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Resumen

RESUMEN

El cancer de mama (CM) es una neoplasia maligna que tiene su origen en los
tejidos de la mama, principalmente en los ductos y en los lobulillos. En México el
CM es la primera causa de muerte por tumores maligno entre mujeres. En el 2006
murieron 4,451 mujeres mexicanas por CM y sabe que cada 2 horas muere una
mujer por cancer de mama en México. ElI CM es representa una importante
causa de muertes prematuras entre mujeres jovenes (30-59 anos) lo cual

representa una importante pérdida econémica y carga social en nuestro pais.

Existen diferentes tipos de terapia para tratar el CM principalmente se utilizan 5:
radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida, intervenciéon quirurgica, y terapia
hormonal. El tratamiento de CM se define en base al grado y clasificacion, estado
del tumor en el paciente y este puede ser muy variado normalmente incluye
intervencion quirdrgica, radioterapia y la administracion de la combinacion de
farmacos o compuestos (quimioterapia). Dentro de los quimioterapéuticos mas
utilizados para el tratamiento del cancer de mama se encuentran el cis-platino, la
doxorubicina, el taxol, y la ciclofosfamida, los cuales pueden administrarse solo o
combinados. El cis-platino es uno de los quimioterapéuticos mas utilizados en el
tratamiento no solo del cancer de mama sino de diferentes tipos de cancer como
son cancer de pulmoén, cabeza y cuello, ovario etc. Este farmaco a demostrado
tener un poderoso efecto anﬁtumoral, sin embargo resulta ser muy téxico despuées

de tratamiento largos ademas de que cada vez es mas comun la presencia de

]
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resistencia a la terapia con cis-platino por lo que se ha optado por la combinacion
del cis-platino, con otros agentes antitumorales como son la doxorubicina y el
paclitaxel para incrementar la tasa de respuesta al tratamiento basado en cis-
platino asi como reducir la reincidencia. Sin embargo las dosis administradas
siguen siendo altas al igual que los efectos secundarios y toxicidad causados por

este tipo de agentes antitumorales.

Las vias de reparacién del DNA pueden permitir que las células tumorales
sobrevivan al dano inducido en las moléculas de DNA por quimioterapéuticos
como el cis-platino, por lo que, inhibidores especificos de las vias de reparacion
del DNA podrian resultar eficaces cuando se utilizan en combinacion con dichos
farmacos que dafian el DNA. Ademas, alteraciones de las vias de reparacion del
DNA que se producen durante el desarrollo de tumores pueden hacer que algunas
células neoplasicas dependan, para su supervivencia, de un conjunto reducido de
vias de reparacién del DNA. Existen evidencias de que farmacos inhibidores de
una de estas vias en estos tumores pueden ser utiles como agentes terapéuticos
Unicos, con la ventaja potencial de que este enfoque podria ser selectivo de las

células tumorales y con menos efectos secundarios

El complejo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) juega papel importante en la reparacién
del dafio a DNA en particular de las rupturas a la doble hebra del DNA( DSBs)
generados por el cis-platino y otros agentes quimioterapéuticos, funcionando como

sensor de dafo a DNA y como molécula efectora, este complejo tiene su mayor
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Resumen

actividad en la ruta de reparacién a DNA por recombinacion homologa es la

principal via de reparacion de DSBs.

Previamente en nuestro laboratorio se analiz6 el efecto del silenciamiento del la
proteina MRE11 en lineas celulares de CM objetivo de sensibilizar a lineas
celulares de CM al tratamiento con cis-platino. Sin embargo el silenciamiento de
esta proteina resulto no tener ningun efecto sobre la sensibilidad de las lineas
celulares de CM al tratamiento con cis-platino por lo que se decidié analizar el
efecto de silenciar a RAD50 que es integrante del complejo MRN, en la linea
celular de CM en el presente trabajo se encontré que al silenciar a rad50 se logra
sensibilizar a la linea celular MCF-7 al tratamiento con cis-platino asi como con las
combinaciones cis-platino/doxorubicina y cis-platino/paclitaxel obteniendo niveles
elevados de muerte celular a las 12 h de tratamiento. También se logro determinar
que el silenciamiento de rad50 puede afectar la proliferacion celular ademas de
retrasar las cascadas de sefializacién involucradas en la reparacién de dano a

DNA como la que incluye la fosforilacion de la histona H2AX.

e —
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Introduccion

l. Introduccion

1. ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1.1. Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es una neoplasia maligna que tiene su origen en
los tejidos de la mama, por lo general, en los ductos que llevan leche al pezény en
los lobulillos que representan las glandulas donde se produce la leche (1). La
mayoria de los casos de cancer de mama se presentan en los ductos (80%) vy el
resto son lobulillares. Entre el 15 al 30% corresponden a carcinomas in Situ y el
resto son infiltrantes (2). No sélo las mujeres desarrollan cancer de mama,
también lo llegan a desarrollar individuos de sexo masculino, pero en una
incidencia muy baja (1%). En todo el mundo, el cancer de mama es la neoplasia
mas comun de cancer en las mujeres, ya que representa uno de cada diez casos
nuevos diagnodsticados y casi uno de cada cuatro neoplasias en mujeres. Cada
afo, el cancer de mama es diagnosticado en 1.1 millones de mujeres en todo el
mundo (3,4).

En México, desde del 2006 el CM es la primera causa de muerte por
tumores malignos entre las mujeres. En el 2006 murieron 4,451 mujeres
mexicanas por cancer de mama, lo cual implica un fallecimiento cada 2 horas. El

numero de muertes y de casos nuevos de cancer cérvicouterino (CaCu) ha ido
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Introduccién

descendiendo a partir de 1990. No asi la tasa por cancer de mama, la cual
aumenté 2.5 veces de 1992 al 2006, de tal forma que a partir del 2006 la tasa de
mortalidad de cancer de mama fue superior a la de cancer cervicouterino. EIl CM
representa una fuerte carga social y econémica en México. Se ha estimado que el
numero de afos de vida productiva perdidos (AVPP) en mujeres con CM es de 21
afios. De estos datos se traduce que el costo global para el pais por los AVPP es
de unos $2,748,732.00 pesos. Ademas, se estima que existen alrededor de 15.4
millones de mujeres mayores de 35 afos, es decir, en riesgo para desarrollar CM.
De ellas 1.78 millones son habitantes de la Ciudad de México.

El CM representa una importante causa de muertes prematuras, ya que
60% de las mujeres que fallece oscila entre 30 y 59 afios de edad. También existe
cierta evidencia de que la edad promedio de inicio de la enfermedad es menor en
las mujeres de paises en desarrollo en comparacion con las mujeres de paises
mas desarrollados (5). Por estudios epidemiolégicos se han identificado una serie
de factores que aumentan el riesgo de padecer CM. Dentro de estos factores se
encuentra la edad, la cual aumenta el riesgo a desarrollar CM a medida que se
envejece (6), el género y la raza;, ademas de los factores hormonales y
reproductivos que determinan el tiempo de exposicion a hormonas esteroideas.
Otros factores de riesgo a padecer CM son menarca temprana, infertilidad, primer
embarazo en la edad adulta, nuliparidad y como factor protector la lactancia. Los
factores ambientales incluyen la exposicién a radiaciéon ionizanté y a hidrocarburos

poliaromaticos.
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Figura 1. Tasa de mortalidad x cada 100,000 mujeres con cancer de mama y
cancer cérvicouterino en México. Tomado de Knaul S. Salud publica de México
(2009)

Pagina 3



Introduccién

También, se ha asociado un mayor riesgo de padecer CM en paises con
una dieta rica en grasas y como factor protector el tener una dieta rica en frutas y
vegetales. Por otro lado se ha observado que la actividad fisica actua como factor
protector (7). También se ha observado que poseer historia familiar de CM es un
factor de riesgo significativo para esta enfermedad. Los genes afectados en el CM

hereditario son a menudo los mismos que estan mutados en CM esporadico (8).

1.2 Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento de CM se define en base al grado y clasificacion, estado del
tumor en el paciente y este puede ser muy variado normalmente incluye
intervencion quirdrgica, radioterapia y la administracion de la combinacion de
farmacos o compuestos y el tipo de terapia podria dividirse principalmente en tres

tipos: neoadyuvante, adyuvante y paliativa.

La terapia neoadyuvante esta indicada a pacientes que aun no han sido
intervenidos quirdrgicamente y principalmente se enfoca a reducir el tamafo del
tumor lo cual permite mayor éxito de cirugia conservadora. El tratamiento
neoadyuvante estd basado en el uso de antraciclinas y se ha observado el
aumento en la eficacia de la terapia neoadyuvante al agregar taxanos como

docetaxel o paclitaxel (taxol) lo cual ha incrementado numero de cirugias

conservadoras.
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La terapia adyuvante estd indicada a pacientes que ya han sido intervenidos
quirargicamente, en aquellas pacientes que presenten metastasis a los ganglios
axilares en la pieza quirdrgica y en aquellas con ganglios positivos.

Este tipo de terapia estd enfocada a la eliminacion de células cancerigenas
remanentes, evitar enfermedad micro-metastasica, disminuir el riesgo de
recurrencia e incrementar la supervivencia. Los consensos internacionales
recomiendan la utilizacién de tratamiento adyuvante cuando exista al menos uno
de los siguientes factores: i) tumor mayor a 1 cm; ii) receptores hormonales
negativos; iii) en pacientes menores a 35 afos; iv) en pacientes que
sobreexpresan el oncogen HER2 y v) tumores con invasién vascular o linfatica. El
tratamiento adyuvante debe administrarse 1 a 4 semanas después de la
intervencion quirtrgica. Los esquemas de quimioterapia recomendados deberan
incluir antraciclinas y se consideran esquemas combinatorios efectivos aquellos
que incluyen FAC (5 fluorouracilo, adriamicina y ciclofosfamida) o FEC (5
fluororacilo, epirulicina y ciclofosfamida). Estudios recientes demuestran el
beneficio de agregar taxanos (docetaxel o paclitaxel) particularmente, en pacientes
con ganglios positivos, ya sea junto con el antraciclico, como el esquema TAC
(docetaxel, adriamicina y ciclofosfamida) o de manera secuencial como
adriamicina y ciclofosfamida (AC) x 4 ciclos, seguido de docetaxel x 4 ciclos o
paclitaxel x 12 ciclos.

La terapia paliativa se utiliza en pacientes con una enfermedad diseminada o con

recaida y esta indicada de primera linea ante tumores que precentan receptores
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hormonales negativos, enfermedad visceral, corto intervalo desde la cirugia o
sintomatologia relacionada con la recaida o la metastasis. Basicamente se

administra para reduccién de sintomas, incrementar la esperanza y calidad de vida

1.3. El cis-platino como agente quimioterapéutico.

El cis-platino (cis-diaminodicloroplatino) es empleado en el tratamiento de
tumores que incluyen mama, testiculos, vejiga, pulmén, estébmago, eso6fago vy
ovarios. Sin embargo, a pesar de su efectividad, se le ha asociado con una alta
toxicidad causante de diferentes efectos secundarios como nausea, vomito, dafo
renal o hepatico, neuropatia periférica, pérdida auditiva y del apetito y pérdida de
cabello, por lo que su uso clinico esta restringido. El principal blanco del cis-platino
es el DNA ya que es capaz de formar enlaces covalentes con las guaninas y
adeninas. El cis-platino es un agente bifuncional ya que puede formar enlaces
intracadena e intercadena en las hebras del DNA; asimismo produce lesiones
replicativas que generan como intermediarios DSB (Figura 2). A nivel celular el cis-
platino provoca la inhibicién de la replicacion y la transcripcion asi como el arresto
del ciclo celular y la muerte celular por apoptosis.

El cis-platino puede causar muerte celular no solo por la formacion indirecta
de DSBs, sino que también puede estar involucrado en un gran niumero de vias de
sefializaciéon y rutas metabdlicas las cuales derivan en muerte celular por ejemplo,
la activacién de apoptosis mitocondrial, en la cual el cis-platino interactua con la

proteina pro-apoptoética bax y provoca la liberacién de citocromo C, promoviendo
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su interaccién con apaf-1 y formacion del apoptosoma, otros mecanismos
estudiados es la induccién de sefalizacion tiempo-dosis-dependiente donde el
cis-platino genera estrés oxidativo (el cis-platino a concentraciones de 500 mM
incrementa significativamente la produccion de especies reactivas de oxigeno) y
activa vias de senalizacion de respuesta a estrés especialmente las cascadas de

MAPK, ERK (11).

1.4. Eficacia clinica del cis-platino en el tratamiento del cancer

El cis-platino es uno de los agentes antitumorales mas potentes conocidos ya que
ha demostrado actividad contra una amplia variedad de tumores soélidos y esta
descrito como primera linea en el tratamiento de cancer de pulmén, ovarios,
mama, cabeza y cuello. En CM el primer reporte que evidencia la eficacia del cis-
platino es el realizado por Kolaric y Roth (28). En su estudio trataron a 35
pacientes con CM metastasico sin previa quimioterapia, utilizando dosis de cis-
platino de 30 mg/m? encontrando que la tasa de respuesta fue del 52%. De igual
manera, Sledge y cols. (27) encontraron una tasa de respuesta del 40% al tratar
29 mujeres con CM a metastasico sin terapia previa. Estos datos muestran una

actividad antitumoral aceptable del cis-platino en CM metastasico, aunque la alta

ey
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Entrecruzamiento
intracadena

Entrecruzamiento Entrecruzamiento
intercadena DNA-Proteina

Figura 2. Las sales de platino forman aductos en el DNA. Los agentes
platinantes son capaces de interactuar con el DNA para formar monoaductos,
entrecruzamientos intracatenarios (1,2-d(GpG), 1,2-d(ApG), 1,3-d(GpXpGp) e
intercatenarios (G-G), asi como entrecruzamientos DNA-proteina. Tomado y

modificado de Boulikas T (2007).
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toxicidad del farmaco y la complejidad clinica de su manejo lo convierten en poco
atractivo para su combinacion con otros quimioterapéuticos.

Si bien el cis-platino es uno de los quimioterapéuticos mas utilizados, no
siempre presenta una buena tasa de efectividad. En el tratamiento de carcinoma
hepatocelular la terapia con cis-platino demostr6é tener una respuesta del 17%
(30), mientras que en el tratamiento de cancer de cabeza y cuello la eficacia solo
fue del 20-30%. Para el tratamiento de cancer ovarico el cis-platino mostré una
respuesta del 70% al tratamiento inicial, pero la sobrevida a 5 afios fue solo del
25%.

Debido a la gran variedad en las respuestas clinicas observadas posterior al
tratamiento con cis-platino en diversos tipos de cancer, se han tratado de
desarrollar nuevos esquemas quimioterapéuticos utilizando combinaciones de cis-
platino con otros farmacos con la finalidad de incrementar su eficacia. En el 2006,
Park y cols. administraron una combinaciéon de doxorubicinal/cis-platino vy
capecitabina a pacientes con carcinoma hepatocelular metastasico, obteniendo un
ligero aumento en la tasa de respuesta de un 17% (solo cis-platino) a un 24% con
la combinacion de los 3 farmacos. En el tratamiento de cancer de cabeza y cuello
se ha utilizado una combinacién de cis-platino y 5-fluoruracilo (5°-FU) obteniendo
una tasa de respuesta del 23-40%, donde el tratamiento Unico con cis-platino
alcanza una tasa del 17-30%. Otra combinacion interesante es la de sales de
platino con taxanos, como lo es cis-platino/paclitaxel el cual obtuvo en este mismo

tipo de cancer una tasa de respuesta del 30-50% (31,53). Por otra parte, una
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combinacion cis-platino/paclitaxel produjo una tasa de respuesta del 25-28%
(31,32), en el tratamiento del cancer del pulmoén de células no pequenas.

