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ATM, la proteina que regula la reparacion
del ADN

HERNRRRRRRNNRRRNNNRENER

Agents Agents
endogens ENGJENT

EEERRERNEN ENRRRREER

Deteccht del
Erenfamant

ey
J_LLLI_I_I_LLL_/LLLLI_I_I_J_LL

Aptivacid de led maldsulas
tranimisores de senyal

_-\Tl_ﬂ_l_ﬂ—f—l_l_

Contral — MN""- Apoptos|

[=]
Cicle Cel- lular / \ A ——

Regulacid de la Reparacit
Transcripchd J,.!' "\‘
HR MHE]

LLEGENDA

i Molécules DETECTORES
] del dany en "ADN

T Maolécules TRANSMISORES
de la resposta al dany en "ADN

— Malbcules EFECTORES
de la resposta al dany en FADN

La presencia de lesiones o roturas en el ADN provoca una respuesta del
sistema de Deteccion y Reparacion del Dafio (DDR) de la célula. Este
sistema pone en marcha una activacion en cascada de diferentes
proteinas de reparacion. ATM es una de estas proteinas y, es tan
importante, que su ausencia provoca un sindrome humano denominado
AT (ataxia-telangiectasia). Las células deficientes en ATM no reparan la
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totalidad del dafno en el material genético, que se acumula durante
bastante tiempo. Un equipo de cientificos de la UAB ha investigado si la
relacion entre los bajos niveles de esta proteina y la persistencia de
lesiones en el ADN puede deberse a una falta de reparacién o a un
problema en la deteccién de las roturas.

En los organismos eucariotas existen mecanismos de deteccion y respuesta en frente al dafio
en el ADN. Estos mecanismos se engloban en la DDR (DNA Damage Response): una cascada
de activacion de proteinas que se pone en marcha en respuesta a la presencia de dafo y/o
roturas en el ADN (Esquema 1, en la izquierda). ATM (Afaxia-telangiectasia mutated) es una
proteina esencial en esta via, donde realiza funciones de transmision de la sefial de dano. En
las células deficientes en ATM la DDR no funciona correctamente, de forma que tienen
problemas para reparar la totalidad del dafio que les ha sido infringido: una proporciéon
importante de las roturas del ADN (aproximadamente el 10-15%) permanecen sin reparar largo
tiempo después de haber sido generadas (Kihne et. al., 2004), corriendo el peligro de que
finalmente se dé una reparacion incorrecta. La ausencia de ATM provoca una enfermedad
denominada ataxia-telangiectasia (AT) en la que los pacientes presentan inmunodeficiencia y
tendencia a sufrir linfomas y leucemias desde su juventud (Gatti et. al., 1988) (mas informacion).

Dado que ATM es una proteina esencial en la transmision de la sefal del dafo y que en su
ausencia hay roturas del ADN que permanecen rotas, nos preguntamos si la deficiencia en ATM
daba lugar a una carencia de reparacion o bien a una carencia de deteccion de esta fraccién de
roturas. Para llevar a término este trabajo utilizamos células inmortalizadas provenientes de
pacientes AT que fueron expuestas a dosis relativamente bajas de radiaciones ionizantes (1Gy).
Tras la irradiacion, las células se dejaron dividir una o dos veces y, pasado este tiempo, se
localizaron las roturas no reparadas en metafases, donde el material genético esta altamente
condensado en forma de cromosomas y por lo tanto las roturas son visibles al microscopio.

Mediante immunofluorescéncia (deteccion fluorescente de proteinas) evaluamos la presencia de
YH2AX en los cromosomas rotos. La histona H2AX forma parte del conjunto de proteinas sobre
las que se empaqueta la doble hélice del ADN y es inmediatamente fosforilada -volviéndose
yH2AX- cuando éste sufre un dafo. La presencia de esta proteina es importantissima para que
otras proteinas de reparacion sean reclutadas en el lugar del dafio. Los resultados obtenidos
demostraron que : (1) tal y como esperabamos, las células AT acumulan mas roturas que las
células normales y (2), aun cuando muchos de estos cromosomas dafados tienen yH2AX en el
punto de rotura, una fraccién importante -aproximadamente el 26%- (Figura 1 y 2) no estan
marcados con yH2AX.

Figura 1y Figura 2.- En la izquierda, cromosomas rotos con y sin yH2AX; los cromosomas
mitoticos presentan 4 teldmeros (sus extremos naturales), 2 en la parte proximal y 2 en la parte
distal y en la imagen han sido localizados y marcados en rojo. Cuando un cromosoma se rompe,
so6lo se observan 2 telémeros (*). En la derecha de cada imagen hay un dibujo esquematico de
estos cromosomas rotos, sus telomeros y la presencia o ausencia de yH2AX (verde). En los
cromosomas rotos de la izquierda (*) hay yH2AX en el lugar de la rotura, mientras que en el de
la derecha (*) no lo hay. En la figura de la derecha, frecuencia de roturas en células AT y
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normales; las células AT acumulan mas roturas que las células normales, y ademas, una de
cada cuatro roturas NO presentan yH2AX (parte roja de la barra).

La ausencia de yH2AX en estas roturas sugiere que, probablemente, tampoco estén presentes
otras proteinas de reparaciéon. Para comprobar a ciencia cierta esta hipétesis se realiz6 una
doble inmunofluorescencia de yH2AX y MRE11. MRE11 es una proteina detectora del dafio en
el ADN y una de las primeras al ser reclutadas en el lugar de la rotura. Por lo tanto, si la
magquinaria funcionara correctamente, las roturas pendientes de ser reparadas habrian de estar
marcadas con las dos proteinas utilizadas. Los resultados demostraron que, efectivamente, en
ausencia de yH2AX tampoco hay reclutamiento de MRE11 en las roturas (Figura 3).

Figura 3.- Cromosomas rotos con y sin yH2AX y MRE11. Las cabezas de flecha indican
cromatidas rotas. Las roturas de la izquierda tienen yH2AX (verde) y MRE11 (rojo), mientras que
en la croméatida rota de la derecha no podemos localizar ninguna de las dos proteinas.

Estos resultados demuestran que las células AT acumulan mas roturas que las células normales
mucho tiempo después de haber sido irradiadas. Ademas, una cuarta parte de las roturas
presentes en células AT no estan siendo correctamente detectadas -debido a la ausencia de
yH2AX y de MRE11- y aparecen como roturas invisibles para la DDR. muy probablemente esta
invisibilidad favorece su persistencia en el tiempo e incrementa las posibilidades de que, mas
tarde, sean reparadas de manera incorrecta. Esta reparacion incorrecta de roturas esta muy
relacionada con inestabilidad cromosdmica y acumulacion de mutaciones, procesos
intimamente implicados con el inicio de la carcinogénesis.
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