen del Coriell Cell repositories (Institute for Medical Research, New Jersey), de la linea
GMO01774. 24.2 es un modelo celular de pacientes con DC en el que se ha restaurado la
actividad telomerasa mediante transfeccion con un inserto GSE24.2 (genetic supresor
element 24.2) que codifica para el dominio pseurouridina sintasa de DKC. La expresion
de este dominio incrementa la supervivencia contra el cisplatino y los inhibidores de la
telomerasa. GSE24.2 activa el promotor de c-myc a través de NHEIIl que consecuent-
emente activa el promotor de hTERT. Las células pLNCX son sus controles, células DC
transfectadas pero con el inserto vacio.

Tanto los fibroblastos de pacientes provenientes del Coriell Cell repositories (AD, BD, CD,
AC, BC, CC), como los clones transfectados (pLNCX con el vector pECL vacio y 24.2 que
contiene el inserto que restablece la actividad telomerasa de los fibroblastos GM01774,
GSE24.2.), fueron cultivados en MEM suplementado con 10% suero bovino fetal no inac-
tivado, 15% L-Glutamina y 1% de antibioticos penicilina/estreptomicina en incubadores

al 5% de CO2 a 37 °C.
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2. DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Fundamento:

La caracterizacion del momento en el que las células estan proliferando se determind
a través de la incorporacion de Bromodeoxiuridina (BrdU) mediante el kit “Cell prolife-
ration ELISA, BdrU (colorimetric) de Roche” La BrdU es un analogo de la timidina que
marca las células que estan en fase S al incorporarse a moléculas de ADN que se estan
replicando.

Procedimiento:

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos (100 ul/pocillo) durante diferentes
tiempos: 6h, 24h, 48h, 72h, 120h y 192h. Posteriormente se le anadio 10 pl/pocillo de
BrdU (dilucion 1:1000 con medio de cultivo) y se incubaron aproximadamente 3 h a
37°C (durante este periodo la BrdU es incorporada en lugar de la timidina en el ADN de
las células en proliferacion). Después de eliminar el medio, las células fueron fijadas y el
ADN simultaneamente desnaturalizado (desnaturalizacion necesaria para facilitar la ac-
cesibilidad del anticuerpo que detectara el BdrU) anadiendo 200 pL/pocillo de FixDenat.
Se incuba a 20°C durante 30 minutos y sequidamente eliminamos el medio de fijacion.
Hicimos una dilucion 1:100 del anti-BrdU-POD y se afiadio 100 plL/pocillo que se ligo al
BdrU incorporado. Se desechd el medio y se lavo 3 veces con 200 pl/pocillo de PBS 1X.
Finalmente se elimind el PBS, se afiadio 100 ul/pocillo del sustrato y se incubd a 20°C
durante 20 minutos. A continuacion se produce una reaccion colorimétrica que fue

medida en un espectrofotometro (spectraMAX PLUS 384 de Molecular Devices) a una
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longitud de onda de 370-492nm en 3 intervalos de 5 minutos. La variacion de absorban-

cia es proporcional a la incorporacion de BrdU.

3. DETERMINACIONES DEL PERFIL DE ESTRES OXIDATIVO

3.1. Niveles de superoxido OZ{

Fundamento:

Los niveles de superoxido fueron determinados en las células provenientes del “Coriell
Cell Repositories” y en las células pLCNX, 24.2, usando dihidroetidio (Dihydriethidium,
D7008-Sigma), que entra en ellas y es oxidado por el O,~ hasta producir etidio, que a su
vez se une al ADN, produciendo finalmente fluorescencia.

Procedimiento:

Las células sembradas en placas de 12 pocillos se recogieron confluentes. Se desecho el
medio de cultivo y se lavo dos veces con PBS atemperado. Se disolvieron 0,003 g de di-
hidroetidio en 1 mL de DMSO [10mM], de esta dilucion se hizo otra de 2uL/mL de medio
que se aiadio a las placas; las placas fueron incubadas a 37°C durante 20 minutos; luego
se lavaron con PBS dos veces y se afiadio medio sin dihidroetidio. Finalmente, después
de otra incubacion de 1 hora a 37°C, se midio la fluorescencia en un espectrofluorime-
tro (spectraMAX GEMINIXS de Molecular Devices) a las longitudes de onda entre 535y

570nm.
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3.2.  Niveles de malondialdehido (MDA) por cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC)

Fundamento:

Para la determinacion de lipoperoxidos en forma de MDA, se procede primero a la hi-
drolisis de los lipoperdxidos presentes en la muestra y posterior formacion de un aducto
entre el dcido 2-tiobarbiturico y el MDA liberado (MDA-(TBA),) susceptible de ser anali-
zado por HPLC en fase reversa.

Procedimiento:

Para determinar el MDA se necesitaron 50 pL de muestra a los que se le afaden 75
uL de H,PO, 0,44 My 25 pL de la solucion de acido 2-tiobarbiturico; se agita y se
mantiene 60 minutos en un bafo a 95 ‘C. Una vez transcurrido el tiempo, se afaden
150 pL de la solucion neutralizante. Se centrifuga a 1000 g durante 5 minutos a 4
‘C y se inyectan 25 plL del sobrenadante en el HPLC. La deteccion del aducto MDA-

TBA, se realizo con un detector ultravioleta visible a una longitud de onda de 532 nm.

4. PURIFICACION DE HISTONAS A PARTIR DE CULTIVO CELULAR

Para la purificacion de histonas se procede al aislamiento de los nucleos celulares como
se describio previamente por Shechter y colaboradores [95]. En este procedimiento, los
nucleos celulares se aislan mediante el uso de tampon de lisis hipotonico (10 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 1 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, T mM
de ortovanadato y 1 plL/mL de inibidores de proteasas (Roche Diagnostics) se incuban

las células durante 30 min en rotor de noria a 4 °C. Los nucleos se recuperan por cen-
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trifugacion a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El precipitado nuclear se resuspende en
400 pL de H,SO, 0.4 N y se dejo durante 12 horas en rotor de noria a 4 °C. Transcurrido
este tiempo las muestras se centrifugan a 16.000 g, 10 min a 4 ° C. El sobrenadante que
contiene las histonas se recupera en un nuevo tubo. Se procede a la precipitacion de las
histonas mediante la adicion de 135 pL de acido tricloroacético al 100% (Sigma-Aldrich)
incubado durante 30 min en hielo.

A continuacion las histonas se recuperan mediante centrifugacion a 16.000 g, 10 min a
4 °C. Se descarta el sobrenadante y se lavan las histonas con 3 lavados con acetona fria,
centrifugando cada vez a 16.000 g durante 10 min a 4 °C.

Finalmente el precipitado de histonas se redisuelve con 100 pL de agua autoclavada,

cuantificadas por el método de Lowry y guardadas hasta su uso a -20

5. DETERMINACIONES DE GSH y y-H2AX POR MICROSCOPIA CONFOCAL
Mediante el microscopio confocal “Leica TCS-SP2 laser scanning” unido a “Leica
DM1RB inverted microscope”, se realizaron dos experimentos distintos:

1) Analisis del GSH celular y su localizacion sub-celular en las células de
pacientes con disqueratosis congénita transfectadas (24.2. y pLNCX):
Mediante el microscopio confocal, se obtuvieron “secciones dpticas” de la muestra que
generaron imagenes tridimensionales para analizar la cantidad de GSH celular y su lo-
calizacion citosolica y/o nuclear gracias al fluorocromo CellTracker green 5-chlorometh-
ylfluorescein diacetate (CMFDA-Molecular Probes), especifico para GSH en un 95% vy al

fluorocromo Hoechst (Sigma), que nos permitio localizar los ntcleos.
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Las tinciones se realizaron con placas de confocal de cuatro pocillos (Lab-Trek® II, Cham-
ber Nalge Nunc International Corp.). Para la tincion con el fluorocromo CMFDA, se diluyo
con DMSO (dilucion 1:10), se afiadio 5 pL/mL de medio y se incubd a 37°C durante 30
minutos. Después se elimind el medio y se cambio por otro nuevo durante 15 minutos a
37°C. Finalmente, se visualizo con el microscopio confocal.
Para la tincion de los nucleos, se diluyo el Hoechst 33342 (Invitrogen) (dilucion1:10) con
PBS. De esta dilucion, se afiadio 2 pL/mL de medio a las placas y se incubo 10 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se visualizd con el microscopio
confocal.

2) y-H2AX en fibroblastos de pacientes con disqueratosis congénita:
La determinacion de y-H2AX, también es de interés debido a que es la forma fosforilada
de H2AX, que surge como resultado del dafio al ADN.
Los tipos celulares AD, BD y CD con sus respectivos controles AC, BC y CC, se sembraron
en una placa de 12 pocillos (sobre un cubre colocado en el interior de los pocillos) con
medio de cultivo, y se dejaron en la estufa incubando durante 6 dias hasta que llegaron
a confluencia.
Pasados estos dias, se elimind el medio donde se habia incubado las células. Se puso TmL
de formaldehido al 4% (diluido con PBS) para fijar las células y se dejo a 4°C durante 1
hora. Luego se elimind el formaldehido de las placas y se afiadié 1 mL/pocillo de solucion
de permeabilizacion (50 mL PBS + 100 uL TWEEN). Seguidamente se dejo agitando du-
rante 20 minutos a temperatura ambiente. Se elimino la solucion de permeabilizacion y

se anadio 1 mL/pocillo de solucion de bloqueo (9,5 mL de solucion de permeabilizacion
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+ 0,5 mL de SBF) y se dejo agitando con esta solucion durante 1 hora a temperatura
ambiente.
Se anadio el anticuerpo primario Y-H2AX (abcam, ab11174) (dilucion de 1:2000) en me-
dio de cultivo normal en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Se elimino
el anticuerpo primario y se incubo con el anticuerpo secundario Alexa fluor 488 mouse
(BD biosciences), 1 mL/pocillo (dilucion 1:2000) preparado en 1% SBF y 0,2% TWEEN-
PBS. Se incubd toda la noche a 4°C en agitacion de balanceo. Después de esta incubacion,
se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS en agitacion y a temperatura ambiente. Fi-
nalmente, se aiadio 1 mL/pocillo de PBS con Hoechst 33342 (Invitrogen) (dilucion 1:10)
y se dejo 10 minutos en agitacion y a temperatura ambiente. Colocamos una gota de
aceite de inmersion (prolong gold, antifade reagent, Invitrogen) sobre un porta, y sobre
este afadimos el cubre donde se encuentran adheridas las células. Lo dejamos como
minimo 1 hora en congelador y luego lo visualizamos en microscopio confocal.

3) Metilacion lisina 9 de la histona H3 en células de pacientes con disquera-
tosis congénita transfectadas (24.2 y pLNCX):
Los tipos celulares 24.2. y pLNCX, se sembraron en una placa de 12 pocillos y se realizo el
proceso de incubacion y de fijacion de células explicado en el apartado anterior.
Pusimos el anticuerpo primario H3K9me3 (Abcam, Cambridge, MA, USA) (dilucion de
1:300) en medio de cultivo normal en agitacion durante 2 horas a temperatura am-
biente. Se elimino el anticuerpo primario y pusimos el anticuerpo secundario Alexa
Fluor 543 (Invitrogen) (dilucion 1:350) preparado en 1% SBF y 0,200 TWEEN-PBS. Se

incubo toda la noche a 4C en agitacion de balanceo. Después de esta incubacion, se
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l1l. MATERIALES Y METODOS

hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS en agitacion y a temperatura ambiente. Fi-
nalmente, se afiadio 1 ml/pocillo de PBS con Hoechst 33342 (Invitrogen) (dilucion
1:10) y se dejo 10 minutos en agitacion y a temperatura ambiente. Colocamos una gota
de aceite de inmersion (prolong gold, antifade reagent, Invitrogen) sobre un porta, y
sobre este anadimos el cubre donde se encuentran adheridas las células. Lo dejamos

como minimo 1 hora en congelador y luego lo visualizamos en microscopio confocal.

6. CUANTIFICACION DE GENES POR LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

1) Aislamiento y cuantificacion de ARN:
El aislamiento de ARN a partir de células se realizo mediante el kit “total ARN isolation,
Nucleospin ARN XS" (Macherey-Nagel). Se realizo la medida de la cantidad extraida de
ARN mediante el NanoDrop 2000/2000c¢ (Thermo Fisher scientific), midiendo la absor-
bancia a 260 nm. La pureza del ARN se calcula realizando el cociente 260/280. Valores
comprendidos entre 1.8 y 2.0 indican que se obtuvo un ARN de buena calidad.

2) RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction):
Fundamento.
Una hebra de ARN se retrotranscribe en ADN complementario (ADNc) mediante la trans-
criptasa reversa de alta fidelidad de copia, cebadores inespecificos (random primers) y
dNTPs
Para sintetizar el ADNc a partir del ARN usamos el kit “High Capacity cADN Reverse Trans-

cription Kit" de Applied Biosystems.
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Partimos de una cantidad de 160 ng de ARN, que se mezcla con el mix que contiene el
kit (10xRT Buffer; 25xdNTP Mix (100 mM), 10xRT Cebadores randomizados, MultiScribe™
Reverse Transcriptase, H20 libre de ARNasas), obteniendo un volumen final de 20 uL, en
una placa de 96 pocillos. La condiciones de la retrotranscripcion que se programaron en
el termociclador(GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler, Applied Biosystems) se

muestran en la Tabla 11.2:

TEMPERATURA (°C)

TIEMPO (minutos) 10 120 5 00

Tabla Ill.2. Programacion del termociclador, para poder realizar la RT-PCR.

3) Real time PCR o q-PCR:

Fundamento:

Es una variante de la PCR estandar utilizada para cuantificar ADN o ARN mensajero
(mARN). Utilizando cebadores especificos y complementarios de una secuencia concreta
es posible sintetizar numerosas copias del fragmento de ADN comprendido entre los
cebadores disefiados.

Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reaccion de retro-transcripcion o
RT (RT-PCR), puede determinarse la cantidad de mARN de una muestra mediante una
cuantificacion relativa. En nuestro caso, para la amplificacion del ADNc usamos, la son-
da “TagMan” de Applied Biosystems. Estas sondas permiten evaluar la amplificacion de
las secuencias analizadas , esto es debido a que dicha sonda posee un fluoréforo en su

extremo 3"y una molécula en el 5' que bloquea su emision de fluorescencia "quencher”
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l1l. MATERIALES Y METODOS

que tras el proceso de amplificacion se libera y permite que el fluoréforo emita.
Procedimiento:

Se prepara un mix con el ADNc, 10 uL de la enzima TagMan Universal PCR Mas-
ter Mix (Applied Biosystems, U.S.) y 1 pL de los cebadores comerciales que se presen-

tan en la tabla (l1l:3) junto con 7,5 ul/muestra de agua libre de RNAasa y DNAasa..

GEN CODIGO

Disquerina 1 Hs00154737_m1

GADPH Hs99999906_m1
8-Oxoguanina glicosilasa (0GG1) Hs00213454_m1
Poli-(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) Hs00242302_m1
Glutation peroxidasa 4 (Gpx4) Hs00989766_g1
RAD53 Hs00200485_m1

RAD51 Hs00153418_m1

Lisina oxidasa 1 (LOX1) Hs00942480_m1
Catalasa (CAT) Hs00150308_m1

Cu/Zn Superoxido dismutasa (SOD1) Hs00533490_m1
Mn Superoxido dismutasa (SOD2) Hs00167309_m1

Tabla 111.3. Especificaciones de los oligos usados y sus respectivos codigos.
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De la mezcla ("mix") cogeremos 18,5 Ly los ponemos en una placa de 96 pocillos. Pos-
teriormente afadimos 1,5 puL de ADNc, dando un total de 20 pL por pocillo. La placa se
coloca en el termociclador (7900 HT Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems),

que previamente se ha programado de la siguiente manera (tabla 111.4):

Activacion de la - Union de -
. Desnaturalizacion Extension
Taq polimerasa cebadores

TEMPERATURA
0

(25]“3:2) 10 15 sec 45 sec 1

Tabla Ill.4. Programacion del termociclador para realizar la q-PCR.