Estos datos nos muestran claramente que la efectividad del cis-platino en
el tratamiento de diversos tipos de cancer es diversa y que de manera importante
puede ser mejorada a través de la combinacion con farmacos que actuen
interrumpiendo otros procesos celulares diferentes a la reparacion del dafo del

DNA.

1.5. Resistencia clinica al tratamiento con cis-platino

Aunque el cis-platino es un potente inductor de apoptosis, se ha observado
el desarrollo de resistencia clinica a este farmaco. La resistencia puede ser
adquirida a través de una exposicién crénica al farmaco, o puede presentarse asi
misma como un fenémeno celular intrinseco de los tumores. En general, la
resistencia a cis-platino puede ser sustancialmente grande, esto definido a partir
de estudios realizados sobre lineas celulares resistentes obtenidos en la clinica
donde se observé que estas células podrian soportar dosis 50-100 veces
mayores que la usada en tumores sensibles al farmaco (120 mg/cm?) (12).
Los mecanismos moleculares por los cuales se presenta la resistencia clinica al
cis-platino aun no estan bien definidos, sin embargo ya se han descrito algunas de
las rutas y moléculas que estan relacionadas con la resistencia. Stewart (2007)
clasifica los mecanismos de resistencia en dos grupos principales: mecanismos

clasicos de resistencia y nuevos mecanismos moleculares relacionados con la

B ]
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resistencia al cis-platino. Dentro de la primera categoria se agrupan mecanismos
de distribucién del farmaco por el torrente sanguineo, inactivacion del farmaco,
detoxificacién, bombeo de farmaco (reduccién de la concentracion del farmaco
intracelular), incremento de los mecanismos de reparacion del DNA, respuesta
apoptotica reducida y activacion de inhibidores de la apoptosis, entre otros. Dentro
de la segunda categoria se encuentran diversos procesos como la respuesta
mediada por proteinas de choque térmico (HSP, del ingles heat shock protein) y
la activacion de rutas de senalizaciéon que incluye proteinas tales como PTEN,

PI3k, AKT, Ras, c-Myc, c-Fos, c-Jun, NF-kappaB y MAPK cinasas.

1.6. Las combinaciones de quimioterapéuticos incrementan la eficiencia en
el tratamiento del cancer de mama

Como ya se ha visto el cis-platino resulta ser un agente antineoplasico muy
poderoso y util en el tratamiento de diversos tipos de cancer, sin embargo se ha
observado que la tasa de respuesta del cancer al tratamiento con cis-platino es
buena sin embargo no es la mejor, por lo cual en la clinica se ha optado por la
combinacién de quimioterapéuticos, con el objetivo de lograr un efecto sinérgico e
incrementar la respuesta y eficiencia al tratar diferentes tipos de cancer.

Una de las combinaciones mas utilizadas en la clinica para el tratamiento
de cancer es cis-platino/doxorubicina. La doxorubicina es una antraciclina que
también se utiliza de forma individual para el tratamiento de cancer pulmonar,

cabeza, cuello y cancer de mama. Este farmaco es capaz de generar dafo a las
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células por tres vias principalmente: 1) puede unirse directamente a DNA y
promover la formacion de intermediarios para rupturas de una sola hebra del DNA
(SSB) y la ruptura de las dos hebras del DNA (DSB). 2) puede unirse a la
topoisomerasa tipo Il e inhibir su funcién promoviendo la ruptura al DNA causado
por la misma topoisomerasa Il la cual va a realizar cortes a una sola cadena del
DNA. La doxorubicina se une a la topoisomerasa inhibiendo su funcién y evitando
el cierre de la cadena cortada provocando SSB e intermediarios de DSB. 3)
promueve la formacién de radicales libres. Para la combinacion cis-
platino/doxorubicina se ha reportado una tasa de respuesta de hasta el 50% para
el tratamiento de cancer de mama metastasico (30).Esto representa un 10% mas
que la reportada para el tratamiento del mismo tipo de cancer con unicamente cis-
platino (31, 27.)

Otro tipo de farmacos que han mostrado ser efectivos en el tratamiento del
cancer son los taxanos, de los cuales los compuestos mas representativos de este
tipo de quimioterapicos son el taxol y el docetaxel. Este tipo de quimioterapeuticos
a diferencia del cis-platino y la doxorubicina no causan darfo directo a DNA. El
paclitaxel o taxol es capaz de unirse a los microtubulos celulares e inhibir su
despolimerizacion lo cual genera muerte celular al no poder dividirse la célula
deteniendose el ciclo celular e induciendo muerte por apoptosis, debido a ello este
compuesto es mas selectivo para aquellas células que estan en constante
actividad y que se estan replicando constantemente. Estos compuestos han sido

administrados solos y en combinacion con el cis-platino para el tratamiento de
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diversos tipos de cancer. Cabe destacar que para el tratamiento de cancer de
mama se ha visto una tasa de respuesta de entre 30-50% para la combinacion
cis-platino/taxol (31,32) y 31% para el tratamiento de cancer de mama metastasico

con la combinacién cis-platino/docetaxel (30)

1.7. Mecanismos de reparacion del daiio al DNA inducido por el cis-platino
En la reparacion de las lesiones del DNA producidas por el cis-platino
participan numerosas vias de reparacion. En la reparacion de lesiones intracadena
actia principalmente el mecanismo de reparacién por escision de nucledétido
(NER), el cual escinde un frasgmento de 23-30 pb de DNA donde se encuentra la
lesion. La reparacion por el sistema de reparacion de apareamientos erréneos
(MMR) es necesaria para que el cis-platino sea téxico generando rupturas de la
doble cadena del DNA. La recombinacion homéloga (RH) tiene un papel central en
la reparacion de la mayoria de la reparacién de las lesiones replicativas inducidas

por farmacos usados contra el cancer.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. El complejo MRN en la reparacion del dafo al DNA

El complejo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) participa en la reparacion de los
DSBs que pueden causar la muerte celular y alteraciones genéticas incluyendo
deleciones, pérdida de heterocigosidad, translocaciones y pérdidas cromosomicas
(14, 15). Se ha propuesto que este complejo es un actor central en respuesta al
dafio por DSB, incluyendo la reparacién por recombinacion homologa (RH), la
recombinacién no homoéloga, el mantenimiento de los telomeros y la activacion de
puntos de control del ciclo celular. Este complejo esta formado por las proteinas
MRE1, RAD50 y NBS1. En la figura 3 se muestra un esquema de la arquitectura
del complejo MRN. La proteina MRE11 posee actividad exonucleasa con
capacidad de procesar extremos heterogéneos y largas colas de dobles hélices en
el DNA. RAD50 emplea sus dominios ATPasa ABC, Zn-hook y doble alfa hélice
para actuar como puente en la unién de rupturas doble cadena y facilitar el
procesamiento de los extremos del DNA por MRE11. La exonucleasa MRE11 se
une directamente al DNA y a las proteinas RAD50 y NBS1. NBS1 contribuye a la
funcién reguladora del complejo; tiene dominios N-terminales de interaccién con
fosfopéptidos (FHA y BRCT), asi como un extremo C-terminal con dominios de
interaccion con la proteina ataxia telangiectasia mutada (ATM) y con MRE11 (16).

Se ha observado qua la presencia de mutaciones hipomorficas en los genes

rad50 y nbs1 causan el sindrome de Nijmegen breakage (NBS). Mutaciones
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™

Pagina 14



Introduccion
e
hipomérficas en el gen mre11 causan un desorden similar a ataxia telangiectasia
(ATLD) Ambos desérdenes estan relacionados al sindrome de ataxia
telangiectasia (AT), causado por mutaciones en el gen atm y donde los pacientes
presentan disfuncion motora, atrofia timica y gonadal y predisposicion a cancer.
Las células con AT son hipersensibles a agentes causantes de DSB y se
caracterizan por inestabilidad cromosémica y sintesis de DNA radio-resistente. Los
pacientes con ATLD y NBS presenten fenotipos similares a nivel celular sugiriendo
que el complejo MRN pudiera tener un papel importante en la activacion de ATM
en respuesta al dafio por DSB vy alteraciones en los componentes del mismo

pudieran predisponer al desarrollo de cancer (17).

- ______]
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Figura 3. Arquitectura del complejo MRN y su interaccién con la ruptura de la
doble cadena del DNA. Esquema del complejo MRN A) Esquema de las
proteinas MRE11,RAD50 y NBS1 donde se muestran los dominios funcionales. B)
Se muestra la arquitectura modular del niucleo hetero-tetramérico MRE11-RADS0
(MR) que divide el complejo en regiones microscopicamente discernibles,
incluyendo dominios de cabeza globular de unién al DNA, dominios coiled-coil y
dominios hook. No hay informacién estructural actualmente disponible para NBS1

eucarionta. Esquema del complejo MRN, tomado y modificado de Van den Bosch

et al ; 2003
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES

3.1. Polimorfismos en genes del complejo MRN en cancer

Se han encontrado diversas asociaciones entre mutaciones o polimorfismos en los
genes del complejo MRN vy la riesgo de desarrollar cancer de mama.Por ejemplo
en una poblacién del norte de Finlandia se encontré asociacion entre el cancer de
mama hereditario (CMH) y la presencia de tres mutaciones en rad50. Los datos,
sugieren un efecto de la haploinsuficiencia de rad50 y nbs1 sobre la integridad
genomica y la susceptibilidad al cancer (18). En otro estudio se observo que la
expresion de MRE11, RAD50, y NBS1 se redujo en una gran proporcion de los
tumores de CM temprano lo que podria indicar que la represion o pérdida de estas
proteinas de reparacion del DNA es un evento temprano o inicial frecuente en el
CM en la poblaciéon Finlandesa (19) Los genes rad50, mre11 y nbs1 son
esenciales en vertebrados y el trabajo experimental con éstos es limitado. Se han
generado algunas lineas celulares humanas en las cuales se ha silenciado alguna
de las proteinas del complejo MRN para estudiar diversas funciones del complejo.
Dentro de las lineas celulares utilizadas se encuentran las de carcinoma de
células escamosas en cabeza y cuello osteosarcoma epitelial, carcinoma de
pulmoén, cancer de cervix y fibrosarcomas, sin embargo no existen reportes de
estudios con células de cancer de mama De manera interesante, se ha silenciado
por separado la expresion de los genes del complejo MRN, observandose que al

reducir los niveles de RAD50, por silenciamiento, se produce un descenso de los
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niveles de la proteina MRE11, RAD50 y NBS1. En contraste, el silenciamiento del
gen nbs7 no induce cambios en los niveles proteicos de MRE11 y RAD50, por lo
que RAD50 y MRE11 son esenciales para el mantenimiento y la estabilidad del
complejo MRN. En conclusion, la pérdida de RAD50 o MRE11 desencadena la
desestabilizacion de todo el complejo MRN y la degradacion de sus componentes

(20, 21).

3.2. Inhibiciéon de las vias de reparacion del DNA como un blanco terapéutico
en cancer.

Las vias de reparaciéon del DNA pueden permitir que las células tumorales
sobrevivan al dano inducido en las moléculas de DNA por tratamientos
quimioterapéuticos, por lo que, inhibidores especificos de las vias de reparacion
del DNA podrian resultar eficaces cuando se utilizan en combinacion con dichos
farmacos que danan el DNA. Ademas, alteraciones de las vias de reparacion del
DNA que se producen durante el desarrollo de tumores pueden hacer que algunas
células neoplasicas dependan, para su supervivencia, de un conjunto reducido de
vias de reparacion del DNA. Existen evidencias de que farmacos inhibidores de
una de estas vias en estos tumores pueden ser utiles como agentes terapéuticos
unicos, con la ventaja potencial de que este enfoque podria ser selectivo de las

células tumorales y con menos efectos secundarios (23).
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En el tratamiento con el cis-platino, la resistencia a la reparaciéon de los enlaces
cruzados del DNA es una limitacién importante para el éxito en el tratamiento de
varios tumores sélidos (24). Una estrategia aplicada para resolver esta resistencia
en cancer de ovario fue silenciar la expresion de ERCC1, implicado en la
reparacion por NER, causando una importante potenciacion de la toxicidad del cis-
platino (33). En lineas celulares de cancer de ovario resistentes y sensibles al cis-
platino, se ha reportado un efecto de sinergia entre el cis-platino y la gemcitabina,
(analogo de nucledsido). Este sinergismo puede deberse a que la gemcitabina
media la inhibicién de la reparacién de los aductos intracadena y enlaces cruzados
intercadena (25). Por otra parte, inhibidores de la proteina RPA heterotrimérica
han sido desarrollados para potenciar la toxicidad del cis-platino. Recientemente
se reportd que el compuesto 177DMAG, un inhibidor de Hsp90 y potenciador de la
radiosensibilidad de las células tumorales, reduce la habilidad del complejo MRN
de formar foci nucleares en respuesta a la irradiacion. Por otra parte, la exposicion
a 17DMAG reduce la interaccion entre NBS1 y ATM. Estos resultados sugieren
que la disminucién de la activacion de ATM inducida por radiaciéon en células
tratadas con 17DMAG fue el resultado de inhibir el funcionamiento correcto del
complejo MRN (26). Otra estrategia que emplea el bloqueo de la actividad de MRN
se ha reportado para potenciar el tratamiento con cis-platino en tumores
escamosos de cabeza y cuello. En este estudio, se usé un adenovirus que
expresa una mutante negativa de NBS1 y se evalué el efecto de impedir la funcion

del complejo MRN, observandose que la expresion de NBS1 truncada aumenta
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significativamente los DSBs y la citotoxicidad inducida por el cis-platino. El
incremento en DSBs correlaciona con el nivel de citotoxicidad en los diferentes
grupos de tratamiento y sugiere que la quimiosensibilizacién del tumor se produce

a través de la permanencia de los DSBs.

3.3. La proteina RAD50, elemento clave en el complejo MRN

La proteina RAD50 como ya se menciond, es un componente importante en el
complejo MRN, puesto que le da estabilidad al mismo y se considera que es
esencial para el mecanismo de reparacién de dafio a DNA. Esta proteina posee
tres dominios principales, los “walkers” AB (dominios ATP asa), los sitios de
interaccion con MRE11 y un gancho de zinc, también posee una estructura coiled
—coil interpuesta entre las dos partes del dominio ABC (Walkers). Se ha
demostrado que estos dominios poseen tanto la actividad adenilato cinasa como
ATPasa y que son esenciales para todos los procesos conocidos del complejo
MRN. La unién del ATP a los dominios Walker induce un cambio conformacional
en RAD50 promoviendo la uniéon de los dominios Walker formando un surco
cargado positivamente (34).

Esto incrementa la afinidad de este sitio de union a DNA. Es decir, el ATP
modula la unién del complejo al DNA a través del cambio conformacional de
RAD50. En todos los organismos estudiados hasta el momento MRE11 y RADS50
se unen para formar un complejo altamente estable, el sitio de interaccion entre

MRE11 y RAD50 se encuentra altamente conservado y se ha delimitado en
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aproximadamente 40 aminoacidos adyacentes a los dominios ABC. En el centro
de la estructura coliled-coil se encuentra un domino conocido como gancho de
zinc, este domino es muy importante para la interaccion de RADS50 con otras
moléculas de RAD50 y posee una secuencia altamente conservada Cys-X-X-Cys
(CXXC) La cual es esencial para la inmovilizacion entre cromatides hermanas en
el proceso de reparacion por RH. La perdida de este dominio resulta en una
desestabilizacion del complejo MRN y en consecuencia se ha observado que
produce inestabilidad cromosomica e hipersensibilidad a la quimioterapia y

radioterapia en diversos modelos de cancer.

