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RESUMEN 

		

	1	Resumen		 Mientras	 que	 el	 	 incremento	 en	 los	 niveles	 del	 inhibidor	 de	 quinasas	dependiente	 de	 ciclinas	 p 	 ha	 sido	 reportado	 extensamente	 en	 respuesta	 a	variados	tratamientos	genotóxicos,	lo	opuesto	ocurre	en		respuesta	a	la	irradiación	UVC	en	donde	p 	disminuye	sus	niveles	de	expresión	como	consecuencia	de	una	proteólisis.	 Esta	 degradación	 sugiere	 que	 p 	 podría	 estar	 reprimiendo	 algún	proceso	 relevante	para	 la	 respuesta	 celular	 a	 la	 irradiación	UVC.	 En	 este	 trabajo	demostramos	 que	 la	 estabilización	 forzada	 de	 p 	 luego	 de	 luz	 UV	 bloquea	 la	replicación	 sobre	 ADN	 lesionado.	 Este	 impedimento	 está	 relacionado	 con	 un	defecto	en	el	reclutamiento	de	polimerasas	especializadas	necesarias	para	replicar	sobre	 ADN	 dañado,	 que	 forman	 parte	 de	 un	 proceso	 conocido	 como	 Síntesis	 de	ADN	 por	 Translesión,	 TLS,	 del	 inglés	 Translesion	 DNA	 Synthesis .	 Los	 defectos	observados	en	la	replicación	de	ADN	lesionado	correlacionan	con	un	aumento	en	los	 marcadores	 de	 estrés	 replicativo,	 inestabilidad	 genómica	 y	 aumento	 de	 la	muerte	 celular.	 )nteresantemente	 estos	 efectos	 deletéreos	 desaparecen	 si	 se	remueve	el	sitio	de	unión	a	PCNA,	 P)P	box 	de	p ,	sugiriendo	que	la	perdida	de	interacción	entre	p 	y	PCNA	es	suficiente	como	para	permitir	el	reclutamiento	de	proteínas	de	unión	a	PCNA	 como	las	polimerasas	especializadas 	relevantes	para	la	 respuesta	 a	 irradiación	 UV.	 Por	 otro	 lado	 la	 expresión	 de	 una	 construcción	degradable	 de	 p 	 tuvo	 un	 efecto	 transiente	 sobre	 los	 eventos	 de	 replicación	temprana	 y	 sobre	 el	 reclutamiento	 de	 las	 polimerasa	 de	 TLS	 en	 respuesta	 a	irradiación	 UV.	 Estos	 defectos	 temporarios	 desaparecen	 en	 correlación	 con	 la	degradación	 de	 p ,	 sin	 observarse	 consecuencias	 sobre	 eventos	 de	 replicación	tardía	o	sobre	la	estabilidad	genómica.	En	conjunto,	nuestros	datos	sugieren	que	la	función	biológica	asociada	a	la	degradación	de	p 	en	respuesta	a	irradiación	UV	es	la	de	promover	la	replicación	sobre	ADN	lesionado	a	través	de	 	una	correcta	y	efectiva	activación	de	los	eventos	de	TLS.	
Palabras	claves	

p21,	 H2AX,	 53BP1,	 TLS,	 polimerasas	 especializadas,	 ADN	 lesionado,	 PCNA,	

inestabilidad	genómica.	



ABSTRACT 

		

	2	Abstract	
UV‐triggered	p21	degradation	facilitates	damaged‐DNA	

replication	and	preserves	genomic	stability	While	 many	 genotoxic	 treatments	 upregulate	 the	 cyclin	 kinase	 inhibitor	p ,	agents	such	as	UV	irradiation	trigger	p 	degradation.	This	suggests	that	p 	blocks	a	process	relevant	for	the	cellular	response	to	UV.	(ere	we	show	that	forced	p 	 stabilization	 after	 UV	 strongly	 impairs	 damaged‐DNA	 replication,	 which	 is	associated	 with	 permanent	 deficiencies	 in	 the	 recruitment	 of	 DNA	 polymerases	from	 the	 Y	 family	 involved	 in	 translesion	 DNA	 synthesis	 ‐TLS ,	 with	 the	accumulation	 of	 DNA	 damage	 markers	 and	 increased	 genomic	 instability.	Remarkably,	such	noxious	effects	disappear	when	disrupting	the	PCNA	interacting	motif	 P)P 	 of	 stable	 p ,	 thus	 suggesting	 that	 the	 release	 of	 PCNA	 from	 p 	interaction	 is	 sufficient	 to	 allow	 the	 recruitment	 to	 PCNA	of	 partners	 such	 as	 Y	polymerases 	 relevant	 for	 the	 UV	 response.	 	 Expression	 of	 degradable	 p 	 only	transiently	delays	early	replication	events	and	Y	polymerase	recruitment	after	UV	irradiation.	 These	 temporary	 defects	 disappear	 in	 a	manner	 that	 correlates	with	p 	 degradation	with	 no	 detectable	 consequences	 on	 later	 replication	 events	 or	genomic	 stability.	 Together,	 our	 findings	 suggest	 that	 the	 biological	 role	 of	 UV‐triggered	 p 	 degradation	 is	 to	 prevent	 replication	 defects	 by	 facilitating	 the	tolerance	of	UV–induced	DNA	lesions.		
Key	words:	