95 95 60 72

Lo primero que se producira es la hibridacion: se hibrida uniéndose el ADNc a la sonda
Tagman. A medida que la temperatura baja, los cebadores van uniéndose a la ADNc con
la sonda fluorescente. La Taq polimerasa ADN (Tagman) sintetiza nuevo ADN, anadiendo
el nucleotido complementario, a la cadena de ADNc. El “quencher” es separado del fluo-
roforo, y entonces se emite fluorescencia, siendo entonces detectado.

Calculos:

La cuantificacion de la expresion relativa de las distintas muestras se relativizd inter-
namente frente a la expresion del gen de la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). El incremento de la fluorescencia se midié a tiempo real durante los ciclos de

amplificacion hasta consequir alcanzar el valor de inflexion de ciclo “Thershold cycle”
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l1l. MATERIALES Y METODOS

(C)- La expresion relativa de una muestra frente a su control se expreso como 2744,

siendo el ACt = C, (gen estudio) - C, (GAPDH).

7. MEDICION DE PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE LOWRY

Preparamos la recta patron con concentraciones conocidas de BSA [mg/ml]: [12,5];
[6.25]; [3,125]; [1,56]; [1,78]; [0,39]; [0,19]; [0,097]; [0,048] y el blanco: 500 pL de H,O
bidestilaga® L@S Muestras se preparan de la siguiente manera: 10 uL muestra + 490 uL H,0

= 500 pL. Cargamos la recta patron: 10 ul recta patron + 490 pL H,0

bidestilada bidestilada

500 plL. Luego agregamos el reactivo de Lowry a cada muestra: 500 pL reactivo Lowy +
500 pL de muestra = 1 ml (Volumen_ ). Se lleva a oscuridad por 20 minutos. Se agregan
250 pL del reactivo de Folin y agitamos brevemente. Se deja en oscuridad 30 minutos y
finalmente, medimos a 660 nm

Se utilizan microcubetas para la medicion mediante espectrofotometro a una longitud
de onda de 660 nm. Todas las muestras, incluyendo el blanco y la recta patrdn, sera me-

didas por duplicado. El valor definitivo sera la media.

8. DETERMINACION DE PROTEINAS ANTIOXIDANTES POR WESTERN
BLOTTING

Fundamento:

La técnica de western blotting permite la identificacion de proteinas basandose en la

especificidad de la union antigeno-anticuerpo. Esta union permite la deteccion de una

Unica proteina dentro de una muestra compleja proveniente de un extracto proteico de
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origen diverso (células, fluidos biologicos o tejidos). Para ello es necesaria la separacion
de las proteinas mediante una electroforesis previa en gel de poliacrilamida (PAGE), se-
guida de una transferencia a una membrana de nitrocelulosa o PVDF, en las que las pro-
teinas quedan retenidas y expuestas para facilitar el reconocimiento por el anticuerpo.

Procedimiento:

La técnica de electroforesis consiste en la separacion de las proteinas de una muestra en
funcion de su peso molecular. Para esto, las proteinas de la muestra se desnaturaliza-
ron, calentandose a 95°C durante 5 minutos (se rompen los enlaces de hidrogeno), se le
anadio tampon de carga con 3-mercaptoetanol (que rompe los enlaces disulfuro) y un
detergente (SDS-dodecil sulfato) para cargar negativamente las proteinas. Se cargaron
las muestras en el gel de poliacrilamida, colocandose en una cubeta horizontal (BIO RAD
Mini-PROTEAN Tetra cell) con “running buffer” (900 pL de H,0, 100 mL de running 10X):
La cubeta tiene unos electrodos que se conectaron a la fuente de alimentacion (Power
Pac, Bio rad) (a 100 V de manera constante hasta que veamos que el frente de las mues-
tras llegue hasta el final del gel).

Una vez separadas las proteinas, se procedio a la transferencia de éstas desde el gel
de electroforesis a una membrana de nitrocelulosa formando un sandwich entre dos
electrodos sumergidos en una solucion conductora (transfer buffer: 80 mL transfer 10X
hasta 800 mL H,0 bidestilada y 200 mL metanol). Las proteinas se transfirieron aplicando
el campo eléctrico a 100 V aproximadamente durante 1 hora.

Tras la transferencia se separo el gel de la membrana. El gel se tino con azul de coo-

massie, y la membrana se bloqued TBS-TWEEN (al 0,1%) con leche anadida al 5% p/v
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l1l. MATERIALES Y METODOS

durante 1 hora. Asi se consiguio bloquear los sitios de union de la membrana y reducir la
posterior union inespecifica de anticuerpos a las proteinas.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:" rabbit monoclonal anti-HSP70" (1:20.000,
Stressgen); "mouse monoclonal anti-catalasa” (1:70.000, Sigma); “rabbit monoclonal
anti-MnSOD" (1:5.000, Stressgen); “rabbit monoclonal anti-CuZnSOD" (1:1.000, Stress-
gen); "rabbit polyclonal anti-Gpx4" (1:1.000, Santa Cruz); "rabbit polyclonal anti-Gpx1"
(2:3.000, Abcam); "mouse monoclonal anti-B-actina” (1:1000, Santa Cruz); "mou-
se polyclonal anti-GRX2" (1:1000, Abnova); H3K9ac (Cell Signaling): 1:1.000; H4K9ac
(Cell Signaling): 1:1.000; H2AK5ac (Cell Signaling): 1:1000; H3K9me3 (Cell Signaling):
1:1.000, diluidos en TBS-TWEEN (0,1%) con leche o suero bovino fetal (en el caso del
"mouse polyclonal anti-GRX2") al 1%. Se dejaron unas 2 horas a temperatura ambiente
o toda la noche en la camara fria. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se hacen
3 lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN al 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo
primario que haya podido quedar en la membrana y se incuba con el anticuerpo se-
cundario "anti-mouse” (dilucion 1:7.500) para anti--actina, anti-catalasa, anti-GRX2 y
"anti-rabbit" como anticuerpo secundario (dilucion 1:2.500) para anti-Gpx4, anti-Gpx1,
anti-CuZnSOD y anti-MnSOD estos se diluyeron con TBS-TWEEN (al 0,1%) con leche
anadida al 1% p/v y se vertieron sobre la membrana. Se incubaron durante 50 minutos
a temperatura ambiente.

Finalmente, se hicieron 3 lavados con TBS-TWEEN al 0,1% durante 5 minutos. Ailadimos
el sustrato (luminol: ECL Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare, UK), 1 mL/

membrana y se revelaron las membranas mediante un digitalizador de imagen (Fujifilm
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LAS-1000). Posteriormente se analizaron los resultados con el programa informatico

Fujifilm Image Gauge 4.0.

9. ACTIVIDADES ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES

9.1. Actividad Gpx mediante el kit Glutathione Peroxidase Assay kit (Cayman)

Fundamento:

Se basa en una reaccion acoplada en la que se mide la desaparicion del NADPH a 340nm.
La Gpx detoxifica el peroxido de hidrogeno (H,0,) utilizando el glutation reducido (GSH)
formandose glutation oxidado (GSSG) y agua. La glutation reductasa utiliza el NADPH
para reducir el GSSG, formandose de nuevo GSH y NADP-.

Procedimiento:

Preparacion de la muestra:

Se sembraron los fibroblastos AD, BD, CD, AC, BC y CC, en placas de 30 cm? durante 6
dias. Después de este periodo, se elimino el medio de cultivo. Se lavaron 2 veces las pla-
cas con PBS y luego se elimino el PBS de las placas. Se pusieron 600 L de tripsina y se
dejo en la estufa a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente, se recogieron las células con
700 pL de medio que se vertieron en un eppendorf, para luego centrifugarlas a 1.500 xg
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de estos 5 minutos se elimino el
sobrenadante y nos quedamos con el precipitado celular.

Se homogenizaron los precipitados celulares con tampon de lisis (50 mM Tris-HCI, pH 7'5, 5
mM EDTA y 1mM DTT). Se centrifugaron a 10.000xg durante 15 minutos a 4°C. Se recogio el

sobrenadante que es el que posteriormente usamos para el ensayo y se coloco en hielo. Fi-
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nalmente, se midieron las proteinas totales en las muestras obtenidas por el método Lowry.
Seguimos el protocolo que indica el kit y se mide la absorbancia a 340 nm en el espec-
trofotometro a los a los 5, 10, 15y 20 minutos después de haber iniciado la reaccion.
Calculos:

Se determin¢ el incremento de absorbancia entre dos puntos de la parte lineal de la
curvay se determino el cambio en la absorbancia durante ese tiempo usando la ecuacion
siguiente:

A,,,(Tiempo2) - A, (Tiempo1)

340

AA, [min.=

340

Tiempo2(min.) - Tiempo2(min.)

Después se relativizaron los datos de las muestras respecto al “background”y a la con-
centracion de proteinas totales. Finalmente se uso la siguiente formula para calcular la

actividad Gpx:

A. /min 0,19mL

Actividad GPx = 0 X X Dilucion muestra = nmol/min/mL

0,00373 M 0,02mL

9.2. Actividad catalasa

Fundamento:
La reaccion de la catalasa presenta una cinética de punto final donde se valora la activi-

dad peroxidasa. El ensayo se basa en la formacion de un intermedio de la reaccion, que
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en presencia de metanol como donante de hidrogeno forma agua y formaldehido. Este
ultimo reacciona con el reactivo de Purpald (4-amino-3-hidrazino-4-mercapto-1,2,4-

triazol), formandose un complejo que absorbe a 540 nm.

CAT + H,0, —» CAT-H,0,
CAT-H,0, HO, — 2H0+0,
CAT-H.O —» CAT+2 H,O + formaldehido

2 72 + metanol

formaldehido + purpald + KIO, — Formaldehido - purpald (540 nm)

Procedimiento:

Se elaboraron los estandares con formaldehido 6 mM y tampdn PFA (25 mM fosfato
potasico, T mM EDTA, 1mg/mL BSA).

En una placa de 96 pocillos se afadieron los siguientes reactivos: 100 pL de tampon de
ensayo (tampon fosfato potasico 100 mM pH 7), 30 pL de metanol y 20 uL de los patro-
nes o de las muestras (para que la actividad sea reproducible, debe de estar entre 0,25-4
nmol/min/mL).

Se inici6 la reaccion mediante la adicion en todos los pocillos de 20 uL de H,0, (la adicion
debe ser lo mas rapida posible). Se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Después se detuvo la reaccion mediante la adicion de 30 pL de KOH 10 M. Afadimos 30
uL de purpald (35 mM en HCI 0,5 M) e incubamos durante 10 minutos a temperatura

ambiente. Ahadimos 10 plL de KIO,. Lo incubamos durante 70 minutos a temperatura
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ambiente. Analizamos la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro.

Calculos:

Realizamos la medida de las absorbancias de las réplicas de estandares y de las muestras.
Dibujamos la curva de absorbancias corregidas en funcion de la concentracion final de
PFA. Finalmente, calculamos la concentracion final de PFA de las muestras utilizando la
ecuacion obtenida de la regresion lineal de la curva estandar e interpolando los valores

de absorbancia de cada muestra.

PFA= [(absordancia muestra-ordena en origen) [ pendiente] x (0,17mL/0,02mL)

Calculamos la actividad catalasa usando la siguiente ecuacion:

Actividad catalasa= (UM muestra/20min.) x dilucion muestral = nmol/nim/mL

9.3. Actividades Superoxido dismutasa mediante el kit “superoxide dismutase

assay” (Cayman Chemical):

Fundamento:
La SOD cataliza la detoxificacion del anién superdxido como se muestra en la siguiente
figura;

20, +2H"+350D — H0,+0,
Este O, se produce por la accion de una enzima que se anade al medio de reaccion, la
xantina oxidasa. El radical se detecta gracias a la adicion de un detector de radicales

libres, la sal de tetrazolio. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
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necesaria para producir un 50% de la dismutacion del radical superdxido.
En este protocolo podremos calcular la SOD total, la MnSOD y la CuZnSOD.
Procedimiento:

Preparacion de las muestras:
Los precipitados celulares obtenidos de las muestras AD, BD, CD, AC, BC, CC, pLNCX y
24.2: se sonicaron en hielo con tampon 20 mM HEPES, pH 7,2, EGTA TmM, 210mM mani-
tol y 70 mM de sacarosa, se centrifugaron a 1.500xg, 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se
obtuvo el sobrenadante para el ensayo y se dejo en hielo. Este se centrifugé a 10.000 xg
durante 15 minutos a 4°C: El sobrenadante que nos quedo era el que contenia la enzima
SOD citosdlica, mientras que el precipitado contenia la enzima SOD mitocondrial. Este
precipitado se lis6 con tampon constituido por 20 mM HEPES pH 7,2, EGTA 1mM, 210mM
manitol y 70 mM de sacarosa).

Preparacion de la curva de calibrado:
Se prepard la curva de calibrado de la siguiente manera: Diluimos 20 pL del SOD estandar
con 1,95 mL de tampon de muestra diluido (2 mL de tampon de muestra con 18 mL de
H,0 bidestilada) para obtener la solucion de "SOD Stock". Rotulamos los eppendorf de
A-G que se utilizaran para realizar la curva de calibrado. Finalmente, afadimos las canti-

dades de "SOD stock”"y “sample buffer” que se presentan en la tabla (tabla I11.5):
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Wb | SODStok(A) | Sampcbutter )| At SO0 Tl (L)
0 1000 0

“ 20 980 0,025

40 960 0,05

“ 80 920 0,1

- 120 880 0,15

160 840 0,2

200 800 0,25

Tabla I11.5. Resumen de las cantidades utilizadas para la curva de calibrado.

Posteriormente, se anadieron 200 L del “radical detector” diluido (50 uL con 19,95 mL
de tampodn de ensayo) y 10 pL de los estandares en una placa de 96 pocillos. Se repitio |a
curva de los patrones. Para las muestras, se pusieron 200 uL del “radical detector” diluido
y 10 pL de muestra en los pocillos. La reaccion se inicia cuando se afaden 20 pL de xan-
tina oxidasa diluida en todos los pocillos (estandares y muestras). La placa de 96 pocillos
se agitd suavemente durante unos sequndos para mezclar los reactivos y se cubrio con la
tapa. Luego se incubo la placa en agitador durante 20 minutos a temperatura ambiente.
La absorbancia se leyé a 450 nm.