4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL ESTUDIO DEL TEMA

Como hemos revisado en los antecedentes, las proteinas que participan en
las vias de reparacion del DNA constituyen un excelente blanco terapéutico contra
el cancer. La reparacién exacerbada del DNA puede permitir que las células
tumorales sobrevivan al dafio genotdxico inducido por los tratamientos, por lo que
inhibidores especificos de las rutas de reparacion del DNA podrian resultar
eficaces cuando se utilizan en combinacién con farmacos que tienen como blanco
al DNA.

El interés concreto de nuestro grupo de investigacion, se centra en la idea
de mejorar la eficacia de los tratamientos anti-cancerigenos existentes y reducir su

citotoxicidad generalizada, mediante un enfoque molecular que tiene como blanco
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principal la inhibicién de la ruta de reparaciéon del DNA por RH y el aumento de la
sensibilidad al cis-platino. Por otra parte, la implementacion de un sistema de
inhibicion de la expresion de genes mediante la generaciéon de “short hairping
RNAs” (shRNAs) especificos, nos permitira visualizar el potencial que tiene el
blogqueo de las rutas de reparacion de DNA en CM. El alcance de los resultados
del presente proyecto es importante debido a que al definir cuales genes estan
implicados en la sensibilizacion a los farmacos que se usan en el tratamiento del
CM, contribuira a entender la diversidad de respuestas frente a un tratamiento y
decidir qué tipo de estrategias moleculares coadyuvantes se pueden aplicar a
casos particulares. Asi mismo podria ayudarnos a sugerir nuevos blancos
terapéuticos que nos guien en la busqueda de inhibidores especificos. En la
presente propuesta hemos decidido inhibir la expresién del gen rad50 buscando
lograr de esta manera la sensibilizacion de las células tumorales al tratamiento con

combinaciones cis-platino/paclitaxel y cis-platino/doxorubicina.

- ]
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Il. HIPOTESIS

Al silenciar el gen rad50 disminuiran los procesos de reparacién a DNA en los
cuales esta involucrado el complejo MRN resultando en una sensibilizacién de las

lineas celulares de cancer de mama al tratamiento con quimioterapéuticos
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lll. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto del silenciamiento del gen rad50 en lineas celulares de cancer
de mama en respuesta al tratamiento con las combinaciones cis-platino/paclitaxel

y cis-platino/doxorubicina.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Silenciar la expresién del gen rad50 en la linea celular de cancer de mama

MCF-7.

2. Analizar la presencia de rompimientos de la doble cadena del DNA en las

células transfectadas en respuesta al tratamiento con cis-platino

3. Evaluar el efecto del silenciamiento de rad50 en el crecimiento de la linea
celular MCF-7 posterior al tratamiento con las combinaciones cis-platino/paclitaxel

y cis-platino/doxorubicina.

Pagina 24



Bli;qﬁeda de blancos
para rad50 y disefio de
insertos

Transfeccion de
pSilencer-RAD50.1,
RAD50.2,
RADS50.2,RAD50.3,Rad

'

Clonacion de insertos
RAD50.1,
RAD50.2,RAD50.3,Rad50.4
y RAD50.6 en el vector
pSilencer

.

R

Liberacion del inserto
por restriccion
: e_nzimética

.

Secuenciacion de las

50.4y RAD50.6 y
pGFP en las lineas
celulares MDA-MB-231
y MCF-7

B

Exposicion a
quimioterapéuticos. cis-
platino/doxorubicina y cis-

platino/paclitaxel

v

IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

“éiliarluar viabilidad celular

en células transfectadas y
no transfectadas

construcciones

RT-PCR (rad50)
Células transfectadas
y ho trgnsfectadas

Inmunodeteccion(RA
D50) Células
trasfectadasy no
transfectadas

Analisis del dafio a
DNA:
Ensayo de TUNEL
deteccionde la
fosforilacion de H2AX




Metodologia

V. METODOLOGIA

1. MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA

1.1 Condiciones de cultivo de las lineas celulares

Las lineas celulares MCF-7 (ATCC#: HTB-22), MDA-MB-231 (ATCC#: HTB
26) se cultivaron en medio Gluta-MAX-lI, DMEM, bajo en glucosa y glutamina
(Invitrogen), suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (Invitrogen),
penicilina y estreptomicina. Se incubaron con aireacion a 37°C y con una

atmosfera de 5% CO..

1.2 Subcultivo de lineas celulares

Para el mantenimiento de lineas celulares, primero se removi6 el medio de
cultivo y se lavaron las células con Buffer fosfato salino (PBS) 1x a pH 7.0.
Posteriormente se retiré el PBS y se agregdé PBS 1x pH 7.0-EDTA 6.8 mM. Luego
se afnadié tripsina 0.25 % (Gibco), se distribuyo homogéneamente con
movimientos suaves oscilatorios e incubaron durante 5 min a 37°C. A la par se
agregd medio de cultivo fresco a un frasco nuevo y se rotulé apuntando el nombre
de linea celular, nUmero de pasaje, dia y responsable. Una vez transcurridos los 5
min de incubacién con tripsina se visualizaron en microscopio para observar si se
despegaron las células y se dio un pequeno golpe a la caja para separar por

completo las células. Posteriormente se agregd PBS 1x-BSA 1% y se mezclé por
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pipeteo sobre toda la superficie, se transfirieron las células despegadas a un tubo
falcon de 15 ml y centrifugaron a 1500 rpm por 5 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo fresco,

distribuyendose en frascos nuevos y estériles.

1.3 Congelamiento de las lineas celulares

En general, por criotubo se emplearon aproximadamente 2 X 10° células
que se procesaron de manera similar a cuando se realiza un subcultivo pero en
vez de resuspenderlas en 1 ml de medio fresco, se agregd 1 ml de medio de
congelamiento (500 ul de SFB, 400 pl de medio de cultivo completo y 100 ul de
DMSO). A continuacién se cerré herméticamente el criotubo y se colocé en hielo

durante aproximadamente 10 min, los tubos se guardaron a -80°C, hasta su uso.

1.4Descongelamiento de las lineas celulares

Se retird el criotubo del Revco, se limpié con benzal y rapidamente se
coloco en bafo a 37°C hasta que se descongelara el medio. Una vez que el medio
se descongelo, se pas6 a un tubo falcon y se centrifugd a 1200 rpm durante 5 min
a 4°C, posteriormente se descarté el medio de congelamiento y se resuspendieron

las células en medio DMEM suplementado fresco previamente templado a 37°C
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2. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA RAD50 EN

LINEAS CELULARES DE CM

2.1 Preparacion de los extractos proteicos

Para preparar extractos proteicos totales se lavaron tres veces los cultivos
celulares con PBS 1x frio, luego se incubaron con buffer de lisis TNTE frio (50 mM
Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA) suplementado
con coctel de inhibidores de serinproteasas, cisteinproteasas y metaloproteasas
(Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche) a 4°C durante 15 min en agitacion.
Posteriormente, se centrifugdé a 14000 rpm durante 15 min a 4°C y se recupero el

sobrenadante que se alicuoté y almacené a -80°C.

2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas en los extractos proteicos se
utilizé el método de Bradford. La curva patrén se construy6 utilizando una solucion
de BSA (1 mg/ml). Las muestras se leyeron en espectrofotometro a una longitud
de onda de 595 nm y los resultados se obtuvieron sustituyendo los valores de
absorbancia de las muestras en la ecuacion de la recta elaborada a partir de los
valores de la curva estandar. La ecuaciéon es: y= m x + b, donde y es la
absorbancia 595 nm, m es la pendiente, x es la concentracion de proteinas y b es

la ordenada al origen.
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2.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) se realizé a una concentracién de acrilamida del 10% % 6 12
en el gel separador y al 5% en el gel concentrador. Para correr el gel se empled
una solucién amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92, 0.1% de SDS pH 8.3. La

electroforesis se llevé a cabo a voltaje constante de 100 V.

2.4 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD). Los geles, las membranas, papeles
whatman y esponjas se incubaron 15 min en solucion de transferencia de
proteinas (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y 20 % de metanol). Posteriormente, se
armo el cassette, se sumergié en la soluciéon de transferencia y se transfiri6 400
mA durante 1 h en hielo 6 a 40 mA durante toda la noche a 4°C. Para confirmar la
transferencia de proteinas a la membrana se utilizé tincién con rojo Ponceu,

posteriormente se lavé la membrana con PBS 1x pH 7.4.

2.5 Ensayos de inmunodeteccion

Las membranas conteniendo las proteinas transferidas se incubaron en
solucién bloqueadora (5% de leche descremada en PBS 1x pH 7.4) durante 1 h a
TA 6 durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavo la membrana con PBS-

Tween20 (0.05%) durante 5 min, tres veces, y posteriormente se agregarén el
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anticuerpo primario diluido(1:400) en PBS 1x-Tween20 0.05%, y se incubardn
durante 1 h a TA 6 toda la noche a 4°C, en agitacién. Después de la incubacién
con anticuerpo primario las membranas se lavaron tres veces en PBS 1x-
Tween20 al 0.05 % y se adicion6 el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa
diluido (1:5000) en PBS 1x-tween 20 al 0.05% y se incub6 durante 1 h a TA en
agitaciéon. Posterior a la incubacion del anticuerpo secundario las membranas se
lavaron tres veces durante 10 min con PBS 1x y se revelaron por
guimioluminiscencia incubando las membranas durante 5 min con el reactivo ECL
(Amhersham Pharmacia Biotech, USA). Para detectar las proteinas las
membranas se expusieron a placas autoradiograficas y la senal se visualizé al

revelar la placa con solucion reveladora.

3. SILENCIAMIENTO DEL GEN rad50 EN LINEAS CELULARES DE CM

3.1 Silenciamiento de la expresion del gen rad50 mediante interferencia del
RNA

Para el silenciamiento del gen rad50 se utiliz6 un método basado en una
construccién plasmidica que expresa el transcrito de interés que forma una
estructura de horquilla (short hairpin RNA), conocida como shRNA. El shRNA es
procesado por la célula y tiene como blanco un RNAmM que es degradado a través
del proceso celular denominado interferencia del RNA (RNAIi). Usando estos

vectores de expresion de siRNA se puede reducir la expresion de genes blanco.
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3.2 Eleccion de la secuencia blanco

Se seleccionaron seis secuencias blanco ubicadas en diferentes regiones
del gen Rad50 y para las cuales primero se realiz6 una extensa busqueda y
revision bibliografica, de la cual resultaron 2 secuencias que fueron RAD50.1(10) y
RAD50.2 (11), adicional a esto se disefiaron 4 secuencias nuevas dirigidas contra
distintas regiones del gen rad50. Una vez disefados los oligonucleétidos para
formar el inserto se clonaron en el vector pSilencer 5.1-U6 retro (Ambion). Se
hibridaron volumenes iguales (2 ul) de cada uno de los oligonucledtidos, sentido y
antisentido, (1 pg /ul) en solucién de hibridacion. Se incub6 a 90°C durante 3 min
para evitar que los oligonucleétidos no se plegaran sobre si mismos y
posteriormente a 37°C durante 1 h. Se prepararon alicuotas de oligonucle6tidos
hibridados a una concentraciéon de 8 ng /ml y se almacenaron a -20°C hasta la

ligacion.

3.3 Ligacion de los insertos siRNA dentro de pSilencer 5.1 U6 Retro

Para realizar la ligacion del inserto generado al hibridar los oligonucledétidos
sentido y antisentido se diluy6 a una concentracion final de 8 ng/ul (5 pl del inserto
en 45 ul de agua libre de nucleasas). Posteriormente se prepar¢ la reaccion de
ligacion (1 pl del inserto siRNA diluido, 6 pl de agua libre de nucleasas, 1 ul de

buffer de ligasa T4 10x, 1 ul del vector pSilencer 5.1 Retro y 1 ul de T4 DNA ligasa
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(6286) - (1)

Ampicillin

(5428)
{5388) §LTR

ColE1 Origin

pSilencer 5.1-U6 Retro

6486 bp Psi (greek symbol)
(4483)
. D Hindlll {2176)
“;‘:SE’TR SiRNA Insert
(3960) BamHl (2238)
[37'03.! U6 Promoter
' P y EcoR| (2571)
Puromycin {‘331%‘3;:;. 12579
Pol Il Promoter
U6 Promoter 2245-2578
siRNA Insert 2181-2244
Pol Il Promoter 2579-3083
Puromycin 3104-3703
ColE1 Origin 4483-5369
Ampicillin 5426-6286

§' LTR 7356-1250
3' LTR 3960-4254
Psi (greek symbol) 1251-2140

Figura 3. Mapa del vector plasmidico p-Silencer U6 Retro. Mapa y caracteristicas
del vector plasmidico utilizado para silenciar el gen rad50 en la imagen marcado en
rojo se encuentra el sitio Unico de clonacién donde se insertaran las secuencias

interferentes.
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(5 U/ul). Como control negativo se prepard una reaccién de ligacion sin el inserto
(el inserto se sustituyé con 1 pl de solucion de hibridaciéon de DNA 1x). Las
reacciones de ligacion se incubaron durante toda la noche a 16°C. Los productos
de las reacciones de ligacion son empleados para transformar células E. coli DH5a
competentes obteniendo asi las construcciones psilencer-Rad50.1, psilencer-
Rad50.2, psilencer-Rad50.3, psilencer-Rad50.4, psilencer-Rad50.5, psilencer-

Rad50.6.

3.4 Transformacion de células competentes de E. coli DH5a

Para realizar la transformacion se descongelaron en hielo alicuotas de
células competentes E. coli DH5a y luego se anadi6 la mezcla de ligacion (3.0 ul)
mezclando suavemente. Se incubd la mezcla en hielo durante 30 min a 37°C,
luego se dio un choque térmico a 42°C durante 90 seg y se volvié a incubar en
hielo durante 3 min, teniendo cuidado de no mezclar o agitar la mezcla. A
continuacion se afiadieron 200 pl de medio Luria sin ampicilina e incubo a 37°C
durante 45 min a 225 rpm. Finalmente se crecieron las bacterias transformadas en
una placa con medio Luria-agar con ampicilina a 37°C durante toda la noche. Para
determinar que clonas contienen el inserto se obtuvo ADN plasmidico y se libero el

fragmento de 63 pb mediante restriccion con las enzimas BamHI 'y Hindlll.
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3.5 Extraccion del plasmido por lisis alcalina (Miniprep)

Para propagar las clonas se eligieron de 10-20 colonias aisladas y se
inocularon en alicuotas de 3 ml de medio Luria con 100 ug de ampicilina. Se
incubaron a 37°C en agitacion durante 16 h. Luego, se tomaron 1.5 ml y se
sedimentaron las células por centrifugacion a 8000 rpm durante 3 min y se retir6 el
sobrenadante. A la pastilla se le extrajo el plasmido por lisis alcalina (minipreps).
La pastilla se resuspendio en 100 ul de solucién | fria [(glucosa 50 mM, Tris-HCI
25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM)] y se agité fuertemente en vortex. Después se
adicionaron 200 pl de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS al 1%), se mezclé por
inversion y se incubdé en hielo durante 5 min para lisar las bacterias.
Posteriormente, se agregaron 150 pl de solucién lll fria (acetato de potasio 3 M,
pH 5.2), se mezclaron por inversion y se incubaron en hielo durante 5 min. Los
restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 14,000 xg durante 10 min a
4°C. La fase acuosa se recuperd, se agregaron dos volumenes de etanol absoluto
y se centrifugaron a 12,000 xg durante 5 min. Se eliminaron los sobrenadantes y
las pastillas (ADN plasmidico y ARN) se dejaron secar a temperatura ambiente
durante 10 a 15 min. El ADN se resuspendié en 50 pl de agua estéril y el ARN se
degradé mediante incubacién con 1yl de RNAsa A (10 mg/ml) durante 30 min a

7 i
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3.6 Liberacion del inserto mediante digestion con las enzimas BamHI y
Hindlll

Previo a la liberacién del inserto mediante digestion enzimatica con las
enzimas BamHI y Hindlll se cuantificé el ADN plasmidico y se visualizé en gel de
agarosa 1% tefido con bromuro de etidio (BrEt). Posteriormente se digirié 1 ug del
ADN plasmidico con 10 unidades de las enzimas BamHI y Hindlll durante 3 h a
37°C. El producto de la digestion se analiz6 en geles de acrilamida 6% tefidos con
BrEt.