p21,	 H2AX,	 53BP1,	 TLS,	 Y	 family	 polimerases,	 damaged	 DNA,	 PCNA,	 genomic	

instability.
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3	Introducción		
3.1	La	inestabilidad	de	la	molécula	de	ADN	desafía	la	
probabilidad	de	lograr	un	copiado	fiel	Los	 libros	 de	 texto	 indican	 que	 la	 replicación	 de	 ADN	 es	 un	 proceso	 que	permite	 la	 duplicación	 exacta	 del	 material	 genético.	 Sin	 embargo,	 la	 naturaleza	inestable	del	ADN	 la	cuál	es	de	mucha	utilidad	desde	el	punto	de	vista	evolutivo ,	hace	que	la	duplicación	inalterada	del	mismo	sea	un	evento	ideal,	posiblemente	no	alcanzable	 en	 la	 realidad.	 El	 objetivo	 de	 esta	 introducción	 es	 el	 de	 proveer	información	 que	 deje	 en	 evidencia	 la	 complejidad	 y	 probablemente	 la	inexistencia 	de	un	evento	de	duplicación	de	ADN	libre	de	errores	de	copiado.			

3.1.1	El	ADN:	un	molde	imperfecto	La	 replicación	del	ADN,	que	 tiene	 lugar	durante	 la	 fase	 S	del	 ciclo	 celular,	tiene	 como	 objetivo	 duplicar	 el	 material	 genético	 de	 la	 célula.	 El	 desafío	 del	proceso	de	replicación	es	el	de	copiar	el	ADN	de	la	manera	más	fiel	posible	dado	que	cualquier	error	de	copiado	es	transmitido	a	la	célula	hija	y	perpetuado	en	las	generaciones	 siguientes	 pudiendo	 dar	 lugar	 a	 mutaciones	 que	 alteran	 la	estabilidad	genómica	de	la	célula.	Por	esto	el	proceso	de	la	replicación	de	ADN	es	altamente	 complejo	 y	 no	 involucra	 solo	 a	 los	 complejos	moleculares	 encargados	del	copiado	de	ADN	sino	varios	complejos	auxiliares	involucrados	en	preservar	la	velocidad	y	la	finalización	del	proceso	de	duplicación	de	ADN.	El	fin	último	de	los	mecanismos	 auxiliares	 es	 el	 de	proteger	 la	 viabilidad	 celular	 y	prevenir	 cambios	genómicos,	 variables	que	dependen	en	gran	medida	de	una	eficiente	duplicación	del	ADN.		Para	 comprender	 la	 necesidad	 de	 eventos	 de	 auxilio	 de	 la	 replicación	normal	 es	 necesario	 discutir	 inicialmente	 variables	 que	 pueden	 desafiar	 la	replicación	 de	 ADN.	 Existen	 barreras	 replicativas	muy	 frecuentes	 que	 ponen	 en	peligro	 la	 continuidad	 de	 la	 replicación	 de	 ADN.	 Aún	 en	 ausencia	 de	 estrés	replicativo	el	ADN	está	 sometido	a	 frecuentes	cambios	químicos	o	daño/lesiones	que	 resultan	 en	 su	mayoría	 del	 efecto	 colateral	 del	 propio	metabolismo	 celular.	
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Dichas	lesiones	en	el	ADN	causan,	en	mayor	o	menor	medida,	deformaciones	en	la	estructura	del	ADN	que	representan	un	obstáculo	insuperable	para	las	polimerasas	replicativas	que	copian	el	ADN	molde.	El	frenado	del	proceso	de	copiado	y	mucho	más	 aún,	 el	 desacople	 de	 los	 complejos	 replicativos	 del	 ADN	 molde	 pueden	promover	 errores	 mutaciones 	 por	 lo	 que	 los	 eventos	 de	 auxilio	 se	 hacen	indispensables.	 Es	 importante	 destacar	 que	 los	 eventos	 de	 auxilio	 pueden	 ser	necesarios	 en	 manera	 frecuente	 ya	 que,	 por	 el	 contario	 a	 lo	 esperado,	 dicha	situación	 podría	 presentarse	 en	 cualquier	 evento	 de	 replicación	 de	 ADN.	 Esto	queda	en	evidencia	cuando	se	mide	 la	 frecuencia	de	acumulación	de	 lesiones	por	células.	 El	 número	 es	 inesperadamente	 alto:	 aproximadamente	 . 	 lesiones	espontáneas	por	día	 ,	valor	que	sube	en	casi	dos	órdenes	de	magnitud	durante	una	 inocente	 exposición	 a	 luz	 solar	 .	 Por	 lo	 tanto,	 el	 ADN	molde,	 lejos	 de	 ser	perfecto,	 presenta	 continuos	 desafíos	 que	 no	 pueden	 ser	 acomodados	 por	 el	proceso	de	replicación	basal.	Por	esto,	los	mecanismos	auxiliares	de	la	replicación	de	ADN	son	necesarios	durante	la	replicación	y	sirven	para	garantizar	la	sobrevida	celular	y	su	estabilidad	genómica.		
3.1.2	Los	mecanismos	auxiliares	de	la	replicación	de	ADN	Los	 mecanismos	 auxiliadores	 de	 la	 estabilidad	 genómica	 y	 la	 sobrevida	celular	han	evolucionado	y	se	han	conservado	desde	las	levaduras	hasta	los	seres	humanos.	 Entre	 ellos,	 los	 mecanismos	 biológicamente	 más	 relevantes	 son:	 la	