Calculos:

Calculamos el cociente de absorbancia para cada punto de la recta patron. Para ello se
obtuvo el valor del patrén 0y éste se dividio por cada valor del patron. Se calculo la recta

patron de SOD poniendo en el eje de las X la actividad de SOD y en el de las Y el valor del
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cociente de absorbancias y el cociente de absorbancia para cada muestra. Finalmente se

interpolo en la recta patron siguiendo la siguiente formula:

SOD (U/mL) = cociente de abs. Muestra-0.0 X 0,23mL

pendiente 0,01mL

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS:

Para el analisis estadistico de los resultados, primero se realizo un analisis de la varianza.
La hipotesis nula fue aceptada para todos los valores de aquellos grupos en los cuales F
no fue significativa para un valor p = 0.05. Luego, el grupo de datos para los que F fue
significativa fue analizado por el test de la t de Student. La simbologia empleada en la
presente tesis es la siguiente: * p < 0.05; ™ p < 0.01. Para la realizacion de la estadistica

se utilizo el programa SPSS.
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IV. RESULTADOS

PACIENTES CON DISQUERATOSIS CONGENITA:

1. EXPRESION DEL GEN DKC1 EN PACIENTES CON DC LIGADA AL CROMOSOMA X
El analisis de la expresion del gen DKCT, que codifica para la disquerina, responsable de
la forma ligada al cromosoma X, esta disminuida en los fibroblastos de pacientes con DC
respecto a controles sanos, concretamente en el caso de BD un 16% menos respecto a
BC y un 38% menos en CD respecto a su control (CC). Incluso los fibroblastos obtenidos
de la paciente AD, portadora de la enfermedad y por lo tanto con un fenotipo no tan
acusado como el que presentan los otros dos pacientes, mostro una expresion de DKC1
un 31% menor respecto a su control. La expresion de DKC1 en el grupo de pacientes es

un 24% menor que la de sus controles (figura IV.1).
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Figura IV.1. Expresion del gen DKC1 en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen DKC1 en controles y pa-
cientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion del gen DKC1 en el grupo AC y AD. C) Andlisis de
la expresion en el grupo BCy BD. D). Andlisis de la expresion del gen DKC1 en el grupo CCy
CD. Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica
se expresa como (*) p<0,05 frente al control AC y como (**) p<0,001 frente al resto de los

controles. La expresion de DKC1 se representa en numero de veces.
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2. ANALISIS DE LOS NIVELES DE RADICAL SUPEROXIDO
La determinacion de los niveles del radical superoxido en fibroblastos de pacientes de
X-DC mediante el método fluorimétrico usando la sonda dihidroetidio, no mostro dife-

rencias significativas con respecto a los fibroblastos de individuos control.
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Figura IV.2. Andlisis de los niveles del radical superoxido mediante deteccion con
dihidroetidio. A) Niveles de radical superoxido en controles y pacientes de X-DC. B) Andlisis

de los niveles en el grupo AC y AD. C) Andlisis de los niveles en el grupo BC'y BD. D) Andlisis

de los niveles en el grupo CCy CD.
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3 ESTUDIO DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN FIBROBLASTOS DE
PACIENTES DE DISQUERATOSIS CONGENITA LIGADA AL CROMOSOMA X
3.1.  CuZnSOD: Estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante

QRT-PCR y western blot:

La enzima CuZn superoxido dismutasa participa en el proceso de detoxificacion del radi-
cal superoxido, transformandolo en peroxido de hidrogeno y oxigeno [96]. Esta enzima
esta codificada por el gen SODT.

En la figura IV.3.A. observamos que las células de los enfermos de X-DC presentan una
menor expresion del gen SODT. Cuando se analizd la expresion del gen SOD1T para cada
una de las lineas celulares de los pacientes, se observaron niveles disminuidos con re-
specto a sus controles (Figura IV.3.B, IV.3.C. IV.3.D). Los niveles de proteina CuZnSOD se
analizaron por Western-Blot, encontrando niveles bajos de proteina para los fibroblastos
de los pacientes AD y BD (figura IV.3.E). Estos resultados correlacionaron bien con la
actividad CuZnSOD analizada para todas las lineas celulares. En concreto, se observo que
la actividad CuZnSOD estaba significativamente disminuida en fibroblastos de pacientes
con X-DC, siendo menor en los fibroblastos BD y CD comparando con sus respectivos
controles. En el caso del paciente AD, los resultados de la actividad no presentan dife-
rencias estadisticamente significativas, aunque si que existe una tendencia a la baja en
fibroblastos de pacientes frente a sus controles (figura IV.3.F), probablemente debido a
que los fibroblastos del paciente AD son de una mujer portadora con un fenotipo menos

grave.
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Figura IV.3. Estudio de la expresion y la actividad de la enzima CuZnSOD en X-DC. A)
Niveles de expresion del gen CuZnSOD en controles y pacientes de X-DC. B) Andlisis de la
expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion en el grupo BCy BD. D) Andlisis
de la expresion en el grupo CCy CD. E). Estudio de los niveles de proteina mediante WB. )
Actividad enzimdtica determinada mediante el kit "superoxide dismutase assay” (Cayman
Chemical). Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. La significacion es-
tadistica se expresa como (*) p<0,05 frente al control CC y como (**) p<0,001 frente a los
controles. La expresion de CuZnSOD se representa en numero de veces.

3.2 MnSOD: Estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante QRT-

PCR y western blot:

La enzima antioxidante inducible MnSOD tiene especial relevancia al encontrarse en la
mitocondria donde tiene lugar la respiracion celular, la cual es una gran generadora de
radicales libres. Asi, la ausencia o disminucion de MnSOD en la célula incrementa el dafio
al ADN [97,98]. La enzima MnSOD es codificada por el gen SOD2.

Se analizaron los niveles de mRNA para el gen SOD2 por qRTPCR. En este caso, se observa
una menor expresion del gen de la MnSOD para los fibroblastos de pacientes cuando
se estudio la expresion de todas las lineas celulares (Figura IV.4.A). Al estudiar cada una
de las lineas independientemente, se observo baja expresion del gen SOD2 en los fibro-
blastos AD y CD respecto a los fibroblastos controles (figura IV.4.B). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en los fibroblastos de pacientes BD con respecto a
su control. Los niveles de proteina evaluados por Western blot resultaron ser menores en

AD y en CD con respecto a sus controles (figura IV.4.E). Del mismo modo a como ocurre
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con la expresion del gen SOD2, no se encontro una disminucion de los niveles de proteina
MnSOD en la linea BD (figura IV.4.E). El estudio de la actividad enzimatica mostrd que la
actividad MnSOD en CD es mayor respecto a su control, mientras que en el caso de AD
respecto a su control (AC) no se observaron diferencias significativas. Por el contrario, la

linea BD mostro una menor actividad MnSOD respecto a su control (BC).
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Figura IV.4. Estudio de la expresion y la actividad la enzima MnSOD en X-DC. A) Ni-
veles de expresion del gen MnSOD en controles y pacientes de X-DC. B) Andlisis de la expre-
sion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion en el grupo BC'y BD. D) Andlisis de la
expresion en el grupo CCy CD.E). Estudio de los niveles de proteina. F) Actividad enzimdtica

determinada mediante el kit “superoxide dismutase assay” (Cayman Chemical). Los valores

se expresan como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como
(*) p<0,05 frente a los controles y como (**) p<0,001 frente a los controles. La expresion de

MnSOD se representa en numero de veces.
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3.3 Catalasa: Estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante QRT-
PCR y western blot:

La catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno en
oxigeno y agua (Chance et al., 1979).

El estudio de la expresion del gen CAT no mostro diferencias significativas en la expre-
sion entre los fibroblastos control y los fibroblastos de pacientes con X-DC (figura IV.5.A,
IV.5.B IV.5.C y IV.5.D. Cuando se analizaron los niveles de proteina catalasa por Western
blot, solo se observaron niveles disminuidos de catalasa en los fibroblastos del pacien-
te AD (figura IV.5.E). El analisis de actividad enzimatica catalasa mediante un método
espectrofotométrico indico que las lineas celulares de los pacientes AD y BD tenian ac-

tividades enzimaticas disminuidas en relacion a sus respectivos controles (figura IV.5.F).
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Figura IV.5. Estudio de la expresion y de la actividad de la enzima catalasa en X-DC. A)
Niveles de expresion del gen catalasa en controles y pacientes de X-DC. B) Andlisis de la ex-
presion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la
expresion en el grupo CCy CD. E). Estudio de los niveles de proteina. F) Actividad enzimdtica.
Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se
expresa como (*) p<0,05 frente al control AC y como (**] p<0,001 frente al control BC. La

expresion de catalasa se representa en numero de veces.
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3.4 Glutation peroxidasa: Estudio de la actividad enzimatica y de la expresion
mediante QRT-PCR y western blot:

La enzima GPX cataliza la reaccion de reduccion de perdxido de hidrogeno, hidroperdxi-
dos organicos y lipoperoxidos a expensas de glutation reducido, protegiendo a las células
contra el estrés oxidativo [39]. Aqui estudiamos mediante qRTPCR y Western blot dos
formas: GPX1 y GPX4. La GPX1 es la mas abundante y se encuentra en el citoplasma de
la mayoria de las células de mamiferos, mientras que en el caso de la GPX4 se expresa en
multitud de células de mamiferos, pero en menor cantidad. Ademas, GPX4 tiene prefer-
encia por los lipoperoxidos [54].

El estudio de la expresion génica para el gen GPX7 indico diferencias significativas en su
expresion entre los fibroblastos control y los fibroblastos de pacientes con X-DC (figura
IV.6.A). El andlisis individual de la expresion de GPX1 para cada una de las lineas celulares
indico niveles disminuidos en la expresion de este gen para las tres lineas de X-DC (figura
IV.6.B, IV.6.C y IV.6.D).

Cuando se analizo la expresion del gen GPX4 para todas las lineas X-DC y se comparo
con la de las lineas controles, se observd una disminucion en la expresion para las lineas
de fibroblastos provenientes de los pacientes (figura IV.6.E). Sin embargo, el anélisis indi-
vidualizado de cada una de las lineas celulares solo mostré una disminucion significativa
de la expresion del gen GPX4 para la linea celular del paciente CD (figura IV.6.H), y ob-
servando solo una tendencia a la disminucion para los pacientes AD y BD (figura IV.6.F

y IV.6.).
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Cuando se analizaron los niveles de proteina para las enzimas glutation peroxidasa 1
(Gpx1) y glutation peroxidasa 4 (Gpx4) mediante Western blot, se observaron niveles
disminuidos para ambas proteinas en las lineas celulares de X-DC con respecto a sus
controles, con la excepcion de los niveles de Gpx1 para la linea CD (figura IV.6.1).

Sin embargo, cuando se analizo la actividad enzimatica, con el que se determina la
actividad glutation peroxidasa total, se observd que esta actividad estaba claramente
disminuida para todas las lineas celulares X-DC con respecto a sus controles (figura
IV.6.]). Indicando que la defensa antioxidante frente a los peroxidos esta afectada en los
fibroblastos X-DC. Ademas, dado que la enzima antioxidante glutation peroxidasa esta
disminuida esto podria estar relacionado con un aumento en la formacion de lipoper-

oxidos en esta enfermedad.
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Figura IV.6. Estudio de la expresion y de la actividad de la enzima GPX en X-DC. A) Ni-
veles de expresion del gen GPX1 en controles y pacientes de X-DC mediante qPCR. B) Andlisis
de la expresion de GPX1 en el grupo AC y AD mediante qPCR. C) Andlisis de la expresion de
GPX1 en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion de GPX1 en el grupo CC'y CD. E) Ni-
veles de expresion del gen GPX4 en controles y pacientes de X-DC. F) Andlisis de la expresion
de GPX4 en el grupo AC y AD. G) Andlisis de la expresion de GPX4 en el grupo BCy BD. H)
Andlisis de la expresion de GPX4 en el grupo CCy CD. I). Estudio de los niveles de proteina
GPX1 y GPX4 mediante Western blot. J) Actividad enzimdtica de GPX total (Glutathione
Peroxidase Assay kit (Cayman)). Los valores se expresan como media + desviacion estdndar.
La significacion estadistica se expresa como (*) p<0,05 frente a los controles y como (**)

p<0,001 frente a los controles. La expresion de GPX se representa en numero de veces.
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4. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN EN
FIBROBLASTOS DE PACIENTES CON DISQUERATOSIS CONGENITA LIGADA
AL CROMOSOMA X

Para evaluar el dafio al ADN se analizo mediante microscopia confocal los niveles de

y-H2AX que detectan las roturas de doble cadena.

Asi mismo, se analizaron los mecanismos de sefializacion del dafio al ADN y algunas de

las proteinas implicadas en la reparacion. Para ello, se decidio analizar mediante PCR

cuantitativa la expresion de los genes RAD51, RAD53, PARP y hOGG1 y LOX en las lineas

celulares X-DC.

4.1. Determinacion de y-H2AX mediante microscopia confocal:

La variante H2AX esta implicada en respuesta a dafio al DNA por roturas de doble cade-

na. Contiene un residuo C-terminal conservado que se fosforila tras dafio genotoxico y

tiene un papel represor de la transcripcion [99].

Los resultados presentados en la figura IV.7 indicaron mayores niveles de y-H2AX en

la linea procedente de pacientes cuando es comparada con otras dos lineas controles

(control 1y control 2). Estos resultados sugieren que existe un mayor dafio al ADN por

roturas de doble cadena en las lineas X-DC.
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Figura IV.7. Distribucion de Y-H2AX de las células AD respecto al Control 1y Control 2.

Experimento representativo.

110



IV. RESULTADOS

4.2. RAD53:

En respuesta al dafio en el ADN, las células de mamiferos, adoptan unos puntos de con-
trol y de regulacion en el ciclo celular, para detener la progresion del ciclo celular [100].
En los humanos uno de estos puntos de control estd mediado por la quinasa RAD53,
también conocida como Chk2, que es rapidamente fosforilada y activada en respuesta al
daio al ADN, no solo en células normales sino también en células tumorales con ausen-
cia o déficit funcional de p53 [101].

El estudio de la expresion del gen RAD53 en las lineas celulares X-DC indico que los
niveles de este gen estaban reducidos con respecto a las lineas de fibroblastos control
(figura IV.8.A). Cuando se analizaron los niveles de expresion de RAD53 para cada una de
las lineas X-DC, se observo que las lineas AD y CD mostraron valores estadisticamente in-
feriores de RAD53 comparando con sus respectivas lineas control (figuras IV.8.B y IV.8.D).
Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas para la linea celular BD (figura

Iv.8.C).

m



IV. RESULTADOS

*—

1.4
1.2

- pac]
o

° -
o o

£50VH HDd1HD ugisaadx3

0,2

PACIENTES

CONTROLES

*—

o - @ ©
o 2 °

ESAVY ¥DdLHD ugisaidx3

s
o

0.2

AD

AC

112



IV. RESULTADOS

1.4

1.2

x °
(=) (=]

£5AVH YOdLYD uoisaidxy

A
=}

02

BD

1,2

ccC

o A
0 0

@
IS

02

£50VYH ¥Dd1HD uoisaidxy

1n3



IV. RESULTADOS

Figura IV.8. Expresion del gen RAD53 en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen RAD53 en controles y
pacientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion
en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion en el grupo CC'y CD. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como (¥) p<0,05
frente a los controles. La expresion de RAD53 se representa en numero de veces.

43 RADS51:

RAD51 es un gen que colabora en los mecanismos de reparacion por recombinacion ho-
mologa del ADN [102]. Se encuentra en casi todos los organulos celulares y también en
mitocondria donde se ha comprobado que puede mediar en la reparacion del mtADN en
condiciones de estrés oxidativo [103].

Como se puede observar en la figura IV.9, la expresion del gen RAD51 se encuentra
disminuida en el analisis global de expresion de las lineas de fibroblastos de pacientes
de X-DC (figura IV.9.A). El analisis individual de cada una de las lineas celulares mostro
sin embargo, un patron distinto en la expresion de RAD51. En el caso de la linea celular
AD, se observaron niveles elevados de RAD51 con respecto a su control (figura IV.9.B).
Sin embargo, en las lineas celulares BD (figura IV.9.C) y CD (figura IV.9.C) se observaron

niveles mas bajos de RAD5T con respecto a sus controles.
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Figura IV.9. Expresion del gen RAD51 en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen RAD51 en controles y
pacientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion
en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion en el grupo CC'y CD. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como (¥) p<0,05
frente al control CC y como (**) p<0,001 frente a los controles. La expresion de RAD5T se
representa en numero de veces.