Posteriormente se seleccion6 una clona de cada construccion y se
secuencié en un secuenciador automatico ABI-PRISM (aplied Biosystem)
empleando el oligonucleétido 5-TTGTACACCCTAAGCCTC -3' el cual se alinea
con el vector pSilencer 5.1-U6 retro (Ambion) desde el nt 2016 al 2035; 125 pb
antes del primer nucleétido correspondiente al inserto. Mediante el resultado de
secuenciacion se descarté la construccion psilencer-Rad50.5 al no contener la

secuencia correcta.

3.7 Transfeccion de las construcciones psilencer-Rad50.1, psilencer-
Rad50.2, psilencer-Rad50.3, psilencer-Rad50.4, psilencer-Rad50.6. en la linea
celular MDA-MB-231 y MCF-7.

Para realizar las transfecciones se expandieron las clonas seleccionadas,
se purificaron los plasmidos empleando el kit de Promega Wizard Plus SV

Minipreps ¢ el kit de QIAGEN Plasmid Midi y se cuantificé por espectrofotometria y
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en gel de agarosa 1% tefido con BrEt. Las transfecciones se efectuaron
empleando lipofectamina 2000. En una placa de 6 pozos se cultivaron en cada
pozo 2.5x10° células MDA-MB-231 y 3.5x10°, al dia siguiente se mezclaron 5 ug
ADN con 250ul de Opti-MEM y en otro tubo 8 pl de lipofectamina 2000 con 250 pli
de Opti-MEM. Ambas mezclas se incubaron 5 minutos para luego combinar el
ADN con la lipofectamina, Se homogenizo suavemente y se incubé unos 20-30
min a TA. Mientras se formaban los complejos se lavaron las células con 250 pl de
Opti-MEM, dos veces, posteriormente se retiré el Opti-MEM y se adicionaron 250
ul de opti-MEM fresco. Posteriormente se agregaron los complejos a cada pozo
mezclando suavemente balanceando la placa durante 1-2 min, y se incubaron las
celulas a 37°C durante 5 h. Finalmente se retir6 el medio, y se agregé DMEM-
Glutamax con SFB 10% y se incub6é a 37° C durante 48 h. Para evaluar si el
método de transfecciéon empleado era eficaz se transfectd el plasmido pEGFP-C2
(Clontech) que expresa la proteina verde fluoresente (GFP). Para ello se
transformaron bacterias E.coli DH5a con el plasmido y se expandié el mismo para
luego purificarlo empleando kit Wizard miniprep (Promega). Se cuantifico el ADNp
y se transfecté en células MDA-MB-231 y MCF-7 utilizando diferentes volumenes
de lipofectamina y células en distinto numero de pases para comparar. La

evaluacion de la transfeccion se realizé en un citdmetro de flujo a 488 nm.
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3.8 Analisis de la expresion del RNAm del gen rad50

Para evaluar los ensayos de transfeccion se realizdé un ensayo de RT-PCR
como se describe a continuacion. El aislamiento del ARN total se realiz6 por
extraccién con una mezcla de fenol - isotiocianato de guanidina utilizando el
reactivo TRIzol (Gibco BRL). La extraccion del ARN se realizé segun el protocolo
sugerido por el proveedor con modificaciones en los volumenes empleados.
Brevemente, la pastilla celular se lis6 con 200 pl de TRIzol, se incubdé a
temperatura ambiente durante 5 min y se le agregaron 40 pl de cloroformo.
Después de mezclar vigorosamente para homogenizar, se incubd durante 3 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12,000 xg durante 15 min para obtener en
la fase acuosa el RNA, el cual se precipitdé con 100 pl de isopropanol y se incubd
durante 10 min a TA. Se centrifugé a 12,000 xg durante 10 min, se elimind el
sobrenadante y la pastilla de RNA se lavo con etanol al 75%. Nuevamente se
centrifugé a 12000 xg por 15 min y se eliminé el sobrenadante. Finalmente, la
pastilla de ARN se sec6 durante 5 a 10 min a TA y se resuspendié en agua libre
de ribonucleasas (agua tratada con dietilpirocarbonato). EI RNA se disolvio y
cuantificd en un espectrofotémetro (BioMate3, Thermo spectronic) y se visualizd
en un gel de agarosa 1% tefnido con BrEt. Dado que una unidad de absorbancia a
260 nm corresponde a 44 ug/ml de ARN de cadena sencilla, la concentracion de
RNA se estimd de acuerdo a la siguiente ecuacion: [ARN ug/ml]= Azsonm X 44.19 X

factor de dilucion.
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3.9 Sintesis del DNA complementario

Para sintetizar el DNA complementario (cDNA) primero se incubdé 1 nug de
ARN total con 10 unidades de DNasa libre de RNasas (Roche) durante 10 min a
37 °C y asi se elimin6 el ADN contaminante que pudiera haber quedado en el ARN
total después de su extraccion. Posteriormente, se inactivo la DNAsa |
adicionando 1 pl de EDTA 25 mM a cada tubo de reaccion y se incubé a 65 °C
durante 15 min. Este ultimo paso es muy importante debido a que esta mezcla de
RNA total se utilizd en los pasos siguientes para la sintesis del cDNA y del
amplificado de DNA durante la reaccién de PCR. A continuacion se le agregé una
mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 2 mM de c/u, 100 ng de
oligonucleétido dT, buffer de reaccién para la enzima Superscript 1™ de Invitrogen
(Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCI 375 mM, MgCl, 1mM), DTT 10 mM y 40 unidades
del inhibidor de RNasa RNASEOUT (Invitrogen) y se incub6 a 27 °C durante 3
min. Posteriormente, se agregaron 200 U de enzima transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen) y la mezcla se incubd a 42 °C durante 90 min para
permitir que la retrotranscriptasa sintetizara el ADNc. Finalmente, las muestras se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

3.10 Amplificacion del gen rad50 mediante PCR
Una vez disefiados los oligoucledtidos especificos que amplificarén un
fragmento de rad50 se efectud la cuantificacion. Para ello se realizé su corrimiento

electroforético en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE 1X y se tifio con
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BrEt para su visualizacién bajo la exposicién a luz UV. Dada la existencia de una
relacion lineal entre la concentracion de los oligonucleétidos en solucién y su
Azsonm, S€ determind la concentracion de éstos mediante espectrofotometria. Se
ha determinado que 1 unidad de Aysnm de oligonucledtidos de cadena sencilla
corresponde a 33 ug, por lo tanto, la concentracion puede determinarse bajo la
siguiente ecuacion:

[Oligonucledétidos pg/mll= (Azsonm) X (33) x (factor de dilucién de los
oligonucledtidos)
Se realiz6 la PCR con DNA gendmico de la linea celular MCF-7 extraido con el kit
de Promega Wizard Genomic DNA Purification para establecer las condiciones de
la amplificacion por PCR. La mezcla de reaccion consistié en buffer de PCR 1x
(200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI, Invitrogen), dNTPs 2 mM de c/u, 1.5 mM
MgCl, (Invitrogen), 1U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen), 100 ng de DNA
gendmico, agua, 0.4 uM de cada oligonucleétido. Las condiciones de amplificacién
fueron: 94°C/ 3 min de desnaturalizacion inicial, luego 35 ciclos de 94°C/45 seg,

48°C/30 seg y 72°C/30 seg y el paso de extension final de 72°C/7min.

3.11 Amplificacion del gen rad50 mediante PCR a partir de DNA
complementario

Para las reacciones de PCR, se tomaron 1/3 del volumen de la reaccion
anterior (que contiene el cDNA) y se afadieron dNTPs a una concentracién final

de 1 mM, 2 unidad de Tag DNA polimerasa (Fermentas), 0.4 uM de cada
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oligonucleétido para rad50, 2.7 mM MgCl; (Invitrogen) y agua. Las condiciones de
amplificacion fueron: 94°C/ 3 min de desnaturalizacién inicial, luego 35 ciclos de
94°C/30 seg, 48°C/30 seg y 72°C/30 seg y el paso de extension final de 72°C/7
min. Cada reaccién de RT- PCR, para rad50, fue acomparnada de una reaccion
que sirve como control negativo, denominado RT-, que consistio en la reaccion de
PCR tal cual se explico anteriormente, excepto que se le adicion6 el RNA total en

lugar del DNAc, esto con el fin de detectar contaminacién por DNA.

3.12 Analisis de los productos de PCR por electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE)

Los productos amplificados correspondientes al gen rad50, asi como sus
correspondientes controles - (RT-) que se resolvieron mediante PAGE al 6% en
amortiguador TBE 1X. El gel posteriormente se tiié con BrEt y visualizé6 en un
transiluminador de Iluz UV. La intensidad de las bandas resultantes se
cuantificaron mediante analisis densitométrico utilizando el programa Multigauge

(Fujifilm).

4. Evaluacién de quimiosensibilidad al tratamiento con cis-platino y las
combinaciones cis-platino/doxorubicina y cis-platino/paclitaxel de las lineas

celulares de CM
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4.1 Evaluacion de quimiosensibilidad al cis-platino (ensayo de exclusion por
azul de tripano)

Para realizar este ensayo, un dia previo a la transfeccion se cultivaron las
células (3.5x10° células/pocillo en placas de 6 pozos). Al dia siguiente se realizé la
transfeccion como se describié en el inciso. Posteriormente, se incub6 durante 48
hrs para que se exprese el transcrito. Transcurrido dicho periodo se agregé el cis-
platino (CDDP) a una concentracion letal (DL50) 50 de 25.86 uM (determinada a
24 hrs) y se incubd durante 12, 24, 36 y 48 h. Una vez transcurrido el periodo
indicado de incubacién se retiré el CDDP y se agregé medio fresco para que se
recuperen las células o se analizé la viabilidad directamente. Para analizar la
viabilidad celular luego del tratamiento con CDDP se retiré el medio y se lavaron
las células con PBS x pH 7 posteriormente se anadieron 1.5 ml de PBS-EDTA 6.8
mM y 64 pl de tripsina (0.25%), se incubaron las células 5 min a 37°C.
Posteriormente se centrifugo la suspension de células a 1500 rpm a 4°C durante 5
min. Una vez obtenido el paquete celular se retiré el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 1 ml de PBS, se mezclaron 10 pl de suspension de
células con 10 pl de azul de tripano y se incubaron 2 min a temperatura ambiente.
Finalmente se midié la viabilidad contando las células vivas en el equipo TC10

automated cell counter (Bio Rad)
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4.2 Determinacion de dafo a DNA en las lineas celulares de CM después del

tratamiento con quimioterapéuticos y silenciadas para el gen rad50 .

Determinaciéon del estado fosforilado de la histona H2AX

Se obtuvieron extractos totales de células transfectadas y no transfectadas
con las construcciones pSilencer-Rad tratadas y no tratadas con cis-plano a los
tiempos 30 min, 3 hrs. y 12 hrs, se corrieron 50 ug de extractos totales en un gel
de acrilamida al 15%, se transfiri6 en membrana de nitrocelulosa, se bloqueé la
membrana con PBS-Tween.05%-BSA 5%, 1 h a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C, se realizaron 3 lavados en PBS de 10 min. Se incubé el anticuerpo
primario 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Finalmente se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno, se incubé el anticuerpo secundario 1 hrs
a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, se realizaron 3 lavados de 10 min
cada uno se y revel6 la membrana por quimioluminicencia con ECL vy

autoradiografia.

Evaluacion de la fragmentacion del DNA mediante ensayo de TUNEL

Se sembraron 350,000 células por pozo en placas de 6 pozos, sobre cubre
objetos estériles, se transfectaron las células con la construccién pSilencer-
Rad50.6 y se dejaron recuperar las células durante 48 hrs. Se realizd tratamiento

con cis-platino analizando el dafio a DNA a los 30 min, 3 hrs y 12 hrs.
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Las ceélulas tratadas con cis-platino se fijaron con solucion de
paraformaldeido al 4% durante 45 min. a temperatura ambiente, se realizaron 3
lavados con PBS se bloquearon la laminillas con solucion bloqueadora metanol-
H,0, .3% durante 60 min a 37°C, se permeabilizaron las células durante 2 min en
hielo con soluciéon de PBS-triton-X100 2%. En un tubo estéril se mezclaron 450 pl
de solucién de marcaje con 50 ul de enzima deoxinucleotidil transferasa terminal.
Se lavaron 2 veces con PBS las células permeabilizadas. Se adicionaron 50 ul de
mezcla solucion de marcaje/enzima a las células y se incubaron durante 1h a 37°C
protegiendo de la luz, una vez transcurrido el tiempo de incubacién las laminillas
con las células se lavaron 3 veces PBS, se adicionaron a las celular 25 pl de
solucién converter-POD y se incubaron durante 30 min a 37°C, se lavaron las
células 3 veces con PBS se agregaron 50 pl de sustrato DAB y se incubaron
durante 10 min a TA, transcurrido el tiempo de incubacion las laminillas se lavaron
3 veces con PBS , las laminillas se montaron en portaobjetos con solucién
PBS/glicerol 1:1 las muestras se analizaron en microscopio 6ptico de campo claro.
Las células positivas a dafio generado o en estado de apoptosis tendran una

coloracion de café a marron.

Pagina 43



Resultados

VI. RESULTADOS

1. Disefio de 2 secuencias dirigidas contra 2 blancos diferentes en el gen

rad50 y clonacion en el vector pSilencer-U6-retro

Para el disefio de las secuencias interferentes Rad50.1 y Rad50.2 se
realiz6 una busqueda bibliografica con el objetivo de encontrar secuencias blanco
para las cuales se haya reportado un silenciamiento eficaz del gen rad50. Se
encontraron 4 secuencias reportadas de las cuales se eligieron dos, la secuencia
reportada por, Hui Zhong (2005) y la reportada por Weihang Chai (2006) las
cuales presentaban un mayor porcentaje de silenciamiento del gen rad50. Las

secuencias blanco se muestran en la tabla 1.1

Posteriormente se empled el convertidor online de Ambion, recomendado
para el disefio de oligos a clonar en el vector pSilencer 5.1-U6 retro (Ambion). La
secuencia de los oligonucleétidos disefiados se muestran en la tabla 1.2
Posteriormente, se procedié a realizar la clonacién de los oligonucleétidos
hibridados Rad50.1 y Rad50.2 en el vector, para obtener las construcciones

pSilencer-Rad50.1 y pSilencer-Rad50.2, respectivamente.

Para determinar si las clonas bacterianas seleccionadas después de la
clonacion y transformacién de bacterias contenian el inserto del tamafno esperado
(63 pb) necesario para expresar los transcritos capaces de silenciar la expresion
del gen rad50, se purifico el DNA plasmidico de 3 clonas para cada una de las
construcciones y se realizé una doble digestion con las enzimas BamHI y Hindlll

para liberar el inserto (figura. 4A y B ). Por otro lado, se transformaron bacterias

B e A D O R SIS
e ——Ye e e e e e e ™
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con un plasmido que se emple6 como control negativo, el cual produce un
transcrito sin homologia con ninguna secuencia codificante del genoma humano
(secuencia scramble) (figura 4C).Debido a que en ambas clonas no se logré
observar que hubiera una clara liberacion del inserto, se opté por secuenciar el
DNAp de las clonas 1 y 2 pSilencer-Rad50.1 y las clonas 1 y 2 pSilencer-

Rad50.2, como se muestra en la figura 5.