reparación	del	ADN,	que	promueve	 la	 remoción	 de	 la	 lesión	de	 la	manera	más	eficiente	 posible;	 el	 mecanismos	 de	 chequeo	 de	 fase	 S,	 encargado	 de	 la	estabilización	de	horquillas	atascadas	y	de	generar	una	ventana	temporal	para	 la	remoción	 de	 lesiones	 disminuyendo	 la	 velocidad	 de	 replicación	 mediada	 por	 la	inhibición	 en	 el	 disparo	 de	 orígenes	 de	 replicación;	 y	 los	 mecanismos	 de	

tolerancia	al	daño	genómico,	que	promueven	 la	utilización	de	bases	 lesionadas	como	 molde	 replicativo,	 evitando	 el	 atascamiento	 de	 horquillas	 de	 replicación	activas.	Dentro	de	los	mecanismos	de	tolerancia	se	destaca	la	síntesis	de	ADN	por	translesión	 TLS,	del	inglés	Translesion	DNA	Synthesis .	Fallas	en	el	desempeño	de	cualquiera	 de	 estos	 mecanismos	 auxiliares	 a	 la	 replicación	 de	 ADN	 lesionado	pueden	desencadenar	eventos	de	estrés	replicativos	que	involucran	la	perdida	de	viabilidad	y	la	integridad	genómica.	
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3.1.3	Mi	aporte	al	entendimiento	de	la	replicación	de	ADN	
lesionado	En	 particular	 nuestro	 laboratorio	 se	 concentra	 en	 comprender	 distintos	aspectos	 regulatorios	 de	 procesos	 de	 tolerancia	 al	 daño	 genómico	 y	 sus	implicaciones	en	 la	estabilidad	genómica	de	células	 sometidas	a	 la	 luz	UV,	estrés	genotóxico	 al	 que	 los	 organismos	 vivos	 están	 crónicamente	 expuestos.	 En	particular,	en	este	trabajo	de	tesis	focalizamos	nuestro	estudio	en	el	entendimiento	de	mecanismos	de	síntesis	de	ADN	por	translesión	 TLS .		En	 este	 trabajo	 de	 tesis	 demostramos	 que	 el	 inhibidor	 de	 quinasas	dependiente	 de	 ciclinas,	 p ,	 es	 un	 regulador	 negativo	 de	 TLS.	 En	 una	 primera	etapa	identificamos	la	necesidad	de	remover	a	p 	para	evitar	la	acumulación	de	marcadores	 de	 estrés	 replicativo	 y	 de	 inestabilidad	 genómica	 luego	 de	 la	exposición	 a	 luz	 UVC.	 En	 una	 segunda	 etapa	 demostramos	 una	 asociación	molecular	 entre	 la	 regulación	 negativa	 de	 p 	 después	 de	 irradiación	 UV	 y	 la	eficiente	activación	del	mecanismo	de	TLS.	Concluimos	que	la	regulación	negativa	de	 p 	 después	 de	 irradiación	 UV	 es	 necesaria	 para	 proteger	 la	 estabilidad	genómica	dependiente	de	TLS	en	células	en	replicación	activa.	Antes	de	presentar	 el	 detalle	 de	 los	 resultados	obtenidos	 será	 importante	detallar	los	conocimientos	actuales	sobre	los	mecanismos	hasta	aquí	mencionados.		
3.2	Replicación	del	ADN	en	organismos	superiores	La	 duplicación	 del	 ADN	 comienza	 en	 sitios	 conocidos	 como	 orígenes	 de	replicación.	 En	 organismos	 superiores,	 estos	 orígenes	 se	 encuentran	 agrupados,	formando	 zonas	 clusters 	 de	 iniciación,	 los	 cuales	 son	 activados	 disparados 	 a	diferentes	 tiempos	durante	 la	 fase	S	 ,	 .	 Esto	permite	mantener	un	 tiempo	de	replicación	determinado	ya	que	 la	duración	de	 la	 fase	S	es	determinante	para	un	correcto	 progreso	 a	 través	 del	 ciclo	 celular.	 Cada	 origen	 de	 replicación	 debe	 ser	licenciado	y	disparado	por	mecanismos	que	no	se	van	a	discutir	en	esta	tesis	 para	una	reseña	ver	Jones	RM	&	Petermann	E	 	Biochem	J	 : ‐ .	Una	vez	 disparados	 los	 orígenes	 se	 forma	 la	 horquilla	 de	 replicación	 donde	 el	 ADN	molde	 y	 naciente	 son	 rodeados	 por	 un	 complejo	 proteico,	 replisoma,	 que	 se	describirá	a	continuación.	El	replisoma	está	formado	por	la	helicasa	MCM/CDC 	