4.4 Determinacion de la 8-oxoguanina ADN glicosilasa (HOGG1):

Las ERO pueden ser productos del metabolismo celular, o bien son inducidas por exposicion a
radiacion UV, radiacion ionizante y/o carcindgenos ambientales [104]. Estas ERO pueden reaccio-
nar con el ADN, produciendo lesiones en sus bases constituyentes. Entre estas posibles lesiones,
la 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-0xoG) es la base oxidada encontrada mas frecuentemente [105].
Estas lesiones suelen ser reparadas por la 0GG1 a través de la ruta de reparacion por escision de
bases “Base Excision Repair pathway" (BER).

En este experimento determinamos la expresion de OGG1 humana (hOGG1) en fibroblastos de
pacientes con DC respecto a sus controles. En la figura IV.10.A se observa que existe una inhibi-
cion de la expresion de hOGG1 en las lineas celulares X-DC. El andlisis individual de la expresion
de hOGG1 de cada una de las lineas de fibrablastos de pacientes comparada con su linea celular
control indicd niveles disminuidos para la expresion de hOGG1 en las lineas de los pacientes AD
y BD respecto a sus controles (figura IV.10.B y IV.10.C), mientras que en el caso de los fibroblastos
CD observamos también dicha tendencia, aunque en este caso no fue estadisticamente signifi-

cativa (figura IV.10.D), posiblemente por la elevada desviacion estadistica de los controles (CC).
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Figura IV.10. Expresion del gen HOGG1 en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen HOGG1 en controles y
pacientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion
en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion en el grupo CC'y CD. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como (¥) p<0,05
frente a los controles. La expresion de HOGG1 se representa en numero de veces.

4.5. Determinacion de PARP-1:

Una de las proteinas mas importantes que participan en el proceso de reparacion del
ADN a través del mecanismo de union de extremos no homologos “non homologous end
joining" (NHEJ) es la poli-(ADP-ribosa) polimerasa o PARP [106]. Dentro de la familia de
las PARP encontramos a PARP1 y PARP2, que se activan en respuesta al dafio al ADN,
siendo PARP1 la mayoritaria de las dos.

PARP1 se une al ADN dafado donde se activa junto a otras proteinas, que escinden las
bases danadas reparando el ADN y modulando la estructura de la cromatina [107].

La determinacion de la expresion de PARPT en nuestro modelo se realizd a través de
gRTPCR cuantitativa. Como podemos ver en la figura IV.11.A se observd un aumento
significativo de los niveles de PARPT en las lineas X-DC comparado con las lineas control,
al igual que ocurre en el analisis de la expresion individual para cada las lineas AD y CD
respecto a sus controles (figura IV.11.B y IV.11.D). Mientras que en el grupo de pacientes

BD frente a BC, existe una tendencia pero no llega a ser estadisticamente significativa

(figura IV.11.C).
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Figura IV.11. Expresion del gen PARP1 en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen PARP1 en controles y
pacientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion
en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion en el grupo CC'y CD. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como (¥) p<0,05
frente a los controles. La expresion de PARPT se representa en numero de veces.

4.6. Determinacion de lisina oxidasa (LOX):

La lisina oxidasa (LOX) en una enzima dependiente de cobre que cataliza la formacion de
aldehidos y de H,0, en los precursores de la elastina y del colageno de la matriz extrace-
lular a partir de residuos de lisina [108]. La formacion de estos aldehidos es necesaria
para la estabilizacion de las fibras de colageno asi como para la integridad y elasticidad
de la elastina.

Dado que este gen ha sido descrito como un supresor tumoral [109,110], y ademas su
expresion esta disminuida durante el envejecimiento por fenémenos de metilacion del
gen [111], decidimos evaluar su expresion en las lineas celulares X-DC.

El analisis de la expresion del gen LOX en las células de los pacientes de X-DC indico
niveles muy bajos de LOX comparado con las lineas celulares control (figura IV.12.A). El
analisis por gPCR del gen para cada una de las lineas celulares indico que en todas las
lineas AD, BD y CD hay una disminucion significativa en la expresion de LOX respecto a

sus controles (figura IV.12.B, IV.12.C y IV.12.D).
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Figura IV.12. Expresion del gen LOX en lineas de fibroblastos de pacientes de X-DC
determinados mediante qRTPCR. A) Niveles de expresion del gen LOX en controles y pa-
cientes de X-DC. B) Andlisis de la expresion en el grupo AC y AD. C) Andlisis de la expresion
en el grupo BCy BD. D) Andlisis de la expresion en el grupo CC'y CD. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar. La significacion estadistica se expresa como (¥) p<0,05
frente al control AC y como (**) p<0,001 frente a los controles. La expresion de LOX se repre-

senta en numero de veces.

CELULAS DE PACIENTES CON DISQUERATOSIS CONGENITA LIGADA AL CRO-

MOSOMA X TRANSFECTADAS CON EL INSERTO QUE RESTABLECE LA ACTIVI-

DAD TELOMERASA (24.2), Y LAS CELULAS TRANSFECTADAS CON EL VECTOR

VACIO (pLNCX)

Caracterizacion de las lineas celulares

El modelo de células que caracterizaremos en este apartado son células de pacientes
con X-DC (numero de referencia GM01774 del Coriell Cell Repositories) en el que se
ha restaurado la actividad telomerasa mediante el inserto GSE24.2 (genetic supresor
element 24.2) que codifica para el dominio pseudouridina sintasa de DKC. La expresion
de este dominio incrementa la supervivencia contra el cisplatino y los inhibidores de la
telomerasa. GSE24.2 activa el promotor de c-myc a través de NHEIIl que consecuente-
mente activa el promotor de hTERT. Por lo tanto consideraremos que las células 24.2. son
aquellas en las que se les ha restaurado la actividad telomerasa mientras que las pLNCX
seran sus controles (transfectadas con el vector vacio), es decir células de una paciente

(hombre, 7 aiios de edad; paciente) no reparadas.
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1. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR
En el estudio de la proliferacion celular a través del ensayo con BrdU, se observo que la
proliferacion de la linea celular que contiene el inserto 24.2 fue mayor que la linea con

el vector vacio pLNCX (Figura IV.13).
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" pLNCX

A.U.(A490-A370)

0.4 1

ot
o —
24 72

) .
Figura IV.13. Estudio de la proliferacion celular. Medida de BdrU en los fibroblastos
transfectados. Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. n=3 en grupo
24.2.,,y n=3 en grupo pLNCX. La significacion estadistica se expresa como (**) p<0,001 frente
a pLNCX.

Tras evaluar la capacidad de proliferacion de las lineas celulares se decidio hacer los

estudios en un tiempo donde ambos tipos celulares alcanzan la confluencia (144 horas).
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2. ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO
La determinacion de los niveles del radical superoxido en las células confluentes, ensaya-
da con la sonda dihidroetidio, revela que los niveles de radical superoxido eran menores

en la linea celular 24.2 comparada con la linea pLNCX (figura IV.14).

¥

U.A./millén de células

24.2 pPLNCX

Figura IV.14. Niveles de radical superdxido determinados por fluorimetria con la son-
da dihidroetidio en células confluentes. Los valores se expresan como media + desviacion
estdndar. n=2 en grupo 24.2., y n=2 en grupo pLNCX. La significacion estadistica se expresa

como (*) p<0,05 frente a pLNCX.
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3. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

El MDA, es un producto final obtenido de la hidrolisis acida de los lipoperoxidos y esta
considerado como un buen marcador del dafio oxidativo en las membranas biologicas
[112].

En las células transfectadas pLNCX y 24.2 a confluencia, se ven diferencias significativas

entre ambos, siendo mayores los niveles en pLNCX (figura IV.15).
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Figura IV.15. Niveles de MDA en células pLNCX y 24.2 confluentes. Los valores se ex-
presan como media + desviacion estandar. n=5 en grupo 24.2,, y n=4 en grupo pLNCX. La

significacion estadistica se expresa como (*) p<0,05 frente a pLNCX.
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4. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE GSH CELULAR
La concentracion de GSH celular fue analizada por el método enzimatico de GSH trans-
ferasa a los 5 dias, momento en el que las células llegaron a confluencia. Los resultados

nos indican que los niveles de GSH celular en pLNCX son mayores que los de las células

24.2.
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Figura IV.16. Niveles de GSH celulares determinados mediante el método enzimatico
de la GSH transferasa a los 5 dias. Los valores se expresan como media + desviacion
estdndar. n=3 en grupo 24.2., y n=2 en grupo pLNCX. La significacion estadistica se expresa

como (**) p<0,01 frente a pLNCX.
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Estos datos se confirmaron a través de la evaluacion del contenido en GSH celular por
microscopia confocal con la sonda especifica de GSH, CMFDA (5-clorometilfluoresceina
diacetato) (figura IV.17). El patron de distribucion del GSH en el interior de la célula in-
dico también una mayor concentracion del GSH en los nucleos, marcados con Hoechst,
de las células pLNCX que en las células 24.2, hecho que podria sugerir un mayor re-

querimiento de GSH nuclear en las células con déficit en el gen de la disquerina.

HOESCHT

pLNCX

—
40.00um

24.2

40.00unt

Figura IV.17. Distribucion del contenido de GSH celular con la sonda CMFDA por mi-
croscopia confocal. Campos del microscopio confocal a mdxima proyeccion. Experimento

representativo.
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5. ESTUDIO DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN CELULAS DE PACIENTES
DE DISQUERATOSIS CONGENITA TRANSFECTADAS 24.2. Y pLNCX

5.1.  CuZnSOD: estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante qRT-

PCR y western blot:

El estudio de la expresion del gen SOD1, mostro niveles significativamente mayores en la
expresion en las células 24.2 comparada con las células pLNCX (figura IV.18.A). El analisis
de los niveles de proteina evaluados por Western blot también indicaron niveles mas
elevados de CuZnSOD en las células 24.2 (figura IV.18.B y IV.18.C). El analisis de la acti-
vidad CuZnSOD indica que la actividad enzimatica aumenta en las células al restablecer
la actividad telomerasa con el inserto GSE24.2 (figura IV.18.D), hecho que confirma los

resultados obtenidos por RT-PCR y Western blot..
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Figura IV.18. Estudio de los niveles y de la actividad de la enzima CuZnSOD en las
lineas pLNCX y 24.2: A) Niveles de expresion del gen SOD1 en células pLNCX y 24.2. B)
Western-blot de Cu/Zn SOD en células pLNCX y 24.2 (Western-blot representativo). C) Den-
sitometria del Western-blot de Cu/Zn SOD en células pLNCX y 24.2 confluentes. D) Actividad
de la Cu/Zn SOD en las células pLNCX y 24.2 confluentes. Los valores se expresan como
media + desviacion estdndar. n=2 en grupo 24.2., y n=2 en grupo pLNCX. La significacion
estadistica se expresa como (*) p<0,05 frente a pLNCX. La expresion de CuZnSOD se repre-

senta en numero de veces.
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5.2, MnSOD: estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante qRT-
PCR y western blot:
El estudio por qRTPCR de la expresion del gen SOD2 no mostro diferencias significativas
entre las lineas celulares 24.2 y pLNCX (figura IV.19.A). Ademas, el estudio de los niveles
de la enzima MnSOD mediante Western-blot indica que no existen diferencias en los
niveles de MnSOD entre ambos tipos celulares (IV.19.B y IV.19.C). En cambio, el estudio
de la actividad enzimatica indico que en las células 24.2 la actividad MnSOD es mayor
que en las células pLNCX (figura IV.19.D), resultados que sugieren una regulacion post-

traduccional de ésta enzima.
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Figura IV.19. Estudio de los niveles y de la actividad de la enzima MnSOD en las lineas
PLNCX y 24.2. A) Niveles de expresion del gen SOD2 en células pLNCX y 24.2. B) Western-
blot de MnSOD en células pLNCX y 24.2 (Western-blot representativo). C) Densitometria del
Western-blot de MnSOD en células pLNCX y 24.2 a confluencia. D) Actividad de la MnSOD
en las células pLNCX y 24.2. Los valores se expresan como media + desviacion estdndar.
n=2en grupo 24.2., y n=2 en grupo pLNCX. La significacidn estadistica se expresa como (**)

p<0,01 frente a pLNCX. La expresion de MnSOD se representa en numero de veces.
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5.3.  Catalasa: estudio de la actividad enzimatica y de la expresion mediante QRT-
PCR y western blot:

En la figura IV.20.A se ve como existen diferencias significativas en la expresion del gen

CAT, observando mayores niveles en la linea 24.2. Sin embargo, el estudio de los niveles

de proteina por Western blot, observados en la figura 1V.20.B y IV.20.C indican que no

existen diferencias significativas entre los dos tipos celulares. El estudio de la actividad

catalasa indico que se encuentra aumentada de manera significativa en las células con

el inserto GSE24.2. (figura IV.20.D).
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Figura IV.20. Estudio de los niveles y de la actividad de la enzima catalasa. A) Niveles
de expresion del gen catalasa en células pLNCX y 24.2. B) Western-blot de catalasa en
células pLNCX y 24.2 (Western-blot representativo). C) Densitometria del Western-blot
de catalasa en células pLNCX y 24.2 a confluencia. D) Actividad de la MnSOD en las célu-
las pLNCX'y 24.2. Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. n=2 en grupo
24.2,,y n=2 en grupo pLNCX. La significacidn estadistica se expresa como (**) p<0,01 frente

a PLNCX. La expresion de catalasa se representa en numero de veces.
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6. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

6.1. Determinacion de y-H2AX mediante western blot:

El estudio por western blot de los niveles de y-H2AX en las lineas pLNCX y 24.2 muestra
niveles menores de y-H2AX en las células que contienen el inserto GSE24.2, respecto a
aquellas con el vector vacio. Este resultado sugiere un menor dafio en el ADN en aquellas

células con el inserto GSE24.2.

x x x
g &> s o S oy
g ~ = N g &
'-\'
W S— o
Gamma-H2AX Gamma-H2AX H2AX
COOMASSIE

Figura IV.21. Estudio del y-H2AX mediante western blot.
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6.2. RADS53:
La expresion de la quinasa RAD53, que se activa en respuesta al dafo al ADN, presenta
niveles menores en las células con el inserto 24.2 respecto a aquellas transfectadas con

el vector vacio pLNCX, como se ve en la figura IV.22.
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Figura IV.22. Estudio de la expresion del gen RAD53. Los valores se expresan como
media + desviacion estdndar. n=3 en grupo 24.2.,, y n=3 en grupo pLNCX. La significacion
estadistica se expresa como (*) p<0,05 frente a pLNCX. La expresion de RAD53 se representa

en numero de veces.
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6.3. RADS51:
En el analisis de la expresion del gen RAD57 mediante QRTPCR, se observan diferencias
significativas entre los valores de 24.2 y pLNCX, siendo menor la expresion de RAD51 en

las células 24.2.
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Figura IV.23. Estudio de la expresion del gen RAD51. Los valores se expresan como
media + desviacion estdndar. n=3 en grupo 24.2., y n=3 en grupo pLNCX. La significacion
estadistica se expresa como (**) p<0,01 frente a pLNCX. La expresion de RAD51 se representa

en numero de veces.
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6.4. HOGG1:
La expresion del gen HOGGT, que repara lesiones del ADN, esta elevada en las células en
las que se ha reparado la actividad telomerasa respecto a aquellas transfectadas con el

vector vacio, como se muestra en la figura IV.24.
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Figura IV.24. Estudio de la expresion del gen HOGG1. Los valores se expresan como
media + desviacion estdndar. n=3 en grupo 24.2.,, y n=3 en grupo pLNCX. La significacion
estadistica se expresa como (*) p<0,05 frente a pLNCX. La expresion de HOGG1 se representa

en numero de veces.