2. Silenciamiento de la expresion del gen RAD50 en las lineas celulares
MCF7 y MDA-MB-231 mediante la transfeccion de las construcciones

pSilencerRad50.1 y Rad50.2

Antes de iniciar con los ensayos de transfeccion y silenciamiento del gen
rad50 en las lineas celulares de cancer de mama se realizé un analisis de la
expresion de la proteina RADS0 en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 y
definir si en alguna de estas lineas celulares se expresa en mayor cantidad. El
analisis se realiz6 utilizando los anticuerpos especificados en la tabla 2.1. Como

control de carga se empleé el anticuerpo dirigido contra actina actina.

Como se puede observar en la figura 6, la expresion de la proteina RAD50
es muy similar en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. También se realizd
el analisis de la linea celular ZR-75-1 puesto que previamente se habia reportado
que la proteina RADS50 no se expresaba o se expresaba muy poco en esta linea

celular, por lo que se pensd que esta linea celular podria ser estar una silente

natural para RAD50.




Resultados

Tabla 1.1 Secuencias blanco utilizadas para el silenciamiento del gen rad50

en distintos tipos de cancer

Secuencia Referencia Tipo de %
cancer Silenciamiento
blanco
GCAGACTTAGACAGGACCC Hui Zhong Cancer de 95
(2005) cabezay
cuello
GAACTTATAGCTGTGCAAA Biard Cancer de 70
(2007) cabezay
cuello
GGAGAAGGAAATACCAGAA Weihang C Cancer 80

hai (2006) cervicouterino

AGGAACAGATTCAACATCTA Ze-Huai Fibrosarcoma 65
A Zhong
(2007)

R S A
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Tabla 1.2 Secuencia de los oligonucleétidos que se emplearon para silenciar
el gen rad50

Nombre Oligonucleétido sentido Oligonucleétido anti sentido

Rad50.1 S'GATCCGCAGACTTAGACAGG  3'GCGTCTGAATCTGTCCTG
ACCCTTCAAGAGAGGGTCCTGT GGAAGTTCTCTCCCAGGACAGA
CTAAGTCTGCTTTTTTGGAAA-3° TTCAGACGAAAAAACCTTTTCGA-5

Rad50.2 5'GATCCGGAGAAGGAAATACCA 3'GCCTCTTCCTTTATGGTCTTAAGT
GAATTCAAGAGATTCTGGTATTT TCTCTAAGACCATAAAGGAAGAGGA
CCTTCTCCTTTTTTGGAAA-3’ AAAACCTTTTCGA-5"

e ]
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Figura 4. Analisis de los plasmidos candidatos para verificar la clonacién de
las secuencias Rad50.1 y Rad50.2 en el plasmido pSilencer. (A) Gel de
agarosa al 1% tenido con BrEt donde se muestra el DNA plasmidico purificado de
3 clonas de pSilencer-Rad50.1 (carriles 1,2 y 3) y 3 clonas de pSilencer-Rad50.2
(carriles 4,5 y 6). (B) Gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt donde se muestra el
resultado de la doble digestion con las enzimas BamHI y Hindlll de las clonas de
pSilencer-Rad50.1 (1,2 y 3) y 3 las clonas de pSilencer-Rad50.2 (4,5 y 6). No se
logra observar la liberaciéon de inserto de 63 pb. (C) Plasmido control pSilencer-

Scramble junto con las construcciones pSilencer-Rad50.1 y pSilencer-Rad50.2.
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RAD30LS
psilencerradsol
RADSOLS

psilencerradsil
RADS01S

psilencerradsal
RAD30Ls

GOACHK GGRATCCGCAGACTTAGACAGGACCCTTCAAGAGAGGGTCCTRTCTAAGTC TR 660
GATCCRCAGACTT:

AGACAGGACCCTTCAAGAGAGGGTCCTRTCTAAGTCTRL 52

TTTTTTGGAAMAGC TTATCGATACCGTCGACCTCGAGAGATCGATC TAATTCCGGLGLCT 720

6

...........

150 168 1.
IR R A BB R R NI RE SR N ENRERENEERESRSN B
BECTTTTCCAAARAAAREBEBNREANEBEAART
Lo
pilencerradSil  TTGAMGTATTTCGATTTCTTGGGTTTATATATCTTGTGRANGGACGGRRATCCGRG 360
RAD2S GATCCGRY 9
ARy
poilencerradSl)  AMGAATTCCAGMTTCANGAGATTCTGRTATTTCCTTCTCCTTITITGGAMARCTTA 420
RADSU2S AR TG TCAGAGATTCTGETATTTCCTTCTCCTTTTTTGGAM - 63
Rgaiied
psilencerradil)  TCGATACCATCGACCTCGAGAGATCGATCTANTTCCOM CTAGAGAAGGAGTGAGGAC 480
RADSQZS

Figura 5. Electroferogramas y secuencias obtenidas de pSilencer-Rad50.1,
pSilencer-Rad50.2. (A) Secuencia de la clona 1 Rad50.1, (B) Secuencia de la
clona 1 Rad50.2. En cada caso se muestra el alineamiento de la secuencia del

plasmido pSilencer con las secuencias interferentes disefiadas Rad50.1 y
Rad50.2.

P4gina 49



Resultados

Sin embargo al realizar el Western blot con extractos totales de la linea
celular ZR-75-1 se mostré que esta linea celular expresaba la proteina RAD50 y
que su nivel de expresion era muy silimar al observado para las lineas celulares

MDA-MB-231y MCF-7.

Con base en estos resultados, decidimos utilizar la linea celular MCF-7 y
MDA-MB-231 para evaluar el efecto de silenciar el gen rad50 en respuesta al
tratamiento con cis-platino. Ademas estas lineas celulares resultan interesantes
puesto que representan los 2 principales tipos de cancer de mama, aquellos que
son Her2 positivo como MCF7 y ER/PR/Her2 triple negativos como MDA-MB-231
ya que el cis-platino se utiliza en tumores que son triples negativo. La linea celular
ZR-75-1 se descart6 como posible control positivo, puesto que si expresa la

proteina RAD50.

Con el objetivo de silenciar el gen rad50 en las lineas celulares estables de MDA-
MB-231 y MCF-7, se realiz6 un primer ensayo de transfeccién utilizando
lipofectamina 2000 y cultivando en placas de 6 pozos 3.5x10° células MDA-MB-
231 y 2.5x10° células MCF-7 por pozo un dia antes de la transfeccion y al otro dia
se transfecté con 800 ng de pSilencer-Rad50.1, pSilencer-Rad50.2 y 2 ul de

lipofectamina por pozo, durante 6 h.

- ]
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Tabla 2.1 Anticuerpos empleados para la inmunodeteccion de la proteina

RADS50 y actina.

Proteina PM Anticuerpo 1° Dilucion Anticuerpo 2° Dilucidn
(KDa) del Ac 1° del Ac 2°

RAD50 153.9 Rad50(13B3/2C6): 1/400 Anti-mouse- 1/5000
sc-56209;Acmo, HRP
Santa Cruz

Actina 41.8 Actin(C-2):sc-8432; 1/1000 Anti-mouse- 1/5000
Acmo,Santa Cruz HRP
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Figura 6. Analisis de la expresién de la proteina RAD50 por Western blot en
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-1. (A)
Western blot, para detectar las proteinas RAD50 en extractos totales. (B) se utilizé
actina como control de carga. Se emplearon 100 ug de extractos totales de cada

linea celular.
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Al termino del proceso se transfeccion se observaron claras diferencias en
la cantidad de células adheridas entre las transfectadas y no transfectadas ya que
aquellas células que fueron transfectadas con los plasmidos Rad50.1 y Rad50.2
aproximadamente el 80 % de las células estaban despegadas mientras que las
células control a las cuales solo se les adicion6 lipofectamina mas del 70 %

estaban adheridas. Por lo que se decidioé disminuir el tiempo de transfeccion a 5 h.

En un segundo intento de transfeccién se utilizaron las mismas condiciones
salvo que el tiempo de transfeccién se acorté a 5 h. En este caso también se pudo
observar diferencias entre las células transfectadas y no transfectadas e inclusive
entra las dos lineas donde las células MDA-MB-231 se veian mas afectadas por el
proceso de transfeccion, llegando casi al 30% de células despegadas, para las
células transfectadas y solo un 20% para las no transfectadas. Para las células
MCF-7 no se veia un efecto importante llegando a un 10% de células despegadas
en células transfectadas y no transfectadas. Por lo que se decidi6é realizar un
ensayo de Western blot para analizar si se estaba silenciando la expresion de la
proteina RADS50 bajo estas condiciones por lo que se obtuvieron extractos
proteicos totales a las 24 y 48 h post-transfeccion. Los resultados se muestran en
la figura 7 donde se puede observar que no hay diferencia entre los niveles de
expresion de células transfectadas y no transfectadas, ni entre las construcciones

o lineas celulares.

Se realizd un tercer ensayo modificando las condiciones de transfeccion
incrementando la cantidad de DNA plasmidico a 1ug y 5 pl de lipofectamina 2000

por pozo. En la figura 8A se puede observar que al realizar el Western blot de las
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células no transfectadas contra células transfectadas 24 y 48 h pos transfeccion
no se observan diferencias en el nivel de expresiéon de RADS0. Por lo cual se
decide hacer una variacion mas al protocolo de transfeccion incrementando ahora
la cantidad de DNA plasmidico a 2 ug y 5 ul de lipofectamina por pozo. Analizando
por Western blot la expresion de RAD50 a las 24 y 48 hrs post-transfeccion y en
células no trasfectadas , no se pueden observar diferencias en el nivel de

expresion de RAD50 entre células transfectadas y no transfectadas. (figura 8B)

Hasta el momento no se habia logrado obtener el resultado esperado es
decir la inhibicién de la expresion del gen rad50, por lo que se decidi6 realizar el
disefio de otro set de secuencias interferentes, para lo cual se eligieron
secuencias blanco cerca del extremo 3" del mRNA de RAD50. De manera inicial
se disefiaron 10 secuencias y al realizar un analisis BLAST para ver si estas eran
100% especificas para el gen rad50 humano solo 4 resultaron ser especificas. En
la tabla 2.2 se muestra las secuencias blanco y en la figura 9 los 4
oligonucledtidos interferentes disefiados. Se empled el convertidor online de
Ambion, recomendado para el disefio de insertos a clonar en el vector pSilencer

5.1-U6 retro (Ambion).

Posteriormente, se procedié a realizar la clonacién de los oligonucleétidos

hibridados Rad50.3, Rad50.4, Rad50.5 y Rad50.6 en el vector
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Figura 7. Analisis por Western blot de la expresién de proteina RAD50 en las
lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 transfectadas con
los plasmidos pSilencer-Rad50.1 y pSilencer-Rad50.2. Se emplearon de cada
linea celular 50 pg de extractos totales y se utilizé actina como control de carga,
analizando la expresion de RADS0 a las 24 y 48 hrs en ambas lineas celulares.
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para obtener las construcciones pSilencer-Rad50.3, pSilencer-Rad50.4, pSilencer-
Rad50.5, pSilencer-Rad50.6 respectivamente. Para determinar si las clonas
seleccionadas después de la clonacion y transformacién de bacterias contenian el
inserto del tamarfo esperado (63 pb), necesario para expresar los transcritos
capaces de silenciar la expresién del gen rad50, se purificé el DNA plasmidico
para cada una de las construcciones y se realizé una doble digestiéon con las

enzimas BamHl| y Hindlll para liberar el inserto (figura 10).

Como se puede observar en la figura 10, no hubo liberacién del inserto del
tamarfio esperado (63 pb) por lo que se optd por secuenciar las construcciones
para verificar que estuvieran presentes las 4 secuencias clonadas en el vector
pSilencer (figura 11). Como se puede observar las secuencias Rad50.3, Rad50.4,
y Rad50.6 se clonaron correctamente en el plasmido y no se observan mutaciones
por lo que son buenos candidatos para realizar ensayos de transfeccion, sin

embargo la secuencia 5 se descartd debido a que esta presentaba mutaciones.

Posteriormente  se realizd un ensayo para evaluar la eficiencia de
transfeccion para lo cual se probaron las condiciones utilizadas en el ultimo
ensayo de transfeccion, pero en lugar de las construcciones pSilencer se utilizo
un plasmido control pGFP-c2 el cual al excitarse a una longitud de onda de 488

nm emite fluorescencia que es detectable en un citometro de flujo.
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Figura 8. Analisis por Western blot de la expresion de la proteina RAD50 en
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas
con las construcciones pSilencer-Rad50.1 y pSilencer-Rad50.2. (A) Western
blot, para detectar RAD50. Se emplearon 50 pug de extractos proteicos totales de
cada linea celular, se transfecto 1ug de plasmidos RAD50.1 y RAD50.2 con 5 pl
de lipofectamina 2000 (B) Western blot, para detectar RAD50. Se emplearon 75
Hg de extractos proteicos totales de cada linea celular. Se trasfectaron 2ug de los
plasmidos RAD50.1 y RAD50.2 con 5 pl de lipofectamina y se utiliz6 actina como
control de carga.
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Tabla 2.2 Secuencias blanco utilizadas para el silenciamiento del gen rad50

Secuencia blanco Nombre Posicion en el

mRNA de RAD50

AACATCGATCAGTGCTCAGAG pSilencer-Rad50.3 4354-4375

AAATGCAGTGTTAGCTCCCTG pSilencer-Rad50.4 4381-4402

AATTATACGTGACCTGTGGCG pSilencer-Rad50.5 3915-3936

AAGGCGGAATTATAACTACCG pSilencer-Rad50.6 4014-4035

O A B B B A P P o B A S e S
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Figura 9. Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para silenciar la
expresion del gen rad50. En la figura se muestra un set de 4 secuencias
disefiadas para silenciar el gen rad50. En rojo se marcan las secuencias
reconocidas las por las enzimas de restriccion BamHIl y Hindlll, en verde se
muestra la secuencias sentido y antisentido, en azul la secuencia que forma el

loop y en negro la secuencia terminadora para la RNA polimerasa lil.
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Figura 10. Analisis de los plasmidos candidatos para verificar la clonacién
de los insertos Rad50.3, Rad50.4, Rad50.5 y Rad50.6 en el plasmido
pSilencer. (A) Gel de agarosa al 1% tefido con Gel Red donde se muestra el
resultado de la purificacion del DNA plasmidico de 1 clona de pSilencer-Rad50.3
(2), Rad50.4 (3), Rad50.5 (4) y Rad50.6 (5) (B) Gel de agarosa al 1% tenido con
Gel Red donde se muestra el resultado de la doble digestion con las enzimas
BamHlI y Hindlll de las clonas de. pSilencer-Rad50.3 (1), Rad50.4 (3), Rad50.5 (5)
y Rad50.6 (7) también se muestran los plasmidos sin cortar pSilencer-Rad50.3 (2),