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que	desenrolla	el	ADN	exponiendo	ADN	simple	cadena	que	actúa	como	molde	de	copiado	 y	 los	 factores	 de	 elongación	 de	 la	 replicación	 que	 incluyen	 a	 las		polimerasas	 de	 ADN	 y	 a	 proteínas	 accesorias	 que	 aumentan	 su	 velocidad	 de	copiado	o	procesividad.	Dichas	proteínas	 son	 la	plataforma	deslizante	PCNA	 del	inglés,	 Proliferating	 Cell	 Nuclear	 Antigen ,	 indispensable	 para	 el	 cargado	 de	 las	polimerasas	e	la	cromatina	y	para	asegurar	una	replicación	altamente	procesiva		y	el	 factor	 RFC	 del	 inglés,	 Replication	 Factor	 C ,	 necesario	 para	 abrir	 y	 cargar	 el	anillo	 trímerico	 PCNA	 sobre	 el	 ADN .	 Se	 suman	 además	 otros	 complejos	proteicos	 que	 promueven	 la	 estabilidad	 de	 la	 horquilla	 para	 más	 información	sobre	estas	proteínas	revisar	Masai	et	al.	 .	Las	 horquillas	 de	 replicación	 son	 estructuras	 complejas	 que	 aseguran	 la	duplicación	semiconservativa	del	ADN.	La	acción	de	las	polimerasas	está	precedida	y	acoplada	a	la	apertura	de	la	doble	hélice	por	parte	de	las	helicasas	que	presentan	a	 la	 maquinaria	 de	 replicación	 dos	 hebras	 moldes.	 La	 elongación	 se	 produce	 a	partir	 del	 extremo	 ’‐O(	 libre,	 por	 lo	 que	 el	 sentido	 de	 incorporación	 de	 los	nucleótidos	es	siempre	 ’‐ ’.	Debido	a	la	naturaleza	química	del	ADN	en	una	de	las	cadenas	 los	 nucleótidos	 son	 presentados	 en	 dirección	 ’‐ ’,	 generándose	 una	replicación	semi‐discontinua	 Figura	 . .	La	hebra	que	es	presentada	al	replisoma	en	 sentido	 ’‐ ’	 mantiene	 una	 elongación	 continua	 y	 coincide	 con	 el	 sentido	 de	replicación	 de	 las	 polimerasas	 replicativas,	 en	 este	 caso	 llevado	 a	 cabo	 por	 la	polimerasa	 ,	es	 llamada	cadena	o	hebra	 líder.	La	segunda	hebra	es	presentada	en	dirección	 ’‐ ’	por	 lo	que	 la	 elongación	 se	produce	en	manera	más	 complejas	mediante	 la	 formación	 de	 fragmentos	 discontinuos	 en	 dirección	 ’‐ ’,	 conocidos	como	fragmentos	de	Okazaki,	esta	hebra	es	llamada	cadena	o	hebra	retrasada,	y	los	 fragmentos	 son	 sintetizados	 por	 la	 polimerasa	 .	 ,	 .	 Debido	 a	 que	 cada	fragmento	de	Okazaki	debe	iniciar	di	novo	el	proceso	de	replicación	es	necesaria	la	acción	de	 la	primasa	Pol	α	y	 la	 ligación	de	 los	 fragmentos	de	Okazaki	 retrasados	por	 parte	 de	 Lig .	 En	 todos	 los	 casos,	 el	 ADN	 a	 simple	 cadena	 expuesto	 es	protegido	por	la	proteína	de	unión	a	simple	cadena	RPA	que	es	desplazada	por	los	complejos	replicativos	a	medida	que	la	replicación	avanza.	A	su	vez	 las	nucleasas	RNAsa(	y	FEN 	se	encargan	de	remover	 los	cebadores	de	RNA	insertados	por	 la	Pol	α,	mientras	que	FEN 	procesa	 los	 extremos	 ’	 de	 los	 fragmentos	de	Okazaki	para	que	Lig 	pueda	unirlos	
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Este	 complejo	 modelo	 de	 replicación	 busca	 asegurar	 una	 replicación	continua	evitando	el	retraso	innecesario	de	horquillas	activas	que	podrían	llevar	al	desacoplamiento	 de	 la	 maquinaria	 de	 replicación	 con	 consecuencias	 deletéreas	para	la	célula	como	se	discutirá	más	adelante.		
	