144



IV. RESULTADOS

6.5 PARP1:
PARP1 se activa en respuesta al dafio al ADN. Aunque no se vieron diferencias significa-

tivas entre los dos tipos celulares, si que se puede ver una tendencia en la que las células

24.2. tiene mayores niveles que las pLNCX.
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Figura IV.25. Estudio de la expresion del gen PARP1. Los valores se expresan como
media + desviacion estdndar. n=3 en grupo 24.2.,, y n=3 en grupo pLNCX. La expresion de

PARP1 se representa en numero de veces.
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ALTERACIONES EPIGENETICAS EN DISQUERATOSIS CONGENITA LIGADA AL CROMO-

SOMA X: pLNCX v 24.2

En esta parte de la tesis, estudiaremos si cambios en la actividad telomerasa (y en el
perfil de estrés oxidativo) producen alteraciones en distintas modificaciones postraduc-
cionales en las histonas y en consecuencia tendrian un efecto directo en la estructura
de la cromatina.

1. El restablecimiento de la actividad telomerasa origina cambios en los
niveles de acetilacion de las histonas

Con el objetivo de comparar modificaciones postraduccionales en las histonas en los
modelos celulares pLNCX (linea DC afectada) y 24.2 (linea con la actividad telomerasa
restablecida), se analizaron los niveles de acetilacion de la lisina 9 de la histona H3, li-
sina 8 de la histona H4 y lisina 5 de la histona H2B. Todas estas marcas son marcas de
eucromatina y por lo tanto la modificacion del balance normal para estas marcas debe
producir una alteracion en la proporcion de cromatina en conformacion de heterocro-

matina y eucromatina.

146



IV. RESULTADOS

£ A
S o SR
=~ o ‘E‘
g w
- s e
L H1 @
‘@
o
- [3amzs i g
.- — T B H4 HamH2E &
! O
B — H4
A A
= b S o
¥y ¥ &
== = | AcK9H3 & e | AcKsH4 W e | AcKsH2B
e e | - e | H4 - == | H2B

Figura IV.26. Andlisis de los niveles de acetilacion de Lisinas en las histonas H3, H4 'y

H2B obtenidas de células pLNCX y células 24.2. Fxperimento representativo.

Los resultados mostrados en la figura IV.26, indican que las histonas obtenidas de las
células pLNCX (deficientes en telomerasa) presentan mayores niveles de acetilacion en
lisina 9 de la histona H3, lisina 8 de la histona H4, lisina 5 de la histona H2B que las
células en las que se restauro la actividad telomerasa mediante la insercion del elemento
génico supresor GSE24.2. Para ello se hicieron 3 experimentos del que se muestra en la

figura IV.26 uno de ellos como experimento representativo.
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2. El restablecimiento de la actividad telomerasa origina cambios en los
niveles de metilacion de las histonas

Para completar la informacion sobre la alteracion en el patrén de modificaciones post-
raduccionales en nuestro modelo celular, se decidio analizar los niveles de metilacion en
la lisina 9 de la histona H3. Los resultados obtenidos indicaron bajos niveles de meti-
lacion en lisina 9 de la histona H3 en las células pLNCX, sugiriendo que podrian existir
pérdidas en dominios de heterocromatina, tal y como se habia observado en las células
provenientes de Hutchinson-Gilford. Del mismo modo, se decidio confirmar estos resul-
tados evaluando los niveles de esta modificacion mediante microscopia confocal. En la
figura IV.27.B se muestra el experimento representativo de los 3 que se realizaron medi-
ante western blot e inmunofluorescencia mediante microscopia confocal, que indicaron

menores niveles de metilacion en la lisina 9 de la histona H3 para las células pLNCX.
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Figura IV.27.Andlisis de los niveles de lisina trimetilada en la lisina 9 de la histona
H3 de células pLNCX y células 24.2. A) Western blot. B) Inmunofluorescencia, evaluacion

mediante microscopia confocal. Experimento representativo.
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3. El restablecimiento de la actividad telomerasa origina disminucion en la
carbonilacion de la histona H1

Una modificacion postraduccional poco caracterizada es la carbonilacion de las histonas.
Esta modificacion puede producirse como consecuencia de un aumento en el estrés oxi-
dativo [113]. Un aumento en el estrés oxidativo puede alterar el balance redox nuclear y
producir carbonilacion en multitud de proteinas nucleares. Tras una extraccion acida de
histonas, se decidié evaluar el nivel de carbonilacion de las histonas, demostrando en la
figura IV.28 (experimento representativo de los 3 que se efectuaron) que la histona H1
estaba altamente carbonilada en las células pLNCX. Estos resultados, sugieren una alter-
acion en el patron normal de modificaciones postraduccionales y dado que los residuos
con mayor probabilidad de carbonilacion son los residuos Lys y Arg, ello produciria que
las cargas positivas de estos aminoacidos quedaran enmascaradas con lo que el ADN
podria estar mucho mas descompactado alrededor del nucleosoma en las células pLNCX
y por lo tanto este ADN seria mucho mas susceptible al dafio por las especies reactivas

de oxigeno.
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Figura IV.28. Andlisis de los niveles de carbonilacion de las histonas obtenidas de

células pLNCX y células 24.2. Experimento representativo.
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V. DISCUSION

Los telomeros se acortan con cada division celular, produciendo finalmente disfuncion
celular, envejecimiento e inestabilidad genética [114]. La telomerasa es un complejo enz-
imatico con actividad transcriptasa inversa y cataliza la adicion de las repeticiones telo-
méricas en los extremos de los cromosomas para mantener la longitud de los telémeros
[115]. A diferencia de las células humanas germinales y lineas tumorales, la mayoria de
las células somaticas humanas presentan niveles no detectables de actividad telomerasa
limitados por una expresion disminuida de hTERT [116,117]. La prueba de que el acor-
tamiento de los telomeros esta implicado en la senescencia celular fue comprobado
en distintos estudios que demostraron que la sobre-expresion de TERT (el componente
catalitico del complejo telomerasa) podia activar la actividad telomerasa, mantener la
longitud de los telomeros y extender la vida media de las células humanas sin ape-
nas cambios fenotipicos celulares [118,119]. Varios estudios realizados para esclarecer el
efecto del estrés oxidativo sobre los telomeros han demostrado que los telomeros son
muy sensibles al daio por estrés oxidativo [8,15]. Por ejemplo, en la ataxia telangiectasia
se ha encontrado una relacion directa entre el estrés oxidativo cronico y el acortamiento
telomérico [120]. Sin embargo, la relacion entre el acortamiento telomérico, la regu-
lacion de la actividad telomerasa y el estrés oxidativo no ha sido estudiada extensamente
en modelos celulares o animales.

La DC ha sido estudiada a nivel clinico y a nivel genético y molecular, pero muy poco
se conoce sobre las caracteristicas fisiopatologicas de la enfermedad relacionadas con
el estrés oxidativo. En esta tesis hemos estudiado la posible relacion entre la actividad

telomerasa y el estrés oxidativo; ambos fenomenos relacionados con la induccion de la
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senescencia [10,121]. Asimismo, hemos analizado los defectos en la respuesta antioxi-
dante, asi como la respuesta implicada en la reparacion del ADN, y las modificaciones
post-traduccionales globales en algunas de las histonas que conforman la cromatina.

El modelo de estudio utilizado ha consistido en lineas de fibroblastos de piel de pacientes
con DC ligada al cromosoma X, en los que existen niveles bajos de expresion del gen DKC1
(figura IV.1). Ademas, en esta tesis se ha utilizado una linea celular de X-DC (GM01774)
en la que se ha restaurado la actividad telomerasa mediante transfeccion con un inserto
GSE24.2 (genetic supresor element 24.2) que codifica para el dominio pseurouridina
sintasa de DKC [21]. La expresion de este dominio incrementa la supervivencia contra el
cisplatino y los inhibidores de la telomerasa. Ademas, el inserto GSE24.2 activa el pro-

motor de c-myc a través de NHEIIl que consecuentemente activa el promotor de hTERT.

- FIBROBLASTOS DE PACIENTES CON DC LIGADA AL CROMOSOMA

Westin y colaboradores recientemente han hipotetizado sobre como la via p53/p21"WA7
“" puede estar sobre requlada como consecuencia de la generacion de telomeros cortos
en células DC [122]. Un hecho relevante es que la activacion de p53 esta asociada a un
incremento de las ERO [123]. Sin embargo, el mecanismo por el que la via p53/p21 en
el contexto de la disfuncion telomero/telomerasa lleva a un incremento en la concen-
tracion de los niveles de las ERO no esta completamente clara.

Westin y colaboradores encontraron niveles elevados de superoxido en fibroblastos de
pacientes con DC autosomica dominante con una delecion en el gen TERC [122].

Las determinaciones realizadas en esta tesis, indicaron que no habia diferencias signifi-
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cativas en los niveles de superoxido entre los fibroblastos de pacientes de X-DC y los
fibroblastos de individuos control (figura IV.2). Resultado que sugiere que no hay un es-
trés oxidativo agudo en las células X-DC en las condiciones del cultivo celular utilizadas.
Aunque los niveles de ERO en los fibroblastos X-DC en estado basal no fueron mayores
que en los controles, se decidio analizar si las defensas antioxidantes en las células X-DC
estaban alteradas, de forma que los fibroblastos X-DC no pudieran responder adecua-
damente frente a un estimulo de estrés oxidativo externo. Los analisis indicaron que
la expresion del gen que codifica para la enzima Cu/ZnSOD, su expresion proteica y su
actividad fueron significativamente menores en fibroblastos provenientes de pacientes
X-DC respecto a los controles (figura IV.3). Del mismo modo, también se observo una dis-
minucion en la expresion proteica de MnSOD vy en su actividad (figura IV.4). Este hecho,
ya indica una mayor susceptibilidad de las células X-DC a cualquier agresion por estrés
oxidativo y por lo tanto una mayor sensibilidad al dafio en sus componentes celulares. En
este sentido, existen evidencias de que la disminucion de MnSOD en la célula incrementa
el dafo al ADN, puesto que especies reactivas de oxigeno no detoxificadas podrian ata-
car a esta biomolécula [97,98].

El estudio de las enzimas antioxidantes en la via de detoxificacion de las ERO en X-DC
consistio en evaluar las enzimas catalasa y glutation peroxidasa, enzimas implicadas en
la eliminacion del peroxido de hidrogeno. Los resultados obtenidos mostraron baja activ-
idad catalasa para dos de las lineas celulares de pacientes X-DC (figura IV.5.F) ademas de
una baja expresion y actividad glutation peroxidasa (figura IV.6), resultados que ponian

de manifiesto una baja defensa antioxidante en los fibroblastos de pacientes de X-DC.
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Esta relacion entre déficit de actividad telomerasa y algunos enzimas antioxidantes fue
establecida previamente por Pérez-Rivero y colaboradores [20]. Estos autores mostraron
una correlacion directa entre la actividad telomerasa y la actividad antioxidante cata-
lasa, observando que en fibroblastos MEF deficientes en actividad telomerasa (TERC')
presentaban una baja actividad catalasa. Asimismo, observaron que al restablecer la
actividad telomerasa mediante la transfeccion con un vector pBS-mTerc, aumentaban
los niveles de catalasa [20].

Por lo tanto, parece existir una relacion entre las defensas antioxidantes y la actividad
telomerasa. Sin embargo, tal como sugieren Westin y colaboradores, esta relacion debe
ser general a una disfuncion telomérica, incluyendo tanto la actividad telomerasa como
el acortamiento telomérico [122].

Este hecho contrasta con la hipotesis de la funcion secundaria extratelomérica de la
proteina TERT en la mitocondria [124], por la que TERT mejora la funcion mitocondrial y
atenua el estrés oxidativo [11,125,126].

De hecho, Westin y colaboradores demuestran mediante el uso de un mutante de TERT,
al que se le ha eliminado la secuencia de sefalizacion de exportacion a mitocondria, que
los niveles de ERO se mantuvieron bajos, cosa que no ocurrio cuando se genero el mu-
tante que inhibia la actividad TERT de elongacion de los telomeros [122], condiciones en
las que los niveles de superdxido se incrementaban considerablemente. Es interesante el
hecho de que también se ha descrito que mutantes de TRF2 (una proteina de union a los
teldmeros), en los que se produce un acortamiento telomérico muestran un aumento en

la generacion de ERO [127]. Este hecho por lo tanto indica que es la disfuncion telomérica
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en si la que debe originar el estrés oxidativo y no las funciones extrateloméricas de TERT.

Esta claro que este déficit en la actividad telomerasa que da lugar a un acortamiento

telomérico esta relacionada con un aumento del estrés oxidativo en algunos modelos

celulares y en fibroblastos de pacientes con DC autosdmica recesiva. Asi mismo, los estu-

dios realizados en esta tesis con fibroblastos de X-DC indican que el déficit en proteina

disquerina que lleva a la disfuncion telomérica, produce una disminucion de las defen-

sas antioxidantes. Es decir, las células con disfuncion telomérica presentan una mayor

susceptibilidad al dafio por ERO puesto que tienen una menor defensa antioxidante

(esquema V.I):

> | Defensa antioxidante

DANO AL ADN

TYH2AX

Disfuncion
telomérica
Inestabilidad
genetica

11 1] L

1 HOGG1 T PARP1 1 LOX 1 RADS3 1 RADS1

Mecanismos de reparacion del
dafio al ADN

Esquema V.1.: Procesos que conllevan a la disfuncion telomérica e inestabilidad gené-

tica estudiados en esta tesis.
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Las ERO pueden inducir dafio oxidativo al ADN en las células, sobre todo en células
senescentes [54]. Si dicho daio no se repara de manera rapida y eficiente, puede cau-
sar cambios como delecciones, fusiones, translocaciones o aneuploidias, dando como
resultado cancer, o agravando enfermedades genéticas como la DC [128]. Ademas, se
ha demostrado que las ERO pueden acelerar el acortamiento telomérico y contribuir a
la formacion de estructuras cromosomicas aberrantes o fusiones cromosomicas [23]. Los
extremos teloméricos deben adoptar una estructura denominada "loop-telomérico” o T-
loop, cuya estructura secundaria previene que los telomeros sean reconocidos como una
estructura de ADN dafada [129].

Las respuestas inducidas por el dafio al ADN incluyen la activacion de diferentes rutas
moleculares. En primer lugar, multiples proteinas implicadas en los mecanismos de repa-
racion del ADN se activan para reconocer el dafio producido [105,130]. Un segundo pun-
to de control es el que este dafio causa al estimular mecanismos especificos que detienen
el ciclo celular de la célula para que los sistemas de reparacion de la célula corrijan el
ADN dafado y asi ésta pueda continuar con la division celular sin presentar alteraciones
en el genoma. Un tercer punto de control es la apoptosis estimulada por el dafio al ADN
y que elimina las células dafiadas irreversiblemente [131]. En el caso del acortamiento
telomérico, cuando la estructura de T-loop se pierde, se inicia la activacion de respuesta
al daio del ADN [63]. En este caso comienzan toda una serie de eventos con el fin de
sefalizar este dafo y activar en ultima consecuencia la senescencia celular asociada al
acortamiento telomérico [132]. En esta ruta intervienen la proteina 53BP1 que se une a

la histona y-H2AX dentro del telomero, a continuacion se produce la activacion de las
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quinasas ATM/ATR, CHK1/CHK2, la proteina p53 y inhibidor de quinasa dependiente de
ciclina requlado por p53 (CDKi), p21WAfCP,

Por lo tanto, la activacion de mecanismos de reparacion del ADN, en condiciones de dis-
funcion telomérica y menor defensa antioxidante, debe ser un proceso celular esencial

para evitar el dafio acelerado del material mas preciado en las células, el ADN.