Rad50.4 (4), Rad50.5 (68) y Rad50.6 (8).
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El resultado obtenido de este ensayo fue de muy baja eficiencia de
transfeccion en las condiciones utilizadas hasta el momento, por lo cual se
modificaron las condiciones incrementando la cantidad de DNA plasmidico a 5 ug
y analizando distintos volumenes de lipofectamina 5,8 y 10 pl. Se utilizaron
células HelLa como control las cuales son mas permisibles para ensayos de
transfeccion ademas de que se utilizaron células de mama con distinto numeros
de pases (57 y 33). El resultado obtenido se muestra en la figura 12 donde se
puede observar que las células Hela se transfectan con una alta eficiencia del 85
% y que no hay diferencia significativas al utilizar diferentes volumenes de
lipofectamina. Para las células MDA-MB-231 la eficiencia de transfeccion fue
menor, entre 40 y 48%, ademdas de que hubo ligeras diferencias al utilizar
diferentes volumenes de lipofectamina 2000, obteniendo una mayor eficiencia de
transfeccion al utilizar 8 ul del agente. Para las células MCF-7 la eficiencia de
transfeccion fue menor y hubo diferencias notables entre las células con diferente
numero de pases siendo mas permisivas para la transfeccion las células con 33
pases obteniendo 36% de eficiencia de transfeccion al utilizar 8 pl de lipofectamina
2000. Para las células MCF-7 con 57 pases utilizando el mismo volumen de
lipofectamina se obtuvo una eficiencia de transfeccion del 20%. Posteriormente se
realizd un primer ensayo de transfeccién utilizando las condiciones optimas de
transfeccion, es decir 8ul de lipofectamina, 5ug de DNA plasmidico, 5 hrs de

transfeccion y células con no mas de 45 pases y las
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construcciones  pSilencer-Rad50.1, pSilencer-Rad50.2, pSilencer-Rad50.3,

pSilencer-Rad50.4, pSilencer-Rad50.6

La transfeccion se realizd en ambas lineas celulares, observandose
diferencias notables entre las células transfectadas y las no transfectadas e
incluso entre lineas celulares. A las células MDA-MB-231, el propio proceso de
transfeccion provocéd que se despegara un gran numero de células, alrededor del
40-50%. Para la linea celular MCF-7, el panorama fue diferente despegandose
solo el 15-25% de las células transfectadas con las 6 construcciones. Por lo cual
se contintio con el analisis de esta linea celular, para la cual se realizé un ensayo
de Western blot para determinar si alguna de las construcciones fue capaz de
silenciar la expresiéon de RAD50. En la figura 13A se puede observar que las
construcciones pSilencer-RAD50.4 y pSilencer-Rad50.6 son capaces de silenciar
la expresion de la proteina RAD50 en la linea celular MCF-7 aproximadamente 95
y 98 % respectivamente. También se puede observar una disminucién importante
del mRNA de rad50 al analizar la expresion del mismo por RT.PCR a las 48 h
después de la transfeccion (Figura 13B). Se puede observar una disminucion
importante en la expresion del mMRNA de rad50 en las células transfectadas con

las construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6.
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Figura 11. Electroferogramas y secuencias obtenidas de las contrucciones
pSilencer-Rad50.3, pSilencer-Rad50.4, pSilencer-Rad50.5 y pSilencer-
Rad50.6. Secuencias de las clonas de pSilencer-Rad50.3, pSilencer-Rad50.4,
pSilencer-Rad50.5 y pSilencer-Rad50.6. En cada caso se muestra el alineamiento
de los insertos clonados en el plasmido pSilencer secuenciado y las secuencias
interferentes Rad50.3, Rad50.4, Rad50.5 y Rad50.6 sintéticas. Se observa que la
secuencia Rad50.5 clonada presenta mutaciones, mientras que Rad50.3,

Rad50.4, y Rad50.6 permanecen intactas.
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transfectadas

Figura 12. Ensayo para evaluar la eficiencia de transfeccion en diversas
lineas celulares. Se transfectaron 250,000 células por pozo utilizando 5,8 y 10 pi
de lipofectamina y 5 pg de del plasmido pEGFP-C2. Las células Hela utilizadas en

este ensayo tenian 40 pases, las células MCF-7 1 33 pases, MCF-7 2 57 pases y

las MDA-MB-231 43 pases.
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3. Evaluacion del efecto del silenciamiento de rad50 en el crecimiento de la
linea celular MCF-7 en respuesta al tratamiento con las combinaciones cis-

platino/doxorubicina y cis-platino/paclitaxel

Una vez que se logré silenciar la expresion del gen rad50 en la linea celular
MCF-7 se procedié a evaluar el efecto del silenciamiento al tratar las células
transfectadas con el quimioterapéutico cis-platino, y tratarlas con Ilas
combinaciones cis-platino/doxorubicina y cis-platino/paclitaxel para lo cual, lo
primero que se hizo fue determinar la concentracion letal media del cis-platino . Se
colocaron 250,000 células MCF-7 en placas de 6 pozos y fueron tratadas con
concentraciones crecientes de cis-platino 0-300 uM) durante 24 h. Despues del
tratamiento se midié la viabilidad celular mediante el método de exclusién por azul
de tripano. En la figura 14 se puede observar que la dosis letal media (DL50) fue
de 25.8 -/+ 1.3 uM. Una vez teniendo la DL50 se procedi6 a realizar el tratamiento
con cis-platino de las células MCF-7 transfectadas con las construcciones Rad50.4

y Rad50.6.

Para esto se sembraron 250.000 células MCF-7 transfectadas por pozo en
placas de 6 pozos y se les administré el cis-platino a una concentracion de 25.8
UM y se analiz6 su efecto sobre la viabilidad celular cada 12 hrs durante 48 h.
Como se puede observar en la figura.15, hubo una diferencia sobre la viabilidad
celular de las células transfectadas con las dos construciones esto en respuesta

al tratamiento con cis-platino entre las distintas condiciones analizadas.
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En el ensayo de sensibilidad se analizaron células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y Rad50.6 tratadas con cis-platino como
control se utilizaron células transfectadas con las contrucciones pSilencer-Rad50.4
y Rad50.6 sin tratamiento y células sin transfectar tratadas y sin tratar con cis-

platino.

Para células transfectadas con las construcciones Rad50.4 y Rad50.6 que
fueron tratadas con cis-platino se observé que hubo una disminucién en la
viabilidad celular obteniéndose valores alrededor del 31-33 % de viabilidad
desde las 12 h de tratamiento. Por el contrario las células control, (transfectadas y
no transfectadas, tratadas con cis-platino y sin tratar) mostraban una viabilidad
celular alrededor del 80-95 % a las 12 hrs. de tratamiento. Las células control las
cuales no fueron tratadas con cis-platino ni transfectadas no mostraron
disminucion en su viabilidad sino que al contrario empezaron a crecer de tal forma
que casi duplican su numero a las 48 hrs. Las células control que fueron tratadas
con cis-platino, muestran una disminucién en la viabilidad celular llegando
alrededor del 50% a las 24 hrs y a un 20% a partir de las 36 hrs. Las células
transfectadas no tratadas bajaron su viabilidad hasta alrededor del 65-80% y se

mantuvieron asi durante las 48 hrs del analisis.

De lo anterior se puede concluir que las células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 se sensibilizaron al

tratamiento con cis-platino, ya que a las 12 h del analisis se observa una descenso

e S )
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en la viabilidad de las células transfectadas, esto en comparacion con las no
transfectadas tratadas con cis-platino. También algo que cabe resaltar es el efecto
que genera la transfeccidén de las construcciones sobre las células, estas dejaron

de mostrar crecimiento al menos durante las 48 hrs. que duro el analisis

Posteriormente se realizé el tratamiento de células MCF-7 transfectadas
con las construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 con la
combinacién cis-platino/doxorubixina, para esto se busco realizé una busqueda
para encontrar la DL50 utilizada para esta linea celular la cual fue 2-5, esta DL50
se comprobé de manera experimental la DL50 de doxorubicina para la linea
celular MCF-7 obtenienido una DL50 de 2.5 yM. Como se observa en la figura 16
este resultado se encuentra dentro del rango reportado por lo que se opto por
utilizarla para el tratamiento de las células MCF-7. Se sembraron en placa de 6
pozos 350,000 células MCF-7 las cuales fueron transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6. También se cultivaron
células sin transfectar, las cuales fueron tratadas solo con lipofectamina vy se
utilizd como control de transfeccion una de las construcciones para las cuales no
se observo silenciamiento del gen rad50. Las células control las cuales no fueron
tranbsfectadas y solo fueron tratadas con lipofectamina mostraron un crecimiento
normal duplicando su numero a las 48 hrs que fue lo que duro el ensayo, para las
células sin transfectar que fueron tratadas con la combinacién cis-
platino/doxorubicina se pudo observar una disminucioén drastica en la viabilidad
celular llegando a un 15% a las 24 h de tratamiento llegando a 0% a las 48 h
(figura 17) tratadas.
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Figura 14. Determinacion de la DL50 de cis-platino en células MCF-7. Se
cultivaron 250,000 células por pozo, y se determind la concentracion a la cual el
50% de las células estaban muertas, calculando la DL50 entre 25.8 +/-1.3 uM. El

ensayo se realizé por triplicado.
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Figura 15. Ensayo dosis respuesta de las células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-
platino. En azul se marcan las células control las cuales no fueron transfectadas
ni tratadas con cis-platino, en rojo células sin transfectar que fueron tratadas con
cis-platino, en morado y verde células transfectadas con las construcciones
pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 respectivamente pero sin tratar con cis-
platino. En azul y naranja células transfectadas con las construcciones pSilencer-
Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 respectivamente y tratadas con cis-platino

(25.8uM)
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este resultado contrasta con el obtenido al tratar células en las mismas
condiciones pero tratadas solo con cis-platino para el cual al termino del ensayo

(48h) no se logro eliminar el 100% de las células tratadas.

Con el objetivo de observar el efecto del silenciamiento de rad50 sobre la
viabilidad celular. Se transfectaron células con las construcciones pSilencer-
Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6, las células no fueron tratadas con la combinacion
de farmacos se puede observar en la figura 17 que estas células presentan un
detenimiento de su crecimiento celular manteniéndose alredor de un 60-80 % de
viabilidad celular durante el ensayo. Para las células transfectadas que fueron
tratadas con la combinacion de quimioterapéuticos se puede observar que la
viabilidad celular se reduce drasticamente a las 24 h de tratamiento a 28% para la
construccién Rad50.4 y 20% para Rad50.6 y entre 3-4% de viabilidad a las 48 h
de tratamiento (figura 17). Este resultado es menor al obtenido al tratar células
Unicamente con cis-platino donde a las 24 hrs de tratamiento se observé una
viabilidad celular de entre 30-33% y entre 18-20% a las 48 h de tratamiento. Por
ultimo se transfectaron células con la construccion Rad50.1 para la cual no se
observo silenciamiento del gen rad50 y fueron tratadas con la combinacién de
farmacos durante 48 h. Para estas células se pudo observar un patrén muy similar
al que se observo para las células control no transfectadas tratadas, por lo cual se

considero como control de transfeccion.
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Figura 16. Determinacion de la DL50 de doxorubicina en células MCF-7. Se
cultivaron 250,000 células por pozo, y se determiné la concentraciéon a la cual el
50% de las células estaban muertas, calculando la DL50 por regresion lineal a 2.5
MM
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Figura 17. Ensayo dosis respuesta de las células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 tratadas con la
combinacion cis-platino/doxorubicina. En azul se marcan las células control
las cuales no fueron transfectadas ni tratadas, en rojo células sin transfectar que
fueron tratadas con cis-platino/doxorubicina, en morado y verde células
transfectadas con las construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6
respectivamente pero sin tratar. En azul y naranja células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 respectivamente y
tratadas con cis-platino/doxorubicina (25.8/2.5uM) en azul claro células
transfectadas con el plasmido RAD50.1 tratadas con la combinaciéon cis-

platino/doxorubicina.
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Por ultimo se realizé un ensayo dosis respuesta utilizando a combinacién
cis-platino/taxol, para taxol se utilizo la dosis DL50 determinada por P Tassone y
cols. para la linea celular MCF-7 la cual es .2uM de igual manera se sembraron
350,000 células por pozo en placas de 6 pozos. Se transfectaron las células con
las construcciones pSilencer-Rad50.4, pSilencer-Rad50.6 y pSilencer-Rad50.1
como control de transfeccion, también se utilizaron células las cuales no fueron
transfectadas con los farmacos, solo con lipofectamina. Las células control sin
transfectar y que no fueron tratadas con los quimioterapéuticos mostraron un
patrén de crecimiento normal muy similar al observado en los ensayos anteriores
llegando a duplicar su numero a las 48 hrs de tratamiento, las ceélulas control
transfectadas con Rad50.1 y sin transfectar que fueron tratadas con la
combinacion cis-platino/taxol mostraron un comportamiento similar llegando
después de 24 h de tratamiento a una de viabilidad 39% y 42 %, respectivamente.
Las células que fueron transfectadas con las construcciones Rad50.4 y Rad50.6
que no fueron tratadas con la combinacién de farmacos mostraron un
comportamiento similar al observado en los ensayos anteriores bajos las mismas
condiciones. La viabilidad celular de estas células se mantuvo entre 79-86%
durante las 48 h del ensayo (figura 18). Para las células transfectadas con las
construcciones Rad50.4 y Rad50.6 que fueron tratadas con la combinacion cis-
platino/taxol se observd que la viabilidad celular desciende de manera
considerable (40-50%) a las 12 h de tratamiento, sin embargo este efecto sobre la
viabilidad fue diferente al observado después del tratamiento con la combinacién

e e e e —
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Figura 18. Ensayo dosis respuesta de las células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 tratadas con la
combinacion cis-platino/taxol. En azul se marcan las células control las cuales
no fueron transfectadas ni tratadas, en rojo células sin transfectar que fueron
tratadas con cis-platino/taxol. En morado y verde células transfectadas con las
construcciones pSilencer-Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 respectivamente pero sin
tratar. En azul y naranja células transfectadas con las construcciones pSilencer-
Rad50.4 y pSilencer-Rad50.6 respectivamente y tratadas con cis-platino/taxol (
25.8/.2uM) en azul claro células transfectadas con el plasmido RADS50.1 tratadas

con la combinacién cis-platino/taxol
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cis-platino/doxorubicina para la cual a las 12 h de tratamiento se observé un
descenso en la viabilidad celular alrededor del 20%. También se observo que la
combinacién cis-platino/taxol no llega a matar completamente a las células
después de 48 h de tratamiento puesto que estas presentan entre un 10-18% de

viabilidad al termino del ensayo (figura18).
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4. Analisis de la presencia de rompimientos de la doble cadena del DNA
(DSB) en células silenciadas para el gen rad50 posterior al tratamiento con

quimioterapéuticos.

Una vez que se logro silenciar la expresion del gen rad50 y con el objetivo
de demostrar que la muerte celular observada tras el tratamiento con los
quimioterapéuticos es debida al dafio causado al DNA, se realiz6 un ensayo de
determinacion del estado fosforilado de la histona H2AX (yH2AX) el cual es un
marcador temprano de dafio a DNA, en particular de DSB y darno genotoxico. Esta
histona se fosforila en la serina 139, cerca de las regiones en donde se genero el
dafio al DNA lo cual va a activar una cascada de sefalizacién encaminada a la
activacién de las rutas de reparaciéon del dafio al DNA. Para este fin se
transfectaron células con la construccion pSilencer-Rad50.6 como se describiod
anteriormente y se dejaron recuperar las células durante 48 hrs. Se utilizaron
como control células tratadas solo con lipofectamina (8ul). Estas células fueron
tratadas durante 12 hrs con cis-platino a la DL50 25.8uM, se analizé el estado
fosforilado de la histona H2AX a los 30 min, 3 h, y 12 h de tratamiento, mediante
inmunofluorecencia e inmunodeteccion utilizando los anticuerpos anti-histona
fosforilada acoplado a alexa 647 (cell signaling) y anti-yH2AX (abcam),

respectivamente.