Figura	3.1:	Proteínas	que	forman	parte	de	una	típica	horquilla	de	replicación:	 i 	proteínas	MCM	del	 inglés	 Mini‐Chromosome	 Maintenance ,	 seis	 subunidades.	 Son	 las	 helicasas	 encargadas	 de	abrir	la	doble	hélice	de	ADN	para	iniciar	la	replicación;	 ii 	proteínas	de	unión	a	ADN	simple	cadena	RPA 	cuya	función	es	proteger	 las	regiones	de	ADN	simple	cadena	de	 la	acción	de	 las	nucleasas;	
iii 	 primasa	 complejo	 de	 entre	 una	 polimerasa	 de	 ARN	 y	 Pol	 α 	 encargada	 de	 sintetizar	 los	cebadores	de	ARN	y	pequeños	fragmentos	de	ADN	para	iniciar	los	fragmentos	de	Okazaki;	 iv 	Pol	,	la	ADN	polimerasa	responsable	de	sintetizar	la	mayor	fracción	de	los	fragmentos	de	Okazaki;	 v 	Pol	 ɛ,	 la	 ADN	 polimerasa	 responsable	 de	 la	 síntesis	 de	 la	 cadena	 líder;	 vi 	 PCNA,	 la	 plataforma	deslizante	para	 las	polimerasas	replicativas,	encargada	de	 la	procesividad	de	 las	polimerasas	y	 la	coordinación	del	proceso	de	maduración	de	 los	 fragmentos	de	Okazaki;	 vii 	RFC,	 es	el	 complejo	encargado	de	unir	a	PCNA	a	la	doble	hélice	de	ADN;	 viii nucleasas,	que	incluyen	RNasa(,	DNA 	y	FEN ,	 encargadas	 de	 remover	 los	 cebadores	 de	 ADN;	 ix 	 ADN	 Lig ,	 responsable	 de	 unir	 los	fragmento	de	Okazaki	procesados	en	una	hebra	de	ADN	continua.	Las	líneas	negras	representan	el	templado	 de	 ADN,	 las	 líneas	 violetas	 representan	 los	 fragmentos	 de	 ADN	 recientemente	sintetizados	mientras	 que	 las	 líneas	 rosas	 corresponden	 a	 los	 cebadores	 de	 ARN.	Modificado	 de	Zheng	et	al	 	J	Mol	Cell	Biol3 :	 ‐ .		

3.2.1	Barreras	replicativas	Una	horquilla	en	replicación	activa	sintetiza	varios	miles	de	pares	de	bases	antes	 de	 desacoplarse	 del	 replisoma	 en	 sitios	 de	 terminación.	 Durante	 este	trayecto	 las	 horquillas	 pueden	 encontrarse	 con	 barreras	 replicativas	 las	 cuales	constituyen	 obstáculos	 que	 afectan	 específicamente	 la	 progresión	 de	 las	polimerasas	 replicativas.	 Esos	 obstáculos	 pueden	 causar	 el	 desacople	 entre	 el	
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complejo	 de	 helicasas	 y	 polimerasas.	 En	 dichas	 condiciones,	 las	 polimerasas	replicativas	quedan	atascadas	frente	al	obstáculo	mientras	que	la	helicasa	continua	desenrollando	 la	 doble	 hélice.	 Dicho	 desacoplamiento	 de	 la	 helicasa	 y	 la	polimerasa	causa	un	aumento	del	tramo	de	ADN	en	cadena	simple ,	 .	Si	dicha	situación	no	es	controlada	la	tensión	generada	en	la	horquilla	puede	causar	roturas	del	ADN	y/o	remoción	inadecuada	del	replisoma	 ver	detalla	más	adelante .	Las	barreras	 replicativas	más	comúnmente	encontradas	por	 las	horquillas	incluyen:complejos	 de	 ADN‐Proteínas	 que	 pueden	 frenar	 el	 avance	 del	

replisoma.	Si	bien	en	general	se	espera	que	el	replisoma	no	deba	pausar	su	acción	frente	 a	 complejos	 pre	 formados,	 existe	 evidencia	 de	 la	 existencia	 de	 proteínas	asociadas	al	ADN	que	causan	pausas	transitorias		en	zonas	cercanas	a	orígenes	de	replicación	y	telomeros ‐ ,	o	en	zonas	del	ADN	en	transcripción	activa,	siendo	particularmente	 importante	 la	 zona	 que	 transcriben	 el	 RNA	 correspondiente	 a	proteínas	 ribosomales	 o	 RNA	 de	 transferencia ‐ ,estructuras	 secundarias	