La fosforilacion de la histona H2AX, conocida como y-H2AX, se utiliza como un marca-
dor precoz de la respuesta celular al dafio en el ADN [133]. Trabajos realizados en fibro-
blastos de modelos humanos y animales sugieren que el incremento en la respuesta al
dafio en el ADN puede contribuir a la patologia de DC [134,135]. Asi pues, para evaluar el
daino al ADN en los fibroblastos de pacientes con X-DC analizamos los niveles de y-H2AX,
observando mayores niveles de y-H2AX en las lineas de fibroblastos de pacientes (figura
IV.7). Estos resultados coinciden con los observados por Kirwan y colaboradores realiza-
dos en fibroblastos de pacientes de X-DC y formas autosémicas dominantes [136]. Estos
autores evaluaron el dafio al ADN en fibroblastos de pacientes con DC que contenian
mutaciones en DKC1, mediante el analisis del y-H2AX por citometria, concluyendo que
los pacientes con DC poseian mayores niveles de y-H2AX con respecto sus controles. En
consecuencia, pensamos que estas células acumulan dafo en el ADN.

Este dafo podria ser producido por especies reactivas de oxigeno, o bien por la propia
inestabilidad genética de las células DC [137], por lo que el correcto funcionamiento de
los mecanismos de reparacion del ADN son esenciales en estas lineas celulares.

Recientemente, se ha especulado sobre la disfuncionalidad de los mecanismos de repara-
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cion del ADN en DC [136]. Con el objetivo de evaluar esta hipotesis, en esta tesis se han
estudiado distintas proteinas implicadas en algunos mecanismos de reparacion del ADN.
Cuando H2AX se fosforila, se activa la proteina RAD53 (Chk2) fosforilandose por medi-
acion de las kinasas ATM/ATR. Esta fosforilacion esta relacionada con la activacion de los
puntos de control del ciclo celular para ayudar en la reparacion del ADN a través de la
requlacion de cdk2/Ciclina B1 o bien a través de la fosforilacion de p53, que produce a
su vez la activacion de p21 para detener el ciclo celular [138,139]. En este sentido RAD53
es una proteina esencial para el control de la integridad del genoma y en particular ha
mostrado ser indispensable para la induccion de los puntos de control del ciclo celular
tras el dafio en el ADN en situaciones en las que existe disfuncion telomérica [140]. Los
resultados obtenidos en esta tesis indican bajos niveles de expresion de RAD53 en las
lineas de fibroblastos provenientes de los pacientes de X-DC (figura IV.8). Estos resulta-
dos sugieren que los puntos de control en el ciclo de replicacion del ADN no se activarian
de manera adecuada y en consecuencia la reparacion del ADN en estos fibroblastos
seria errénea. De hecho, todos estos componentes en las vias de reparacion y control
del ciclo celular como Atm, Chk2(Rad53), p53, p21 y p16/p19(ARF) juegan papeles im-
portantisimos en el mantenimiento y renovacion de las células madre hematopoyéticas
en aquellos escenarios donde existe una disfuncionalidad telomérica [141], y en el caso
particular de RAD53, aunque no tiene un papel directo en la defensa antioxidante o en
la cobertura telomérica (“capping telomérico”) tiene una importancia fundamental en

el rescate de la detencion del ciclo celular inducido por dafo oxidativo en el ADN [142].
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Este hecho debe contribuir a que las células X-DC tengan un ciclo celular alterado con
fases S mucho mas largas y un mayor numero de células en fase GO que fibroblastos

provenientes de individuos sanos, tal y como ha sido descrito por otros autores [136].

La proteina RAD51 también tiene una importante funcion en la respuesta al dafo del
ADN participando en los mecanismos de recombinacion homologa. La replicaciony la re-
constitucion de los telomeros durante las fases S/G2 del ciclo celular representan etapas
criticas para la célula [143], produciendo sefalizacion y, activacion de proteinas im-
plicadas en la reparacion del ADN, tales como las proteinas kinasa DNA-dependientes
(DNA-PKcs) y RAD51.

Aunque recientes estudios realizados por Kirwan et al. [136] no plantean ninguna duda
sobre la implicacion de la acumulacion del dafio en el ADN en la fisiopatologia de la en-
fermedad, cuestionan la posible implicacion de una disfuncionalidad de la respuesta al
dano en el ADN en la enfermedad. Sin embargo, estos autores solo evaltan la formacion
de y-H2AXy focis p53BP1 en distintos modelos celulares de DC (con mutaciones en TERT,
TERC y DKC1) y en distintas condiciones de induccion al dafio del ADN, pero no evaltian
ninguna de las proteinas implicadas en los distintos mecanismos de reparacion.

En el caso especifico de RAD51 se ha demostrado que es esencial la formacion del T-/oop,
permitiendo a continuacion la generacion de la estructura en D-loop por invasion de la

estructura de simple cadena telomérica dentro del ADN telomérico (figura V.1) [143].
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NOP10

Figura V.1. Diagrama de la disposicion de las proteinas del telosoma de los telomeros.
En esta localizacién, el ADN forma un bucle grande, denominado bucle-T (T-loop). La hebra
3" del ADN termina en forma de cadena sencilla, constituyendo el "saliente” (overhang) 3'
del extremo del cromosoma. La presencia de cadenas sencillas de ADN libres podria activar
los sistemas de reparacion, comprometiendo de esa manera la estabilidad del telémero.
Para que esto no suceda, el extremo 3" invade una zona posterior de doble cadena del cro-
mosoma, hibridando consigo misma. Esta estructura, recibe el nombre de bucle-D (D-loop).

Extraido de pagina web U.S. National Cancer Insitute.

Es por ello que RAD51 es esencial para llevar la recombinacion homologa del T-loop en
los teldbmeros, dado que si este mecanismo falla o se forman T-loops inestables, se puede
producir una deleccion de grandes segmentos teloméricos [144]. Pero se necesita una

actividad 6ptima de RAD51. De hecho, en condiciones de inestabilidad telomérica la ac-
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tividad de RAD51 podria contribuir a la formacion de estructuras teloméricas aberrantes
[145]. Los resultados indican que el balance global de expresion de RAD57 es menor en
las lineas de pacientes frente a la de sus controles, por lo que la capacidad de reparacion
del dafio en el ADN por recombinacion homdloga debe ser menor en los fibroblastos
X-DC (figura IV.8).

Ademas de la implicacion de RAD51 en los mecanismos de reparacion de recombinacion
homologa en los telomeros, también se ha descrito su implicacion en la reparacion del
ADN mitocondrial cuando éste esta dafiado como consecuencia del estrés oxidativo
[103], hecho que sugiere que ante un dafo oxidativo en el ADN mitocondrial, las células
de pacientes de X-DC tendran una menor capacidad de reparacion de las lesiones en el

ADN mitocondrial (figura IV.9).

El dafio oxidativo producido en el ADN es capaz de producir un gran nimero de produc-
tos, siendo la 8-oxodG el producto de oxidacion mayoritario, tanto en el ADN nuclear
como en el ADN mitocondrial. La reparacion de la 8-oxodG se Ileva a cabo mediante
el reconocimiento y la escision de la guanina oxidada por la ADN glicosilasa (0GG1).
Esta enzima juega un papel fundamental en el mecanismo de reparacion del ADN por
escision de bases [146] y también en la reparacion de bases oxidadas en levaduras [147],
en raton [148] y en células de mamifero [149]. En humanos es la hOGG1 la que elimina
la 8-oxodG [150].

En este trabajo hemos determinado la expresion de hOGG1 en fibroblastos de pacientes

con DC respecto a sus controles, para incrementar el conocimiento sobre este mecanismo
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de reparacion esencial en situaciones de estrés oxidativo. En la figura IV.10 se observan
niveles significativamente menores de hOGG1 en AD y BD con respecto a sus controles.
Estos son los primeros resultados en los que se describe una menor expresion de hOGG1
no solo en X-DC, sino también en el resto de haplotipos de DC.

Es interesante saber que la expresion de hOGG1 se ha relacionado con la supervivencia
celular frente al estrés oxidativo inducido por H,0, [151], observandose mayor apoptosis
en fibroblastos humanos en los que se silencié el gen hOGG1. Ademas se ha correlacio-
nado la deplecion de la glicosilasa hOGG1 con el acortamiento rapido de los telémeros
en condiciones de estrés oxidativo. En este sentido, Wang y colaboradores [148], dem-
ostraron en un modelo animal con OGG1 inhibida y con unos niveles muy elevados de
estrés oxidativo que, dichos animales sufrian un acortamiento rapido de los telomeros,
coincidiendo con los resultados de von Zglinicki y colaboradores [18,23] . Estos ultimos
autores demostraron que el estrés oxidativo y la oxidacion del telomero es uno de los
principales causantes del acortamiento telomérico. Dichos autores también observaron
que la reduccion del estrés oxidativo, mediante el uso de antioxidantes, enzimas an-
tioxidantes o bajas presiones parciales de oxigeno disminuian el acortamiento de los
telomeros [152,153]. Es por ello, que los bajos niveles de hOGG1 observados en las lineas
celulares AD y BD comparadas con sus controles deben contribuir a un mayor dafo oxi-
dativo en los teldbmeros y en consecuencia a un acelerado acortamiento de éstos.
Multiples interacciones coordinadas entre proteinas ocurren d urante la ruta de repa-

racion BER. En particular, existen evidencias que sugieren que la proteina OGG1 puede
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interaccionar con otras proteinas de la ruta como XRCC1, la endonucleasa AP1, XPC, la
histona acetiltransferasa p300/CBP, Rad52, etc [154-156].

Muy recientemente también se ha descrito una interaccion directa entre la proteina
PARP1 y la glicosilasa OGG1, observandose que ambas pueden modular su actividad
mutuamente y que la actividad coordinada de ambas es necesaria para la reparacion
correcta del ADN oxidado [157].

La proteina PARP1 es un sensor de las roturas del ADN, mayoritariamente las roturas de
hebra sencilla y que puede sealizar el lugar de rotura mediante la poli(ADP-ribosil)acion
de histonas, proteinas de reparacion de dafio en hebra sencilla, proteinas implicadas en
el mecanismo BER y también a ella misma [71,158]. Una vez la hebra es reparada, las
cadenas de PAR (poli-ADP-ribosa) son degradadas [159,160], y proteinas nucleares como
las histonas, son a continuacion marcadas por carbonilacion para ser degradadas de
forma eficiente por el proteasoma nuclear [135].

Los resultados obtenidos para la expresion de PARPT en las lineas de fibroblastos AD, CD
indicaron un aumento significativo en la expresion de este gen respecto a sus controles
y una tendencia en el caso de los fibroblastos BD (figura IV.11).

Por lo que se conoce hasta el momento, 0GG1 y PARP1 se unen a XRCC1 y forman un
complejo multiprotéico en las células [156,161], sugiriendo que la union OGG1/PARP1
debe ser importante para reclutar otras proteinas de reparacion al sitio del dafo en el
ADN. PARP1 deberia entonces inhibir la actividad glicosilasa de 0GG1, y entonces 0GG1
deberia abandonar este sitio de dafio en el ADN, permitiendo que otras proteinas puedan

acceder para facilitar la reparacion [71,158,162].
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Los datos obtenidos por Noren y colaboradores [157] sugieren que en condiciones de
bajos niveles o baja actividad de 0GG1, la actividad de PARP1 esta desregulada produci-
endo también niveles bajos de poli(ADP-ribosil)acion en proteinas nucleares. Este hecho
puede producir un reclutamiento errdneo de otras proteinas de reparacion implicadas en
BER y que por lo tanto llevarian a una acumulacion de dafo en el ADN. De hecho, se ha
descrito en distintos polimorfismos que producen baja actividad de 0GG1, que se induce
una disminucion de la actividad de PARP1 en las etapas iniciales de la ruta de reparacion
BER [163-167]. Los resultados obtenidos en esta tesis donde se observan bajos niveles de
hOGG1 en pacientes X-DC (figura IV.10), estan de acuerdo con la desregulacion que se
produciria en la actividad PARP1 y claramente apuntan a una pérdida de control en el
mecanismo de reparacion del ADN por BER en las células de pacientes de X-DC y aunque
la expresion de PARP1 estd aumentada (figura IV.11), segun los planteamientos de Noren
y colaboradores [157], si que debe de estar afectada su capacidad de marcar los sitios
de dafo al ADN o su adecuado funcionamiento. En consecuencia, esta desregulacion en
los mecanismos de reparacion del ADN, serian los que en ultimo término podrian dar
lugar a roturas de doble cadena en el ADN, hecho que esta de acuerdo con los mayores
niveles de v-H2AX detectados en las lineas celulares X-DC. Ademas, PARP1 es un punto
de conexion y de coordinacion entre la reparacion del ADN y las vias de eliminacion de
proteinas dafadas.

Ademas del dafio al ADN, los ERO puede dafiar a las proteinas citosélicas y nucleares,
incluyendo las histonas. Por tanto, la mayoria de las proteinas dafadas deben de ser

eliminadas para poder mantener la homeostasis celular. Sin embargo, la capacidad de
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reparar el dafio producido en dichas proteinas es limitado [168,169]. Ha sido demostrado
por varios grupos de investigacion que el proteasoma 20S es el responsable de la degra-
dacion de las proteinas oxidadas, sobre todo en el nicleo [170,171]. La activacion del
proteasoma nuclear se produce gracias a la activacion mediada por PARP1 [172,173].
Esta activacion proteosomal es necesaria para una rapida y efectiva eliminacion protei-
nas nucleares oxidadas y también de las histonas oxidadas producidas tras la reparacion
del ADN [171].

Bakondi y colaboradores [174] han observado que durante la senescencia celular se pro-
duce una disminucion en la capacidad de activacion del proteasoma 20S mediado por
PARP1, lo que podria dar lugar a una deficiente eliminacion de proteinas dafadas en el
nucleo. Otros trabajos Ilevados a cabo por el grupo de Grune también han concluido que
las células senescentes contienen gran cantidad de proteinas oxidadas y que el papel que
desempena el proteasoma nuclear es fundamental en la degradacion de estas proteinas
oxidadas [175,176].

La carbonilacion de proteinas nucleares puede producirse como consecuencia de la ac-
cion de especies reactivas de oxigeno [177,178], pero también por mediacion de enzimas
como las proteinas de la familia Lisil oxidasa (LOX). Se ha demostrado que la LOX interac-
ciona con proteinas nucleares como la histona H1 [179,180].

Por otra parte, la LOX es una enzima que cataliza la formacion de aldehidos. Se ha visto
que los aldehidos que se forman son necesarios para la estabilizacion de las fibras de co-
lageno asi como para la integridad y elasticidad de la elastina [108]. Aunque inicialmente

se le ha atribuido esta funcion, también se ha demostrado que LOX tiene funciones

168



V. DISCUSION

intracelulares que incluyen la regulacion y diferenciacion celular, asi como la migracion
y transcripcion genética [179]. De hecho, la desregulacion del gen LOXL2 en células de
cancer de mama MDA-MB-231 produce grandes cambios en la expresion de genes aso-
ciados con el control del ciclo celular y el cancer [181].

Los bajos niveles de LOX que hemos observado en las lineas celulares X-DC (figura IV.12)
podrian contribuir por lo tanto la inestabilidad cromosomica descrita en DC. En efecto,
se ha demostrado que niveles bajos de LOX producen un aumento en la condensacion
de cromatina en células COS-7, NRK-79 [182] y también en células NIH3T3 [183]. Este
hecho por lo tanto debe contribuir a la formacion de estructuras cromatinicas aberrante,
a una desregulacion en los mecanismos de marcaje de proteinas para su degradacion a
traves de mecanismos mediados por el proteasoma independientes de ubiquitinaciony a

una mayor descompactacion alrededor del nucleasoma en las células.