En la figura 19 se muestra el ensayo de deteccion in situ de la YH2AX

mediante inmunofluerecencia. Se utilizé como control positivo las células MCF-7

e
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sin transfectar tratadas con cis-platino a la DL50 25.8 pM previamente
determinada (figura 19A). Se puede observar que a los 30 min de tratamiento ya
hay una fuerte sefal de la histona fosforilada en el nacleo, lo cual indica que el
cis-platino esta generando dafio y DSBs al DNA esto al comparar con las células
transfectadas con la construccion pSilencer-Rad50.6 sin tratamiento (figura 19B)
en la cual la sefial de fosforilacion de la histona es muy baja, lo cual representaria
el dafo generado de manera normal en la célula. Posteriormente las células
transfectadas con la construccion pSilencer—-Rad50.6 fueron tratadas con cis-
platino a la DL50 durante 12 hrs. A los 30 min se puede observar que hay sefal de
la yH2AX sin embargo es ligeramente menor a la observada en las células control
las cuales no fueron transfectadas pero si tratadas con cis-platino. A las 3 h de
tratamiento (figura 19D) se puede observar que también hay sefal sin embargo
la sefial es moderada. Al analizar las células tratadas con cis-platino por 12 h
(figura 19E) se logré observar un incremento importante en la senal de la yH2AX

esto comparado con los tiempos menores y las células control.

También se realizé la deteccion de la yH2AX mediante Western blot, puesto
que esta es un método semi-cuantitativo y se puede observar de mejor manera
cambios en la presencia la yH2AX, tanto en las células no tratadas como en las
tratadas con cis-platino a diferentes tiempos. En la figura 20 se observa la
deteccién de la yH2AX mediante Western blot en extractos totales de células
MCF-7 tratadas vy no tratadas con cis-platino mediante Western blot. En cada
carril se cargaron 50 pyg de extractos totales ,en el carril 1 estan los extractos

totales de células MCF-7 sin transfectar tratadas con cis-platino a 25.8 uM durante
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30 min ,donde se puede observar a la YH2AX en el peso esperado de 15 kD. En la
figura 20 se puede apreciar que esta dio una sefal fuerte, es decir que después
del tratamiento con el cis-platino hay una gran cantidad de H2AX en su estado
fosforilado, lo cual podria representa la cantidad de dafio generado al DNA de
estas células. En el carril 2, se cargaron extractos totales de células MCF-7
transfectadas con la construccion pSilencer-Rad50.6 y no tratadas, y se puede
observar que la sefal correspondiente a la YH2AX es muy baja, lo cual
representaria el dafo generado normalmente en la célula. En el carril 3 se
analizaron extractos totales de células MCF-7 transfectadas con la construccion
pSilencer-Rad50.6 y tratadas con cis-platino a la DL50, durante 30 min. Se puede
observar la senal de la yH2AX sin embargo, aunque se analizé un tiempo de
tratamiento igual al de las células control, el nivel de la sefal es bajo. En el carril 4
se analizaron extractos totales de células MCF-7 transfectadas con la
construccion pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino a la DL50, durante 3 h. La
sefial detectada para la yH2Ax es moderada y muy similar a la detectada para las
células transfectadas y tratadas con cis-platino durante 30 min. En el carril 5 se
analizaron extractos de células MCF-7 transfectadas con la construccion
pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino a la DL50, durante 12 h. En este caso
la sefial detectada para la YH2AX es mucho mayor que la observada a los
tiempos 30 miny 3 h . En este ensayo se puede observar claramente un aumento

gradual en la deteccion de la sefial de la yH2AX para las células tratadas con
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cis-platino a los tiempos 30 min,3 hy 12 h. observando la mayor sefial alas 12 h.
de tratamiento, la cual es muy similar a la detectada para las células control a los
30 min de tratamiento con cis-platino. Esto podria indicar que en aquellas células
para las cuales esta silenciado el gen rad50 hay un retardo en la sefializacion y

fosforilacion de la histona H2AX en respuesta al dafio a DNA.

Por ultimo para determinar si la muerte celular vista tras el tratamiento con
los quimioterapéuticos era debido al dafio generado por los mismos se realizo un
ensayo de TUNEL con el objetivo de visualizar el dafio a DNA generado después
del tratamiento con cis-platino. Para esto se sembraron sobre laminillas 350,000
células por pozo en placas de 6 pozos, se transfectaron con la construccion
pSilencer-Rad50.6 y se dejaron recuperar durante 48 h también se sembraron
células, las cuales no fueron transfectadas y solo fueron tratadas con
lipofectamina 2000 como células control. Las células transfectadas con la
contruccion pSilencer-Rad50.6 fueron tratadas con cisplatino a la DL50 y se
analizaron por TUNEL a los 0 min, 30 min, 3 y 12 h de tratamiento, también se
analizaron las células control (sin transfectar) después de 30 min de tratamiento
con cis-platino. En la figura 21A se observan las células control las cuales no
fueron transfectadas ni tratadas con cis-platino se puede observar la monocapa
celular completa y no se observan células con dafio a DNA o en estado de
apoptosis (el dano generado a DNA en especifico los DSBs va a ser visualizado

mediante el marcaje en color café o marron de los sitios donde se ha generado la

e
Pagina 80



Resultados

ruptura a DNA y se considera que se encuentran en estado de apoptosis) en la
figura 21B se observan células silenciadas para rad50 sin tratamiento con cis-
platino y se puede ver que la monocapa celular se encuentra en completa se
puede observar también algunas células tefiidas de café lo cual indica que estas
células recibieron dafio a DNA o estan en estado de apoptosis lo cual puede ser
debido al proceso de transfeccion. En la figura 21C se visualizan células control
tratadas durante 30 min con cis-platino se puede observar que el estado de la
monocapa aun es integro sin embargo ya hay un mayor numero de células que
presentan dafio a DNA aunque este solo representa aproximadamente entre un
15-20 % de total de células en la figura 21D se pueden observar células
silenciadas para el gen rad50 tratadas durante 30 min con cis-platino a la DL50 se
puede observar un panorama muy similar al visto para las células control (figura
21C) en la figura 21E se observan células con el gen rad50 silenciado tratadas
durante 3 h con cis-platino en este caso el daflo a DNA generado a las células es
mayor puesto que aproximadamente entre un 30-40 % se encuentran tefidas de
color café y se puede observar destruccion ligera de la monocapa, en las células
transfectadas y tratadas con cis-platino durante 12 h se puede observar
claramente el dafio generado a la monocapa y que entre el 60-70 % de las células

en la monocapa precentan dafno a DNA.

Pagina 81



Resultados

DAPI Ly H2AX '

DAPI ¥ -EIZAN e
ol o~ ' y-H2AX

Figura 19. Deteccién in situ de la histona yH2AX. (A) Células
MCF-7 sin transfectar tratadas con cis-platino a una DL50 25.8 yM
durante 30 min, (B) Células MCF-7 transfectadas con la construccion
pSilencer-Rad50.6 sin tratamiento,(C) Células MCF-7 transfectadas
con la construccion pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8
MM durante 30 min (D) Células MCF-7 transfectadas con la
construccion pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8 pM
durante 3 h. (E) Células MCF-7 transfectadas con la construccion
pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8 uM durante 12 h.
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Figura 20. Deteccion de la yH2AX mediante Western Blot. Carril 1
células MCF-7 no trasnfectadas tratadas con cis-platino durante 30
minutos, carril 2. Células MCF-7 transfectadas con la construccion
pSilencer-Rad50.6 no tratadas. Carril 3 células MCF-7 transfectadas
con la construccién pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8
UM durante 30 min. Carril 4 Células MCF-7 transfectadas con la
construccion pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8 yM
durante 3 hrs. carrii 5 Ceélulas MCF-7 transfectadas con la
construccion pSilencer-Rad50.6 tratadas con cis-platino 25.8 pM
durante 12 h se corrieron 50ug de extractos totales en cada carril.
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Figura 21. Analisis mediante ensayo de TUNEL de la presencia de
rompimientos de la doble cadena del DNA (DSB) en células MCF-7
silenciadas para el gen rad50 posterior al tratamiento con cis-platino. A)
Células MCF-7 sin transfectar y sin tratar B) Células MCF-7 transfectadas con
la construccion pSilencer-Rad50.6 sin tratar C) Células MCF-7 sin transfectar
tratadas durante 30 min con cis-platino a la DL50 D) Células MCF-7 silenciadas
para rad50 tratadas durante 30 min. con cis-platino E) Células MCF-7
silenciadas para rad50 tratadas durante 3 h con cis-platino F) Células MCF-7
silenciadas para rad50 tratadas durante 12 h con cis-platino. El dafio a DNA se
ve representado por las células que se encuentran tefiidas en color café o
marron y se considera que se encuentran en estado de apoptosis.




Discusién

VIl. DISCUSION

Las proteinas MRE11, RAD50 y NBS1 conforman el complejo MNR, el cual
esta involucrado en mecanismos de reparacion del ADN por recombinacion
homologa, mantenimiento telomerico y activacién de rutas de sefalizacion para
reparacion de DNA. (16,17,18,19,35,36) Nuestro grupo de investigacion
previamente comparo6 la expresion de MRE11 y RADS0 en biopsias de tumores de
mama provenientes de mujeres mexicanas y biopsias de tejido normal mediante
inmunohistoquimica, y observé que existian diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresion de estas dos proteinas. En particular
para Rad50 se observd que el 43% de los tejidos tumorales presentaban una
expresion fuerte, el 29% una expresion moderada y solo un 4% no expresaban la
proteina, a diferencia del tejido normal donde el 57% de las biopsias presentaban
una expresion fuerte, el 21% moderada y el 21% restante una expresion deébil
(Tesis de Maestria de Echarte Lourdes, UACM 2009). Estos resultados muestran
que la expresion de RAD50 en los diferentes tumores de mama analizados es muy
heterogénea, sin embargo, se observa que en la mayoria existe una expresion
fuerte de Rad50. Cuando Echarte analiza los niveles expresién de Rad50 en
diferentes lineas celulares de cancer de mama mediante Western blot, observa
que en las lineas MDA-MB-231 y MCF7 la expresion es muy similar, sin embargo,

en la linea ZR-75-1 no detecta la expresion de la proteina.
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En este trabajo determinamos los niveles de expresion de RADS50 en
diferentes lineas celulares de cancer de mama y analizamos el efecto del
silenciamiento de Rad50 en respuesta al tratamiento quimioterapéutico basado en

cis-platino.

Cuando nosotros repetimos los experimentos de Echarte y analizamos los
niveles de expresion de RAD50 en las 3 lineas celulares de cancer de mama
(MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-1) observamos que a diferencia de lo reportado la
linea ZR-75-1 si expresaba la proteina RAD50 en niveles muy similares a los
expresados por las lineas MDA-MB-231 y MCF-7 este resultado pudo ser debido a
que probablemente en la linea celular que se analizo en el trabajo de Echarte
puderan haberse generado mutaciones que generaran un silente natural y que la
cepa con la que nosotros trabajamos no presenta esta mutacion puesto que

pertenecen a un lote de células distintas a las trabajadas por Echarte.

Los niveles de expresion de RAD50 en las células pueden tener un papel
dual en el desarrollo del cancer y su progresién. Se ha observado que cuando
existen mutaciones en el gen rad50 se genera una baja en la expresion de la
proteina, el cual puede desencadenar la aparicion de sindromes y enfermedades
relacionadas con fragilidad cromosémica, como es el caso del sindrome de
Nijmegen breakage (38,39,40). Waltes R. y cols. observaron que pacientes que
presentaban este sindrome tenian una expresion baja de la proteina RAD50. Asi

mismo evaluaron el efecto de mutaciones sobre el gen rad50 en diferentes lineas
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celulares de linfoblastoma y observaron que cuando las irradiaban con rayos X
existia una respuesta deficiente de los mecanismos de reparacion del dafio al
DNA, lo que podria resultar en una serie de mutaciones, translocaciones y
deleciones, como las que se presentan en el sindrome Nijmegen breakage, lo cual
podria derivar en una mayor riesgo a desarrollar cancer. Por otro lado, se ha
observado que la sobreexpresion de proteinas que estan involucradas en rutas de
reparacion, como por ejemplo RAD50 y PARP (42,43,44,45) puede resultar en el
desarrollo de resistencia a quimioterapéuticos. Estas observaciones dan pie a
pensar que al silenciar los genes de proteinas relacionadas con reparacion a DNA
se podria lograr una sensibilizacion de células tumorales al tratamiento con

quimioterapéuticos que generan dafno a DNA.

Para comprobar esta hipoétesis, nosotros silenciamos la expresion de rad50
en la linea celular de cancer de mama MCF-7 mediante la técnica de RNA de
interferencia (RNAIi). Para ello de manera inicial se utilizaron dos secuencias
interferentes especificas para RAD50 (denominadas RAD50.1 y RADS0.2), las
cuales fueron disenadas y empleadas por Hui Zhong y cols (2005) y Weihang Chai
y cols (2006), respectivamente. Weihang Chai analiz6 el papel que juega RADS50
en el mantenimiento de los telémeros y de la integridad cromosémica una linea
celular de cancer de cérvix encontrando que al silenciar la expresion de rad50
habia un recortamiento en la longitud de los telémeros para la linea celular Hel a.

Por otro lado, Hui Zhong y cols. analizaron la respuesta al dafio al DNA via
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cascadas de fosforilacion que involucran a ATR en una linea celular de cabeza
HCT116 que tenia silenciada rad50. Estos autores encontraron que al silenciar
rad50 habia las rutas de sefializacion de reparacion del DNA que involucran a
ATM se veian retardadas, asi mismo se generaba una hipersensibilidad de esta
linea celular al tratamiento con radiacion UV. Por lo cual se decidi6 utilizar las
secuencias blanco que estos autores utilizaron para silenciar a rad50 en lineas
celulares de cancer de mama. En estos trabajos de logro silenciar la expresion de
rad50 Hui Zhong en un 90% y Weihang Chai en un 80%. Sin embargo al realizar
los primero ensayos de transfeccién y silenciamiento de rad50 en las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 nosotros no logramos
silenciar el gen rad50 probablemente esto se debié a que los métodos de
transfeccion utilizados entre Hui Zhong, Weihang Chai y nosotros fueron distintos
ellos utilizaron vectores virales mientras nosotros utilizamos un vector plasmidico y

lipofeccion, aunque no hay evidencia reportada que apoye esta idea.

Otra hipétesis que se planteo es que probablemente hay diferencias en
cuanto al silenciamiento de un gen entre diferentes lineas celulares, otra molécula
conocida que es capaz de regular la expresién génica de manera negativa son los
miRNA y se sabe que la expresion de estos miRNAs es tejido especifico, por lo
que probablemente estén sometidos a algun tipo de regulacion el cual podria ser
compartido por nuestros shRNAs, por ejemplo la presencia de secuencias

endogenas especificas del tejido mamario que tengan cierta complementariedad

- — —————
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con las secuencias Rad50.1 y Rad50.2 generando un efecto de secuestro e
inactivacion de las secuencias estas secuencias interferentes sin embargo esto es
solo una hipotesis de la cual no hay evidencia reportada y por ultimo se penso que
las condiciones de transfeccion no eran adecuadas , por lo que se realizé el
disefio de otras 4 secuencias interferentes y se optimizaron las condiciones de

transfeccion.