del	 ADN,	 como	 por	 ejemplo	 repeticiones	 de	 secuencias	 en	 tándem,	 sitios	 G‐cuádruplex	del	ADN,	apareamientos	 intercatenarios	por	repetición	de	secuencias,	entre	otros ;	daño	al	ADN,	lesiones	que	pueden	ser	de	origen	endógeno	 como	resultado	 del	 propio	 metabolismo	 celular,	 radicales	 libres,	 etc 	 o	 de	 origen	exógeno.	Estas	últimas		pueden	dividirse	en	tres	tipos:	(i)alteraciones	restringidas	a	 una	 de	 las	 hebras	 de	 ADN	 normalmente	 modificaciones	 sobre	 las	 bases	nitrogenadas	,como	por	ejemplo	la	irradiación	UV	o	MMS	 metil‐metaulfonato ;	(ii)	entrecruzamientos	 cross‐link)	entre	 las	dos	hebras	de	ADN,	cómo	por	ejemplo	el	cisplatino,	 (iii)	 ruptura	 de	 la	 doble	 cadena	 de	 ADN,	 como	 por	 ejemplo	 la	Camptotecina	 CPT‐inhibidor	 de	 la	 topoisomerasa	 )) 	 o	 la	 irradiación	 ionizante	Figura	 . .	Cada	 una	 de	 esas	 lesiones	 impone	 barreras	 diferenciales	 a	 la	 replicación.	Las	 lesiones	de	 tipo	 ii	 y	 iii	 deben	 ser	 reparadas	 antes	de	 continuar	 o	 finalizar	 el	proceso	de	replicación.	Es	imposible	usarlas	como	molde	replicativo.	Las	lesiones	de	 tipo	 i,	 sin	embargo	son	diferentes	en	cuando	a	que	si	es	posible	usarlas	como	molde	replicativo	si	se	activa	el	mecanismo	auxiliar	de	la	replicación,	TLS,	como	se	discutirá	en	la	sección	 . .	
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Figura	3.2.:	Representación	 esquemática	 de	 las	 distintas	 Barreras	Replicativas	 BR 	que	una	horquilla	puede	encontrar.	A)	Lesión	sobre	una	de	las	hebras	de	ADN	 lesiones	generadas	por	ejemplo	por	luz	UV 	Reparación	previa	a	la	replicación:	Representación	gráfica	de	una	horquilla	que	no	se	encuentra	con	el	daño	gracias	a	la	acción	de	los	mecanismos	de	reparación	sin	alteración	de	la	estructura	del	ADN	o	de	la	integridad	genómica.	Replicación	en	presencia	de	la	lesión	Las	polimerasas	replicativas	no	pueden	avanzar	sobre	la	lesión,	generando	ADN	simple	cadena	lo	que	podría	llevar	a	un	atascamiento	irreversible,	pero	gracias	a	los	mecanismos	auxiliarles	como	la	TLS,	se	 produce	 la	 síntesis	 sobre	 la	 lesión	 pudiendo	 reasumir	 con	 la	 replicación	 normal,	 aunque	manteniendo	 la	 lesión	como	se	ve	en	el	grafico	representativo	de	un	cromosoma	B)	Lesión	inter‐catenaria,	en	este	caso	la	lesión	genera	una	unión	entre	las	hebras	de	ADN	obstaculizando	la	acción	de	la	helicasa.Reparación	previa	a	la	replicación:	Representación	gráfica	de	una	horquilla	que	no	
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se	encontró	con	la	lesión	por	acción	de	los	mecanismos	de	reparación,	como	en	A .Replicación	en	
presencia	de	la	lesión:	la	presencia	de	un	entrecruzamiento	entre	las	hebras	de	ADN	imposibilita	el	 desenrrollamiento	 de	 la	 doble	 hélice	 pudiendo	 desencadenar	 la	 aparición	 de	 aberraciones	cromosómicas	cuando	se	condensa	el	ADN,	comprometiendo	la	integridad	genómica	o	peor	aún	la	viabilidad	celular	por	catástrofe	mitótica.	C)Daño	a	la	doble	cadena	de	ADN.	Reparación	previa	a	
la	replicación:	Representación	gráfica	de	una	horquilla	que	no	se	encontró	con	la	lesión	por	acción	de	 los	mecanismos	de	 reparación,	 como	en	A Replicación	en	presencia	de	 la	 lesión:	(orquilla	activa	que	se	enfrenta	a	una	ruptura	en	la	doble	hélice	de	ADN.	Un	corte	en	la	doble	cadena	 CDC 	de	ADN	no	 reparado	puede	ocasionar	el	desacople	de	 la	maquinaria	de	 replicación	promoviendo	dos	 posibles	 mecanismos	 para	 el	 procesamiento	 de	 ese	 CDC.	 Por	 un	 lado	 la	 Recombinacion	(omologa	 (R ,	que	intenta	reparar	ese	CDC	de	manera	libre	de	error,	utilizando	las	como	molde	las	 zona	 no	 dañada	 correspondiente	 a	 la	 cromatide	 hermana,	 de	 esta	 manera	 se	 obtiene	 un	intercambio	 de	 información	 entre	 cromatides	 como	 lo	 representa	 el	 grafico	 del	 cromosoma	bicolor .	Otra	opción	puede	ser	la	acción	del	mecanismo	de	unión	de	extremos	No	homólogos,	N(EJ,	del	 inglés	Non	(omologous	End	Joining ,	y	como	lo	especifica	su	nombre	une	extremos	libres	no	homólogos,	 siendo	su	acción	altamente	mutagenica	 como	 lo	demuestra	el	 grafico	del	 cromosoma	fusionado	a	otro	cromosoma	por	acción	de	N(EJ.			