- FIBROBLASTOS DE PACIENTES CON DC LIGADA AL CROMOSOMA
X TRANSFECTADAS CON EL INSERTO QUE RESTABLECE LA ACTIVIDAD
TELOMERASA (24.2), Y LAS CELULAS TRANSFECTADAS CON EL VECTOR
VACIO (pLNCX)
Los fibroblastos provenientes de pacientes con X-DC en los que se ha restablecido la
actividad telomerasa mediante el inserto GSE24.2 constituyen un buen modelo para
estudiar si existe alguna correlacion molecular entre el estrés oxidativo y las enferme-

dades relacionadas con defectos en la actividad telomerasa. De este modo, dado que en
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el apartado anterior hemos observado en las lineas celulares provenientes de pacientes
X-DC que existe una disminucion de algunas de las enzimas antioxidantes, cabria esperar
una recuperacion de la respuesta antioxidantes tras recuperar la actividad telomerasa
mediante GSE24.2.

Los primeros experimentos realizados en las lineas pLNCX y 24.2 consistieron en la car-
acterizacion de las lineas celulares, evaluando en primer lugar la proliferacion celular.
Al estudiar la sintesis de ADN con el método de la bromodeouxiridina (BdrU) se observo
que la capacidad proliferativa de los fibroblastos 24.2 es significativamente mayor que la
capacidad de pLNCX (figura IV.13). Este resultado coincide con resultados previos obteni-
dos en linfocitos [184] y en fibroblastos [185] de pacientes con DC en los que se observo
acortamiento telomérico y defectos en la capacidad proliferativa como consecuencia de
un déficit en la actividad telomerasa. Por otra parte, el estudio de la morfologia celular
en ambas lineas celulares no indico diferencias entre ellas, al igual que ocurre en otros
estudios donde no se observan cambios significativos en la morfologia celular tras la
transfeccion que permite recuperar la actividad telomerasa en células provenientes de

pacientes de DC [119,185].

Evaluacion de los parametros de estrés oxidativo:

Después de estudiar los niveles de ERO en los fibroblastos transfectados a partir de la
linea celular DC observamos que los niveles de radical superdxido en los fibroblastos
pLNCX fueron significativamente mayores que en los fibroblastos 24.2 (figura IV.14).

Estos resultados sugieren una mayor produccion de ERO para los fibroblastos pLNCX o
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bien una menor capacidad para detoxificar estas especies reactivas. Por lo tanto, este
resultado sugiere que el restablecimiento de la actividad telomerasa con el inserto 24.2
mejora el perfil de estrés oxidativo de la linea celular X-DC. Ademas, estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos en fibroblastos embrionarios de raton deficientes
en telomerasa donde se ha observado un incremento en la concentracion de radical
superoxido y H,0, [20], asi como en enfermedades que cursan con un envejecimiento
prematuro como la ataxia-telangiectasia, donde se ha comprobado que en condiciones
de estrés oxidativo moderado producidas por H,0, se incrementa la tasa de acortamiento
del telomero en los fibroblastos de pacientes [120].

Otro parametro que se ha caracterizado para evaluar el estrés oxidativo en las lineas ce-
lulares pLNCX'y 24.2, han sido los niveles de MDA, un producto de peroxidacion lipidica.
Los resultados obtenidos indican que los niveles de MDA en fibroblastos 24.2 fueron
menores que los obtenidos para los fibroblastos pLNCX (figura IV.15), indicando que la
recuperacion de la actividad telomerasa por la insercion del elemento 24.2 disminuye el
estrés oxidativo. De hecho, en otros modelos celulares de enfermedades con defectos en
la actividad telomerasa como en la anemia aplasica [186] se han visto niveles elevados
de MDA o como en el caso de la anemia de Fanconi la formacion de aductos MDA-ADN
[187].

Por otro lado, el analisis de niveles de GSH libre en ambas lineas celulares indicaron
niveles mas elevados de GSH en los fibroblastos pLNCX (figura IV.16 y IV.17), donde
no ha sido restablecida la actividad telomerasa. Este resultado podria sugerir que los

fibroblastos pLNCX estan sintetizando mas GSH como mecanismo antioxidante frente
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a las ERO, similar al mecanismo descrito en células provenientes de ratones modelo
de ataxia-telangiectasia deficiente, en los que ciertos tejidos con niveles elevados de
estrés oxidativo presentan mayores niveles de GSH como mecanismo compensatorio
para poder combatir con la sobreproduccion de ERO [188]. Este resultado de niveles
de GSH intracelulares elevados en la linea pLNCX parece contradecir un posible perfil
oxidativo en la linea celular pLNCX, puede tener una posible respuesta molecular. El
grupo de Perona, describio como el elemento GSE24.2 inducia el aumento de expresion
de los componentes TRy hTERT a través de la sobreexpresion de c-MYC [21,189]. La
implicacion de c-Myc en procesos de supervivencia y senescencia celular es todavia un
motivo de discusion cientifica [190], y lo mismo ocurre en su implicacion en la respu-
esta antioxidante donde su participacion no esta completamente clara por interaccionar
con diferentes factores que pueden modular su actividad, como es el factor NEMO que
puede estabilizar a c-Myc permitiendo la sobre-regulacion de y-GCS (y-glutamilcisteina
sintasa) [191]. Sin embargo, también se ha descrito como c-Myc requla la transcripcion
del gen GCL (glutamato cisteina ligasa, enzima necesaria para la sintesis del glutation) a
través de una ruta de fosforilacion mediada por FRK[192,193] y todavia mas interesante
es como c-Myc puede interaccionar con Nrf2 (factor nuclear derivado eritroide 2, factor
de transcripcion que responde al estrés oxidativo mediante el incremento de la expresion
de determinadas enzimas antioxidantes) evitando su interaccion con genes de fase Il a
traves de las secuencias que contienen el elemento EpR, disminuyendo el tiempo de vida
media de Nrf2 y por lo tanto desregulando la activacion de genes como son GCLMy GCLC

implicados en la sintesis de glutation [194]. Por lo tanto, estas Ultimas observaciones
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explicarian nuestros resultados en los que vemos como los niveles de GSH celulares son
mayores en la linea pLNCX que los observados en las lineas 24.2, puesto que en la linea
24.2 tendriamos sobreexpresado c-Myc, que a su vez podria disminuir la capacidad de
Nrf2 por activar la expresion de genes como GCLM y GCLC (glutamato cisteina ligasa,
unidad modificadora y unidad catalitica respectivamente, primer heterodimero protéico
que participa en la via de sintesis del glutation) y en Gltimo término la expresion de los
enzimas responsables de la sintesis de GSH.

Con el objetivo de elaborar un perfil de estrés oxidativo y de defensas antioxidantes en
aquellas lineas celulares en las que se ha restablecido la actividad telomerasa mediante
la insercion del elemento GSE24.2, se estudio la expresion y actividad de estas enzimas
antioxidantes en ambas lineas, pLNCX y 24.2.

El estudio del nivel de expresion del gen SODT que codifica para la enzima CuZnSOD
indico que la introduccion del inserto GSE24.2 y por tanto el restablecimiento de la
actividad telomerasa produjo un aumento en la expresion del gen SOD1 (figura IV.18.A).
El estudio de los niveles de CuZnSOD por Western blot (figura IV.18.B y figura 1V.18.C)
asi como la actividad enzimatica fueron consistentes con éste resultado (figura IV.18.D),
mostrando que la linea 24.2 tenia una mayor actividad enzimatica que la linea celular
pLNCX.

El estudio en ambas lineas celulares de los niveles de expresion del gen SOD2 (figura
IV.19.A) asi como los niveles de proteina MnSOD (figura IV.19.B y IV.19.¢), no mostraron

diferencias significativas. Sin embargo, el estudio de la actividad enzimatica MnSOD
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indico que la reactivacion de la actividad telomerasa por el inserto GSE24.2 aumentaba
también esta actividad enzimatica (figura IV.19.D).

Por lo tanto, los resultados sugieren que el inserto GSE24.2 y por lo tanto el restableci-
miento de la actividad telomerasa contribuye a un aumento en las actividades enzimati-
cas CuZnSOD y MnSOD de modo que ello explicaria por qué en la linea celular 24.2,
existen menores niveles de radical superdxido (figura IV.14).

El analisis de los niveles de catalasa mostrd una mayor expresion para el gen CAT en la
linea celular 24.2 (figura IV.20.A), y aunque los niveles de proteina no mostraron una
diferencia significativa entre los niveles de catalasa en ambas lineas celulares (figura
IV.20.B y IV.20.C), la actividad si que resulto ser mucho mayor para la linea celular 24.2
comparada con la pLNCX (figura 1V.20.D). Estos resultados estan de acuerdo con los que
se han mostrado en los fibroblastos de los pacientes de X-DC del anterior apartado y
también con los publicados previamente por Pérez-Rivero et al. [20] en los que MEFs
knock-out para el componente Terc de la telomerasa producia una disminucion en la
actividad catalasa, asi como un aumento en los niveles de superoxido y H,0, y también
con los estudios de Westin y colaboradores, en los que la introduccion de CuZnSOD y
catalasa pegiladas (enzimas permeables a la membrana celular) disminuian los niveles de
ERO en células de pacientes de DC [122].

Por lo tanto, estos estudios sugieren que las defensas antioxidantes estan disminuidas en
pacientes de X-DC. Estas defensas podrian estar disminuidas como consecuencia de una
baja expresion génica como ocurre para CuZnSOD tanto en el caso de las lineas celulares

X-DC (figura IV.3) y pLNCX (figura IV.18) o bien por inhibicion de la actividad enzimatica
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como ocurre en el caso de MnSOD (figura IV.4 y figura IV.19) y catalasa (figura IV.5 y
figura IV.20), para las lineas X-DC o pLNCX, respectivamente. La expresion de los com-
ponentes TR y hTERT, asi como el restablecimiento de la actividad telomerasa con el
elemento GSE24.2 en la linea transfectada pLNCX o bien la recuperacion de la actividad
telomerasa con la sobreexpresion de Terc en MEFs Knock-out para este componente del
complejo telomerasa, descrito por Pérez-Rivero et al [20], indican que se pueden recu-
perar los niveles de enzimas antioxidantes mediante esta estrategia de recuperacion de
la actividad telomerasa. Este incremento de los niveles antioxidantes tras la introduc-
cion del elemento GSE24.2 debe ser independiente a Nrf2 y también de c-Myc, por los
motivos apuntados anteriormente [194]. Ademas, c-Myc no deberia estar implicado via
Nrf2/Keap1 en esta respuesta antioxidante, puesto que regula genes antioxidantes con
dominios ARE y EpER (dominios de determinados genes citoprotectivos que desencade-
nan la respuesta antioxidante y electrofila frente a dafios por ERO) como son los genes
de la hemooxigenasa-1, peroxiredoxina 1y tiorredoxinas [195,196] y no en enzimas an-
tioxidantes como son la catalasa, las glutation peroxidasas y las superoxido dismutasas.
Esta relacion tal y como la hemos abordado en el apartado anterior parece indicar una
relacion entre el déficit de actividad telomerasa y enzimas antioxidantes y apoyaria los
planteamientos de Pérez-Rivero et al. [20]. Ademas, al igual que estos autores cuyos
experimentos demostraron que al restablecer la actividad telomerasa mediante la trans-
feccion con un vector pBS-mTerc, aumentaban los niveles de catalasa, los resultados

obtenidos en esta tesis indican que un aumento de la actividad telomerasa como conse-
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cuencia de la insercion del elemento génico GSE24.2, produce también un aumento de
la actividad catalasa, CuZnSOD y MnSOD en las lineas celulares transfectadas.

En consecuencia, los indicios de que un déficit en la actividad telomerasa contribuye a
una bajada en las defensas antioxidantes que hemos observado en los estudios con las
lineas celulares de pacientes con X-DC, se confirman con estos estudios realizados con
las lineas transfectadas pLNCX y 24.2. Ademas, los resultados obtenidos con las lineas
pLNCXy 24.2, sugieren que el elemento GSE24.2 es un candidato terapéutico que puede
restablecer las defensas antioxidantes celulares a través de un mecanismo independiente
de la ruta c-Myc/Nrf2.

La sobre-regulacion de la actividad telomerasa puede evitar el acortamiento de teldmeros
y restablecer la proliferacion celular en pacientes con DC. De este modo, se ha descrito
como la elongacion de teldbmeros juega un papel importante regulando las respuestas a
agentes capaces de danar el ADN o que generan estrés oxidativo, dando una ventaja a
estas células para sobrevivir [197-199].

Con el objetivo de contrastar los resultados obtenidos para dafio en el ADN en los fi-
broblastos provenientes de pacientes con DC, se analizaron los niveles de y-H2AX en las
lineas pLNCX y 24.2. Como ocurre cuando comparamos las lineas AD, BD y CD con sus
respectivos controles, en el estudio anterior, la linea deficiente en el gen DKCTy por lo
tanto en actividad telomerasa mostro niveles mas elevados de y-H2AX indicando un
mayor dafio en el ADN (figura IV.21). Sin embargo, la insercion del elemento GSE24.2,
produjo la disminucion de este marcador de dafio sugiriendo por lo tanto, un menor

dafio en el ADN, como consecuencia de una mayor defensa antioxidante, o bien una
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activacion de los mecanismos de reparacion. El déficit en actividad telomerasa puede
producir un incremento de las roturas de doble cadena en S. cerevisiae [200] y también
en el caso de telomeros disfuncionales en células de mamiferos [65].

Como hemos indicado en el anterior apartado, cuando H2AX se fosforila se produce
la activacion de RAD53 para ejercer el control del ciclo celular y asi ayudar en la repa-
racion del ADN, antes de que se pase a la siguiente fase del ciclo celular. Por lo tanto,
RAD53 es una proteina esencial para el control de la integridad del genoma a través de
la induccion de los puntos de control del ciclo celular cuando se dafia al ADN en situa-
ciones en las que existe disfuncion telomérica [140]. Los resultados obtenidos para estas
lineas celulares indican que la expresion de RAD53 disminuy6 con el inserto GSE24.2
(figura 1V.22). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en el apartado ante-
rior, donde la expresion de RAD53 resultd ser menor en las lineas celulares control que
en las lineas X-DC (figura IV.8). Este hecho sugiere un correcto control del ciclo celular
tras la recuperacion de la actividad telomerasa mediante el inserto 24.2, puesto que la
sobreexpresion de RAD53 lleva a la parada de ciclo celular incluso en ausencia de dafio
al ADN [139].

En consecuencia, esta recuperacion del control del ciclo celular y la capacidad prolif-
erativa de las células 24.2 deben contribuir a que los fenémenos de reparacion del ADN
actuen de forma coordinada y en tiempos muchos mas cortos a lo largo de todas las
etapas del ciclo celular.