Una vez encontradas las condiciones de transfeccion 6ptimas se intento
silenciar nuevamente a rad50, en esta ocasion se obtuvieron resultados favorables
y aunque las secuencias Rad50.1 y Rad50.2 silenciaban en algun grado a RAD50
este era muy bajo, no como el reportado por Hui Zhong y Weihang Chai. Por lo
que se optd por la utilizacion de las secuencias interferentes Rad50.4 y Rad50.6

las cuales mostraron un mayor silenciamiento para el gen rad50

Lo que nosotros encontramos fue que al silenciar la expresion de rad50 en
la linea celular MCF-7, podiamos sensibilizarlas al tratamiento basado en cis-
platino. El siguiente paso fue determinar si las células MCF-7, a las cuales les
silenciamos la expresion de rad50 eran o no mas sensibles al tratamiento
quimioterapéutico basado en cis-platino, por lo cual se determin6 la DL50 de cis-
platino para esta linea celular obteniendo un DL50 de 25.8 uM. Esta DL50 es muy
similar a la reportada por J Leon y cols ( 2006) los cuales realizaron el perfil de
citotoxicidad a diferentes quimioterapéuticos en diferentes lineas de cancer

obteniendo una DL50 a cis-platino de 16-4 +/-2.8 para la linea celular MCF-7. Sin

————— S e
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embargo también P. Tassone y cols. determinaron la DL50 para la linea celular
MCF-7 en el 2003 obteniendo un rango entre, 60-70 uM la cual es mas elevada a
la encontrada por nosotros y por J.Leon por lo que se decidi6é tomar para todos los
experimentos de sensibilidad las DL50 determinadas experimentalmente para
nuestras células MCF-7. Lo que nosotros encontramos fue que al silenciar la
expresion de rad50 en la linea celular MCF-7 ,podiamos sensibilizarlas al
tratamiento basado en cis-platino. Previamente Waleed M. y cols generaron una
mutante negativa para RAD50 en células de cancer de cabeza y cuello ellos
tenian como objetivo determinar si la disminucion en la expresion de RADS50
podria producir un efecto de silenciamiento en sus lineas celulares al tratamiento
con cis-platino. Lo que ellos lograron fue una sensibilizacion al tratamiento con
cisplatino de su células transfectadas con un vector viral nuevo que contenia la
secuencia codificante para la mutante dominante negativa. Sin embargo no
existen reportes que analicen este efecto para células tumorales de cancer de
mama. Nosotros encontramos como ya se menciono un efecto muy similar al
reportado por Walled vy cols. al tratar con cis-platino a la linea celular MCF-7 para
la cual se silencio la expresion de rad50 lo que observamos fue que a las células
silenciadas para rad50. al ser tratadas con cis-platino presentaban niveles de
muerte celular muy elevado puesto que aproximadamente del 70% a las 12 h de
tratamiento. Las células utilizadas como control las cuales no fueron silenciadas
para rad50, al ser tratadas con cis-platino durante un mismo lapso de tiempo
presentaban una muerte celular de aproximadamente 20% esto representa un
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efecto importante de sensibilizacién de la linea celular MCF-7 silenciada para
rad50 al cis-platino, efecto muy similar observado para las lineas celulares
JHUO012 y JHU029 por Waleed y cols aunque ellos lo observaron a tiempos mas

largos.

Otro efecto interesante observado en las células silenciadas par RADS50 fue
que su proliferacion celular se detuvo, al menos durante las 48 hrs que duro el
estudio, a diferencia de lo reportado por Walleed y cols donde ellos observaron

proliferacion celular baja pero constante.

Al realizar los tratamiento combinados se observaron comportamientos muy
similares a los descritos anteriormente, al tratar las células silenciadas para rad50
con la combinacién cis-platino/doxorubicina se puede observar a las 12 horas de
tratamiento que hay altos niveles de muerte celular puesto que al analizar la
viabilidad celular, esta solo es del 20% lo cual es menor a los valores obtenidos de
los tratamiento con Unicamente cis-platino los cuales eran alrededor del 30% de
viabiliad celular. Otro efecto interesante observado al tratar a las células
silenciadas para rad50 con esta combinacién fue que a tiempos mas largos (36 y
48 h) la viabilidad celular disminuye drasticamente llegando a valores de entre O-
3%, efecto no observado en el tratamiento con cis-platino, por lo que se puede
inferir que la combinaciéon de estus dos quimioterapéuticos mas el silenciamiento
de rad50 logran un efecto sinérgico incrementando el efecto terapéutico de estos

farmacos.

s

Pagina 91




Discusion

e e e T e s e e e b

Un efecto interesante fue el que se observé al tratar a las células
silenciadas para rad50 con la combinacion cis-platino/taxol, puesto que al analizar
la viabilidad celular de células transfectadas con las construcciones Rad50.4 y
Rad50.6 en efecto a 12, 24 y 36 h es muy similar al observado al tratar células en
las mismas condiciones Unicamente con cis-platino, este efecto resulto
desconcertante puesto que al combinar cis-platino con doxorubicina se logro un
efecto sinérgico se esperaba que sucediera un efecto muy similar al tratar células
silenciadas para rad50 con la combinacién cis-platino/taxol sin embargo el efecto
fue muy similar al busto con la monoterapia con cis-platino. Una posible respuesta
del porque esta diferencia entre el efecto de las dos conbinaciones es el dafio que
es capaz de generar cada farmaco y el momento en el cual es mas activo es decir
mientras la doxorubicina es capaz actuar en cualquier momento del ciclo celular al
generar de manera indirecta SSBs, DSBs y de generar muerte celular por
induccién de liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) el taxol es mas
activo en células que se estan en proceso de division celular, puesto que actua
uniéndose a los microtubulos impidiendo su despolimerizacion, generando muerte
celular por apoptosis, y un efecto observado en los tres tratamientos realizados, es
que al silenciar a rad50 las células no son capaces de seguirse replicandose
puesto que no incrementan su numero durante las 48 h que duran los ensayos de
sensibilizacion a quimioterapéuticos es decir, si las células no se dividen el efecto

del taxol se va a ver menguado y no va a generar la muerte celular esperada.
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Una vez que se silenci6 RAD50 en las células MCF-7 se procedio a
determinar si la muerte celular observada era una consecuencia del dafo
generado por el cis-platino. Una manera indirecta de detectar el dafio al DNA,
particularmente de rupturas de doble cadena es determinar la presencia de la
histona H2AX en su estado fosforilado (YH2AX). Se analiz6 y compard la
presencia de la histona yH2AX mediante WB e IF en células transfectadas con la
construccién pSilencer-Rad50.6 y células sin transfectar como control, ambas
tratadas con cis-platino a la misma dosis. En las células sin transfectar se pudo
observar en el western blot una clara sefial correspondiente a la YH2AX en el peso
esperado (15kD), a los 30 min de tratamiento con cis-platino. Esto es muy similar a
lo reportado por Dmitrieva |. y cols (2008) donde detectan un mayor numero de
DSBs entre los 15 y 90 minutos ademas de la detecciéon de la yH2AX desde los
30 min y mayor sefial entre los 60 y 90 después de un tratamiento con altas
concentraciones de NaCl en células HelLa. Sin embargo para las células MCF-7
silenciadas para RAD50 esta sefial se observo con una intensidad muy similar a
las células control hasta las 12 h. Esto se puede explicar por el efecto observado
por Kobayashi J. y cols. los cuales observaron que NBS1 que forma parte del
complejo MRN es importante para desencadenar la cascada de sefalizacion que
involucra a ATM y a la histona H2AX. El complejo MRN es capaz de sensar el
dafo al DNA, promover la autofosforilacion de ATM y esta a su vez promueve la
fosforilacion de la histona H2AX. Al silenciar a rad50 el complejo MRN se

desestabiliza por lo cual no es capaz de realizar sus funciones con eficacia esto
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los reporto Walled y cols (2009), por lo tanto al nosotros al silenciar a RAD50
desestabilizamos el complejo MRN retardando la cascada de sefalizacion que
involucra la fosforilacion de la histona H2AX lo cual explica el efecto visto en este
ensayo. Otro ensayo para deteccién in situ de dafio a DNA es el ensayo de
TUNEL el cual es ampliamente utilizado para determinar y analizar dafio o
fragmentacion del DNA en una gran variedad de tipos celulares, ademas de ser
capaz de discriminar entre muerte celular por apoptosis o necrosis (54,55,56) ,
para este ensayo nosotros transfectamos células MCF-7 con la construccion
pSilencer-Rad50.6, estas celulas fueron tratadas con cis-platino a la DL50 y de
analizo por TUNEL a diferentes tiempos de tratamiento (0 ,30 min, 3,12 h) con el
objetivo de determinar si la muerte celular observada en los ensayos de
quimiosensibilidad con quimioterapéuticos era debido a la generacion de DSBs por
efecto del tratamiento con cis-platino o era debido a otra causa. Como se puede
ver en la figura 21 desde los 30 minutos de tratamiento ya hay generacién de dafo
a DNA y este dafio segun lo observado en los ensayos de deteccion de la YH2AX
es suficiente para promover la fosforilacion de la histona H2AX la cual detectamos
mediante inmunodeteccion e inmunofluorecencia obteniendo una senal fuerte de
fosforilacion, sin embargo en las células silenciadas para rad50 la cantidad de
dafio generado al DNA por el cis-platino a los 30 min de tratamiento no es
suficiente para generar la misma respuesta (fosforilacion de la histona H2AX)
observada en la figura 21 para las células control bajo las mismas condiciones.
Otro dato importante que correlaciona con los resultados obtenidos de los
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tratamientos con quimioterapéuticos a células silenciadas para rad50 es que de
manera general hay un fuerte descenso en la viabilidad celular de estas tras 12
horas de tratamiento. Al analizar mediante TUNEL el nivel de dafo generado a
células MCF-7 silenciadas para rad50 y tratadas con cis-platino durante 12 horas
se pudo observar que la mayoria de las células se encontraban en estado de
apoptosis (figura 21) por los que la muerte celular observada en los ensayos de

quimisensibilidad es debida al dafio generado (DSBs) por el cis-platino.
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VIIl. CONCLUSIONES

El objetivo general del presente trabajo fue analizar el efecto del
silenciamiento del gen rad50 en lineas celulares de cancer de mama en respuesta
al tratamiento con las combinaciones cis-platino/paclitaxel y cis-platino-
doxorubicina para ello lo primero que se realiz6 fue el disefo de un set de
secuencias interferentes mediante las cuales se llevaria a cabo el silenciamiento
del gen rad50 . se eligieron 6 secuencias 2 de ellas ya habian sido utilizadas
previamente para el silenciamiento de rad50 (Rad50.1 y Rad50.2) y las otras 4
fueron disefiadas en nuestro laboratorio (Ra50.3,Ra50.4,Rad50.5,Rad50.6) las
cuales fueron clonadas dentro del vector plasmidico pSilencer 5.1 U6 Retro
(Ambion), todas estas secuencias tenian como blanco distintas regiones del
mRNA del gen rad50 humano, sin embargo al realizar nuestros ensayos de
transfeccion solo 2 de ellas (Ra50.4 y Rad50.6) resultaron ser eficaces para el
silenciamiento del gen rad50. La linea celular MDA-MB-231 no pudo ser
analizada puesto que el mismo proceso de transfeccion generaba una gran muerte
celular. Una vez que se logro silenciar rad50 en la linea celular MCF-7 se
realizaron ensayos de quimiosensibilidad. De estos ensayos se pudo concluir que
al silenciar al gen rad50 en la linea celular MCF-7 esta es mas sensible al
tratamiento con quimioterapéuticos basada en cis-platino logrando un mayor

efecto a las 12 h de tratamiento obteniendo una viabilidad celular alrededor del 30
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% para la monoterapia de cis-patino, 20% para la terapia combinada cis-

platino/doxorubicinay 25-30% para la combinacion cis-platino/taxol.

El efecto de los quimioterapéuticos sobre las células silenciadas para rad50
indicaba que estas eran mas sensibles a los quimioterapéuticos utilizados sin
embargo habia que verificar que la muerte celular observada en los tratamientos
con quimioterapéuticos era debida al dafio generado por los mismo es decir dafio
directo a DNA (DSBs) para lo cual se realizaron 2 ensayos, la deteccion in situ del
estado fosforilado de la histona H2AX (yH2AX) mediante inmunodeteccion e
inmunofluorescencia y ensayo de TUNEL. Ambos ensayos estan enfocados a
analizar el dafio generado a DNA in situ y son especificos para detectar DSBs.
Mediante el ensayo de deteccion del la yH2AX se pudo determinar que habia dafio
generado a DNA desde los primero 30 minutos de tratamiento , sin embardo hubo
diferencias en cuanto a la sefal detectada de la YH2AX puesto que para las
células control que no estaban silenciadas para rad50 después de 30 min de
tratamiento con cis-platino la sefal era fuerte y para las células silenciadas para
rad50 esta sefal era baja a los 30 min e iba incrementando hasta igualar la sefal
detectada en las células control pero después de 12 h de tratamiento. De estos
ensayos se pudo concluir que al silenciar rad50 el complejo MRN se desestabiliza,
como ya se menciono este complejo cumple dos funciones en la reparacion del
dafo a DNA, efector y sensor, como sensor va a detectar el dafio generado a DNA
y promover mediante la interaccién de la proteina NBS1 la autofosforilacion de
ATM, la cual a su vez promueve la fosforilacion de la histona H2AX, por lo que al
silenciar rad50 esta cascada de senalizacion se ve afectada. Por lo que la

— ___  _  _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _— ]
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deteccidn de la yH2AX ademas de servirnos como un marcador temprano de dafo
a DNA, nos sirvi6 como sensor indirecto del estado del complejo MRN en las

celulas silenciadas para rad50.

Por ultimo del ensayo de TUNEL se puede concluir que la muerte celular
observada a las 12 horas de tratamiento con quimioterapéuticos es debida a la
generacion de DSBs, esto al observar que a las 12 horas de tratamiento
aproximadamente el 70% de las células se encontraban en estado de apoptosis lo

cual correlaciona con lo observado en los ensayo de quimiosensibilidad.

e - . ]
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Apéndice de soluciones y medios de cultivo

W

X. APENDICE (soluciones y medios de cultivo).

Medios de cultivo:

-LB:

10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl, Aguac.b.p. 1L. Se
ajusta el pH a 7.5. Se esteriliza por autoclave.

- DMEM, SFB 10%, PISt (100 ml):

90 ml de Gluta-MAX-I (DMEM, alto glucosa y glutamina, Invitrogen), 10 ml de
Suero

fetal bovino (Invitrogen), previamente inactivado durante 30 min a 56 °C e
incubado

durante 2 dias a 37 °C y 1 ml de solucién de Penicilina (10.000 U/ml)-
Estreptomicina (10.000 ug/ml), (HyClone).

Amortiguador de carga para proteinas (2X):

2.5 ml de Tris-HCI 0.5 M, 0.4 mg de SDS, 2ml de glicerol, 200 ug de 3-
mercaptoetanol y 0.1 mg de azul de bromofenol en un volumen final de 10 ml. pH
6.8.

Amortiguador de corrida para electroforésis de proteinas:
Tris-base 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS 1%.

TAE (50X):
242 g de Tris-base, 57.1 ml de acido acético glacial, 37.2 g de Na2EDTA.2H20.
Agua c.b.p. 1L.

TBE (10X):
108 g de Tris-base, 55 g de acido borico, 40 ml 0.5 M de EDTA pH 8. Agua c.b.p.
1L.
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TE:
Tris.Cl 10 mM, pH 7.4 y EDTA 1 mM pH 8.0.

Soluciéon bloqueadora para Western blot:
5% de leche descremada en PBS 1x pH 7.4

Amortiguador de transferencia (1X):
Tris (0.025 M), glicina (0.192 M), 20 % de metanol.

Amortiguadores para la obtencién de extractos totales:
-TNTE: 50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 0.1% Tritén X-100, 1 mM EDTA

PBS pH 7.4:
NaCl 137 mM, KH2PO4 1.47 mM, NaH2P04.12H20 6.47 mM y KCI 2.68 mM.

Solucion de Azul de Coomasie (1 L):
Coomasie R-250 al 0.25%, 500 ml de metanol y 70 ml de acido acético. Agua
c.b.p.1L.

Solucion destenidora:
Etanol 30 %, acido acético 10 % y Agua bidestilada 60%.

Reactivo de Bradford:

50 mg de Azul de Coomasie G-250, 25 ml de etanol al 100%, 50 ml de acido
fosforico al 85 % y 500 ml de agua bidestilada. La solucion se filtra con papel
Whatman No. 1.
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Solucién stock de Cis-platino:

El dia previo a ser utilizado se pesa la cantidad deseada y se diluye en PBS 1x,
pH 7.4. Se almacena a -20 °C.
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