3.2.3	Las	lesiones	causadas	por	luz	UVC	La	 irradiación	 UV	 es	 una	 fuente	 de	 estrés	 genotóxico	 continuo	 al	 que	muchas	células	de	nuestro	organismo	son	sometidas.	Esto	suscita	gran	interés	en	grupos	de	 investigación	que	estudian	mecanismos	moleculares	de	generación	de	mutaciones.	 Además,	 la	 irradiación	 UV	 es	 una	 fuente	 casi	 pura	 de	 lesiones	correspondientes	 a	 barreras	de	 tipo	 i .	 Esto	diferencia	 al	UV	de	otras	 fuentes	de	estrés	genotóxico	que	en	general	producen	la	acumulación	simultánea	de	distintas	barreras	replicativas	 i,	ii	y	iii .	Como	las	distintas	barreras	deberían	desencadenar	distintos	 mecanismos	 de	 respuesta	 celular,	 el	 análisis	 de	 respuestas	 globales	dificulta	 la	 interpretación	de	 resultados.	Por	el	 contrario,	 la	 irradiación	UV	causa	casi	exclusivamente	la	acumulación	de	enlaces	covalentes	entre	bases	adyacentes	barreras	de	tipo	 i 	 lo	que	simplifica	 la	 interpretación	de	resultados.	Las	 lesiones	más	 frecuentes	causadas	por	UV	son	denominadas	CPDs,	 ciclobutane	piridimine	dimers 	y	las	menos	frecuentes	se	conocen	como	 P‐P	 , ‐photoproducts,	o	 , 	pyrimidine‐pyrimidones .	Estas	últimas	generan	deformaciones	pronunciadas	del	ADN	 ver	 figura	 . A 	 y	 son	 por	 lo	 tanto	 eficientemente	 reconocidas	 por	 los	mecanismos	 de	 reparación	 por	 escisión	 de	 nucleótidos	 NER 	 que	 remueven	dichas	lesiones	en	aproximadamente	 	horas	 .	Por	el	otro	lado	los	CPDs	causan	deformaciones	 sutiles	 del	 ADN	 ver	 figura	 . B 	 que	 no	 son	 reconocidas	 con	eficiencia	 por	 el	 mecanismos	 NER,	 De	 hecho,	 después	 de	 	 horas	 todavía	 se	observa	un	remanente	de	aproximadamente	el	 %	de	 las	 lesiones	por	 lo	que	 la	probabilidad	del	encuentro	de	horquillas	de	replicación	activas	con	CPDs.	En	una	
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célula	 genómicamente	 estable	 se	 espera	 que	 el	 encuentro	 de	 una	 horquilla	 de	replicación	con	un	CPD	 y	también	con	un	 PP 	cause	la	activación	del	mecanismo	auxiliar	 de	 la	 replicación	 TLS,	 el	 cuál	 debería	 prevenir	 el	 atascamiento	 de	 la	replicación.	 Las	 implicaciones	 de	 la	 activación	 de	 TLS	 sobre	 la	 sobrevida	 y	 la	mutagnésis	después	de	UV	serán	discutidas	en	la	sección	siguiente.	 	
Figura	 3.3:	 Lesiones	causadas	 por	 la	radiación	 ultravioleta.	Esquema	 representando	los	 dos	 tipos	 de	 daño	más	 frecuentemente	causados	 en	 el	 ADN	luego	de	 la	 exposición	 a	la	 luz	 UV.:	A)	 CPDs	 yB)	‐ PPs.	 Para	 cada	 caso	se	 representan	 los	enlaces	 covalentes	 para	cada	tipo	de	lesión.			