Como se ha descrito en el apartado correspondiente al estudio de la respuesta de repara-

cion al ADN en las lineas celulares AD, BD y CD, RAD51 esta implicado en el mecanismo
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de recombinacion homologa de reparacion de las roturas de doble cadena del ADN. En
condiciones de inestabilidad telomérica la hiperactividad de RAD51 podria contribuir
a la formacion de estructuras teloméricas aberrantes [144,145], al igual que su dis-
minucion [143]. Los resultados indican que la expresion de RAD51 en la linea 24.2 fue
menor que en la linea pLNCX, sugiriendo una disminucion de la actividad de la ruta de
recombinacion homologa debido probablemente a que los niveles de roturas de doble
cadena en el ADN son menores que en la linea pLNCX. Por lo tanto, estos resultados
deben interpretarse de otra forma a los obtenidos para las lineas de fibroblastos prove-
nientes de pacientes de X-DC, donde los niveles de RAD51 resultaron ser menores que en
los controles, indicando por lo tanto un silenciamiento de RAD51 en condiciones donde
existe dafio en el ADN evidenciado por un aumento en los niveles de y-H2AX. Este hecho
indica un déficit en el mecanismo de recombinacion homologa en pacientes de X-DC
(figura IV.9). Sin embargo, en el caso del estudio de las lineas celulares pLNCX y 24.2
debe interpretarse que la activacion de RAD51 debe estar disminuida en las lineas con
actividad telomerasa restablecida puesto que el dafio al ADN es mucho menor tal y como
se observa en los niveles de y-H2AX (figura 1V.23). Este resultado es coherente si se toma
en consideracion que una hiperactivacion de RAD51 a nivel telomérico podria llevar a la
formacion de aberraciones teloméricas [144,145], por lo tanto el control de RAD51 en
cada una de las regiones cromosomicas es fundamental. A este hecho debe contribuir
también la recuperacion de la capacidad proliferativa de la linea celular 24.2, tal y como
hemos visto en el estudio de incorporacion de BrdU (figura IV.13) y en la disminucion de

los niveles de la proteina de control de ciclo RAD53 (figura IV.22).
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Como se ha planteado en esta tesis el estrés oxidativo y la oxidacion del teldbmero es uno
de los principales causantes del acortamiento telomérico, de modo que una atenuacion
del estrés oxidativo mediante el uso de antioxidantes, enzimas antioxidantes o bajas pre-
siones parciales de oxigeno disminuyen el acortamiento de los telomeros [152,153]. Por
lo tanto, en condiciones de estrés oxidativo en las que se puede producir oxidacion del
ADN, cobra especial relevancia la glicosilasa hOGG1 encargada de la eliminacion de la
8-0x0dG y mas aun porque la presencia de 8-oxodG en los telomeros inhibe la actividad
telomerasa [201].

Nuestros resultados indican que la expresion de hOGG1 aumento significativamente en
la linea 24.2 en comparacion con la linea celular pLNCX (figura IV.24), sugiriendo que
la introduccion del elemento GSE24.2 contribuye a la recuperacion de esta actividad
enzimatica. Este resultado correlaciona bien con el descrito previamente por Hironaka
et al. [202] donde encontraban que en higado de ratones que sobreexpresaban C-Myc
o TGF-/C-Myc existia un aumento de enzimas del mecanismo de reparacion por es-
cision de bases como hOGG1. De este modo la sobreexpresion de genes implicados en
la reparacion del ADN de productos oxidados, como es la glicosilasa hOGG1 debe estar
relacionado con el hecho de la sobreexpresion de c-myc, y esto puede ser producido ya
que c-Myc puede generar un estado oxidativo cronico consistente con los resultados
obtenidos por el grupo de Thorgeirsson [203] o tal y como hemos descrito una desregu-
lacion de Nrf2 [195,196]. Ademas, se ha demostrado que la introduccion del compuesto
Wy-14,643 en la dieta de los animales (conocido por incrementar el nivel de especies re-

activas de oxigeno en el higado) [204], produjo en los ratones que sobreexpresan c-Myc,
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un aumento en los genes implicados en las reparaciones de las lesiones oxidativas del
ADN [205]. Por lo tanto, la introduccion del inserto GSE24.2 que produce un aumento de
la expresion de c-Myc debe inducir la sobreexpresion de hOGG1, que a su vez contribuira
a la disminucion de los niveles de 8-oxodG.

Continuando con los estudios de los genes de reparacion, nuestros resultados indican
que el gen PARPT muestra una tendencia a la sobre-expresion en la linea 24.2 com-
parada con la linea pLNCX (figura IV.25). Estos ultimos afos, algunos resultados han
demostrado que la sobre-regulacion de c-Myc promueve la via de reparacion del ADN
mediada por PARP1 [206]. Como hemos desarrollado anteriormente, la introduccion del
elemento GSE24.2 induce un aumento de c-Myc [21]. Los resultados de Pyndiah et al.
plantean que la sobre-expresion de c-Myc suprime la activacion transcripcional del gen
que codifica para la proteina adaptadora BIN1 (bridging integrator 1), una proteina
que inactiva PARP1 [207]. Este hecho explicaria porque se produce una tendencia a la
elevacion de la expresion de PARPT en las lineas 24.2. Por lo tanto, estos resultados sug-
ieren que la introduccion del elemento GSE24.2 deberia contribuir a la activacion de los
mecanismos de reparacion del ADN o al menos los sensores de dafio al ADN implicados
en el mecanismo de reparacion por BER y por el NHEJ.

En X-DC se ha observado un aumento de los niveles de PARP1 en las lineas de fibroblas-
tos AD, CD con respecto a sus controles y una tendencia en el caso de los fibroblastos BD
(figura IV.11). Sin embargo, en las lineas 24.2 y pLNCX aunque se observo una tendencia
al aumento de PARP1 en las primeras, este no resultd ser significativo (figura IV.25).

Por otra parte, hemos descrito como en las lineas X-DC la expresion de hOGG1 estaba
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disminuida con respecto a los controles (figura IV.10). En este sentido, hemos observado
como la recuperacion de la actividad telomerasa mediante el inserto GSE24.2 producia
un aumento de la expresion de hOGG1 (figura IV.24), mecanismo que probablemente
esta mediado por c-Myc.

En esta discusion se ha planteado la interaccion de OGG1/PARP como mecanismo
relevante en el reclutamiento de proteinas de reparacion en el sitio de dafo al ADN
[156,161]. En el caso de las células 24.2, la introduccion del elemento GSE24.2 produce el
aumento de c-Myc y en consecuencia la sobreexpresion de hOGG1. Sin embargo, PARP1
no aumento de forma considerable en la linea celular 24.2, por lo que no se deberia
inhibir completamente la actividad glicosilasa de 0GG1, permitiendo tal y como propo-
nen David et al. la reparacion del daio en el ADN [71,158,162], y mas concretamente las
lesiones de ADN producidas por dafo oxidativo [203].

Como hemos descrito anteriormente, los datos obtenidos por Noren y colaboradores
[157], sugieren que en condiciones de bajos niveles o baja actividad de 0GG1, la activi-
dad de PARP1 esta desregulada produciendo niveles bajos de poli(ADP-ribosil)acion en
proteinas nucleares. Este hecho debe producir un reclutamiento erroneo de otras protei-
nas de reparacion implicadas en BER y que por lo tanto llevarian a una acumulacion de
daino en el ADN. De hecho, se ha descrito que distintos polimorfismos que producen baja
actividad de OGG1 disminuyen la actividad de PARP1 en las etapas iniciales de la ruta
de reparacion BER [163-167]. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran como hay
bajos niveles de hOGG1 tanto en las lineas celulares X-DC como en la linea transfectada

pLNCX, asi como la desregulacion que se produciria en la actividad PARP1, claramente
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apuntan a una desregulacion en el mecanismo de reparacion del ADN por BER en las
células de pacientes de X-DC. Ademas plantea la posibilidad de que en condiciones fi-
siopatologicas en las que la actividad telomerasa esta disminuida exista una disminucion
en los niveles de la glicosilasa OGG1, asi como una desregulacion en los mecanismos de
reparacion del ADN.

Por lo tanto el aumento de la actividad telomerasa, junto con la sobreexpresion de enzi-
mas antioxidantes y enzimas implicados en la reparacion del ADN, mediada por la intro-
duccion del elemento GSE24.2, debe prevenir el dafio al ADN y por lo tanto disminuir la
inestabilidad genética asociada a X-DC, disminuyendo las fusiones teloméricas y por lo

tanto previniendo los canceres asociados a esta enfermedad rara (esquema V.1I)
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Esquema V.II: Rutas de sefalizacion celular mediadas por el inserto GSE24.2 que
inducen la recuperacion de la disfuncion telomérica y disminuyen la inestabilidad

genética estudiados en esta tesis.

- ALTERACIONES EPIGENETICAS EN LA DC LIGADA AL CROMOSOMA X

Los teldbmeros y la estructura adoptada por éstos protegen los extremos de los cromoso-
mas de la degradacion y también de los mecanismos de reparacion del ADN que pueden
reconocer estas estructuras como roturas en el ADN [208]. Como hemos descrito, la
incapacidad de las ADN polimerasas para replicar completamente los extremos de los
cromosomas lineales, acortan la longitud de éstos con cada division celular, hecho que
puede llevar a fusiones cromosomicas e inestabilidad genética [209].

Estos ultimos afos, se ha mostrado como los cromosomas teloméricos en mamiferos
contienen caracteristicas de heterocromatina incluyendo marcas en histonas correspon-
dientes a heterocromatina como tri-metilacion de la lisina 9 en la histona H3 y la lisina
20 en la histona H4 [210], asi como la presencia de la proteina HP1 (proteina heterocro-
matina 1) [211,212] y la metilacion de CpGs (pares de citosina y de guanina enlazados
por fosfatos) en regiones de ADN subteloméricas [213].

Mucho se ha aprendido estos ultimos afios sobre como la cromatina telomérica afecta a
la estructura de los telomeros, la regulacion de su longitud y funcion estudiando distin-
tos modelos murinos [214]. Y existen evidencias por las que alteraciones en la cromatina
de los telomeros en células humanas con el envejecimiento tiene consecuencias biologi-

cas que pueden llevar a la desregulacion de la cromatina en todo el cromosoma [215].
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Existen evidencias de como la estabilidad del telomero contribuye a la estabilidad com-
pleta del cromosoma [216]. La relacion entre los telomeros, la senescencia celular y el
envejecimiento esta bien aceptado por la comunidad cientifica, sin embargo todavia no
esta claro como una sefal producida como consecuencia del acortamiento telomérico
es trasladada al ndcleo (implicando multitud de respuesta entre ellas las de control del
ciclo celular, apoptosis y reparacion del ADN) y todo ello impacta en la célula a escala
global. En este sentido, un trabajo muy relevante del grupo de Karlseder apunta a que
esta sefalizacion de acortamiento telomérico representa una generacion de dafio al ADN
cronico que a su vez lleva a la desestabilizacion de la cromatina de los cromosomas como
consecuencia de alteraciones en las marcas epigenéticas y también como consecuencia
de la desestabilizacion de las rutas de biosintesis de histonas [217].

Las modificaciones postraduccionales en histonas modulan la conformacion de la cro-
matina, permitiendo la apertura (eucromatina) o compactacion (heterocromatina) de
ésta [218].

Los resultados obtenidos en las células pLNCX muestran unos niveles elevados de aceti-
lacion de las histonas H3, H4 y H2B en los residuos lisina 9, 8 y 5 de las anteriores his-
tonas respectivamente (figura IV.26) y bajos niveles en la metilacion de la lisina 9 de H3
(figura IV.27), lo cual apunta a una cromatina poco compacta en las células con déficit
en actividad telomerasa. Estos resultados sugieren que la cromatina estaria mucho mas
abierta en las células pLNCX y en consecuencia el ADN podria ser mucho mas susceptible
al ataque por ERO [219]. De hecho, algunas de estas marcas como la hiperacetilacion de

la lisina 9 de la histona H3 han sido implicadas en la respuesta al dafio en el ADN [220].
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Ademas, las aberraciones cromatinicas y la descompactacion del ADN mediada por la
hiperacetilacion de histonas facilita la produccion de roturas de doble cadena en el ADN
y en consecuencia fusiones cromosomicas, que explicarian la inestabilidad genética ob-
servada en las células provenientes de pacientes X-DC [221].

Asimismo, hemos investigado también la carbonilacion de las histonas puesto que
nuestro grupo ha descrito recientemente la importancia de la eliminacion de estas his-
tonas como mecanismo imprescindible durante la proliferacion celular [135]. Los re-
sultados en las lineas celulares de estudio indican niveles elevados de carbonilacion de
la histona H1 en las células pLNCX (figura IV.28). Ello sugiere que las células sufren un
mayor estrés oxidativo o que las histonas no pueden ser detoxificadas correctamente
dentro del nucleo. El aumento de la carbonilacion de H1 puede afectar la compactacion
de la cromatina y por lo tanto la integridad del genoma, coincidiendo con lo descrito
por Luxford et al. [222]. Concretamente, en la linea celular pLNCX los niveles elevados
de H1 carbonilada podrian deberse a un aumento del estrés oxidativo y también a una
disminucion de la capacidad de eliminacion de estas histonas mediante el proteasoma
nuclear. Como hemos visto en los resultados anteriores, existe una desregulacion de
PARP1 en las células pLNCX (figura IV.11, IV.25) y ello puede producir la inactivacion del
proteasoma nuclear dificultando el reciclaje de las histonas carboniladas [174,223]. Por
lo tanto, la introduccion del inserto GSE24.2, que disminuye los niveles de estrés oxida-
tivo, aumenta las defensas antioxidantes e incrementa la expresion de PARPI. Esto debe

contribuir a una disminucién de la oxidacion también a nivel nuclear y por supuesto a la
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eliminacion de H1 carbonilada, hecho que explicaria la disminucion de los niveles de H1
carbonilada en la linea celular 24.2.

La alteracion de la cromatina es un fenomeno caracteristico de las células senescen-
tes que ocurre durante el envejecimiento [92]. En sindromes progeroides como el de
Hutchinson-Gilford, se producen cambios globales en las modificaciones post-traduc-
cionales de las histonas, como la disminucion de marcas de heterocromatina (H3K27me3
y H3K9me3) dando lugar a una alteracion en la estructura de la cromatina esta acelerada
[87].

En otra progeria como en el Sindrome de Werner, se ha descrito un acortamiento telo-
meérico acelerado debido a una disminucion en los niveles de hTERT [87]. En células de
pacientes de Werner también se ha observado que la elevada inestabilidad génica debida
a la aparicion de aberraciones cromatinicas y como la induccion de la expresion de la
actividad telomerasa induce la disminucion del numero de metafases encontradas en

algunos cromosomas aberrantes [94]

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacion de este estudio es que las células que se han utilizado pertene-
cen a pacientes con disqueratosis congénita (enfermedad rara), habiendo por tanto un
numero limitado de muestras para su estudio. Otra dificultad afadida es la complejidad
del crecimiento de estas células in vitro, ya que su crecimiento es lento y llegan a senes-

cencia muy rapidamente.
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Los pacientes con X-DC presentan una disminucion de la defensa antioxidante y
por lo tanto mayor de la defensa antioxidante y por lo tanto mayor susceptibilidad
de éstos al estrés oxidativo. Esta disminucion de la defensa antioxidante junto
con la menor actividad telomerasa contribuye a la aceleracion del acortamiento
telomérico.

En células de pacientes X-DC existe un mayor dafio al ADN que debe de ser con-
secuencia de una menor defensa antioxidante y de la pérdida de control de los
mecanismos de reparacion del ADN. debido a la pérdida de control y capacidad de
reparacion. Esto junto con la disminucion de la proteccion antioxidante favorece la
evolucion de procesos neoplasicos y aplasia medular asociados a esta enfermedad.
La recuperacion de la actividad telomerasa mediante el inserto GSE24.2 rescata
la defensa antioxidante celular y la capacidad de reparacion del dafio producido
al ADN en estas células. El inserto previene asi el dafio al ADN hecho que debe
disminuir la inestabilidad genética asociada a X-DC, las fusiones teloméricas vy la
patogenia asociada a la X-DC.

Las células en las que no se ha recuperado la actividad telomerasa (pLNCX) presen-
tan una alteracion en la requlacion epigenética respecto a las células con la activi-
dad recuperada (24.2). Estos cambios sugieren que la cromatina de los pacientes
adquiere una conformacion similar a la de las células senescentes y se encuentra
desregulada, hecho que debe afectar al control génico y también contribuir a la

sensibilidad al dafio inducido por estrés oxidativo.
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El incremento de la carbonilacion de la histona H1 indica un defecto en la detox
ificacion nuclear de las histonas o un aumento en el estrés oxidativo nuclear lo
cual contribuiria a una menor compactacion de la cromatina y al aumento de la

inestabilidad genomica.
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