3.3	Síntesis	de	ADN	por	Translesión	(TLS):	replicar	
ahora	reparar	después		 La	síntesis	de	ADN	por	translesión	o	TLS	es	un	mecanismo	auxiliar	de	la	fase	S	que	permite	el	copiado	de	regiones	dañadas	de	ADN.	Las	polimerasas	replicativas	Pol	 	 y	 Pol	  	 poseen	 sitios	 activos	 extremadamente	 específicos,	 incapaces	 de	acomodar	las	modificaciones	introducidas	en	las	bases	cuando	el	ADN	es	dañado.	En	 dichas	 instancias,	 las	 polimerasas	 especializadas	 pueden	 reemplazar	 a	 las	replicativas	ya	que	poseen	un	sitio	activo	más	laxo	que	les	permite	acomodar	 las	bases	 distorsionadas	 como	 los	 aductos	 causados	 por	 luz	 UV	 ,	 .	 Las	polimerasas	 especializadas	 se	 caracterizan	 por	 una	 procesividad	 reducida	 en	comparación	con	las	polimerasas	de	replicación,	ya	que	mantienen	menor	cantidad	de	contactos	con	el	ADN	 ,	 	y	pueden	ser	menos	fieles	en	el		copiado	de	ADN,	debido	a	 la	 falta	de	actividad	de	 lectura	de	prueba	 ´‐ ´	 ,	 ,	 .	El	hecho	de	que	tengan	poca	fidelidad	de	copiado	sugiere	que	estas	polimerasas	son	propensas	a	introducir	errores,	por	lo	que	su	actividad	debe	ser	rigurosamente	controlada.		En	el	caso	de	las	lesiones	causadas	por	luz	UV,	las	polimerasa	replicativas	no	puede	 acomodar	 en	 su	 sitio	 activo	 las	 timinas	 distorsionadas	 por	 el	 enlace	
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covalente,	por	lo	que	la	horquilla	en	progresión	se	frena	ante	este	tipo	de	lesión.	Es	aquí	 cuando	 las	polimerasas	especializadas	capaces	de	utilizar	 las	bases	dañadas	como	 molde	 replicativo	 se	 vuelven	 esenciales	 para	 promover	 la	 progresión	 de	horquillas	 de	 replicación. ,	 	 Estas	 polimerasas	 especializadas	 se	 conocen	también	como	permisivas	o	de	TLS	debido	a	su	bien	caracterizada	acción	en	la	TLS	activada	 por	 luz	 UV.	 Particularmente	 importante	 es	 la	 Polimerasa	. Pol	 ,	 que	evoluciono	para	promover	 la	síntesis	de	ADN	casi	 libre	de	errores	cuando	utiliza	como	 templado	 a	 los	 CPD	 ‐ .	 Esta	 polimerasa	 coloca	 con	 gran	 eficiencia	 y	poca	 probabilidad	 de	 error	 las	 dos	 adeninas	 opuestas	 al	 dímero	 de	 timinas.	 Las	polimerasas	 especializadas	 son	muchas	 y	 pueden	 acomodar	 distintos	moldes	 de	ADN	pudiendo	ser	poco	o	muy	mutagénicas	dependiendo	del	tipo	de	lesión	y	de	la	polimerasa	involucrada	en	el	proceso	de	TLS	en	cuestión.			 Las	polimerasas	involucradas	en	la	TLS	que	resulta	de	la	irradiación	UV	se	agrupan	 dentro	 de	 una	 familia	 conocida	 como	 familia	 Y	 de	 polimerasas	 que	incluye	Pol		,	Pol,	Pol			y	REV .	La	polimerasa	extensora		también	participa	en	el	 proceso	 de	 TLS	 causado	 por	 luz	 UV.	 Esta	 última	 pertenece	 a	 la	 familia	 B	 la	misma	 familia	de	 las	polimerasas	 replicativas	,		 y	 	 y	posee	alta	procesividad	pero	es	en	general	mutagénica .		
3.3.1	Polimerasas	especializadas	o	de	translesión	(TLS)		 Las	 polimerasas	 especializadas	 o	 de	 TLS	 están	 presentes	 en	 bacterias,	eucariotas	 unicelulares	 y	 en	 metazoos.	 Todas	 las	 polimerasas	 de	 la	 familia	 Y	poseen	 dominios	 catalíticos	 conservados	 en	 su	mayoría	 cercanos	 a	 la	 región	 N‐terminal	 Figura	 . .	La	región	C‐terminal	de	la	proteína	no	es	conservada	entre	las	 polimerasas	 de	 esta	 familia	 y	 es,	 responsable	 de	 interacciones	 proteína‐proteína,	 de	 interacciones	 con	 factores	 que	 median	 su	 localización	 celular	 y	 su	actividad	en	horquillas	de	replicación	detenidas.	Todas	estas	polimerasas	difieren	de	 las	polimerasas	replicativas	por	 la	relativamente	baja	procesividad	y	 fidelidad	en	el	copiado	de	ADN,	como	consecuencia	de	 la	 falta	de	actividad	exonucleasa	de	lectura	 de	 prueba	 ’‐ ’.	 Todos	 los	miembros	 de	 la	 familia	 Y	 de	 polimerasas	 son	atraídas	 a	 la	 plataforma	 deslizante	 PCNA,	 que	 como	 se	 verá	más	 adelante	 sufre	modificaciones	post‐traduccionales	en	respuesta	al	daño	al	ADN.		
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	 Pol	 	es	 la	polimerasa	más	 importante	para	el	proceso	de	síntesis	de	ADN	por	translesión	a	través	de	CDPs,	 	ya	que	es	 la	única	polimerasa	de	TLS	capaz	de	sintetizar	a	través	de	este	aducto	con	extrema	precisión	y	fidelidad	in	vitro	 ,	y	es	responsable	de	reanudar	la	replicación	frente	a	horquillas	atascadas	in	vivo	 ,	.	 En	 ausencia	 de	 Pol	 ,	 las	 células	 evidencian	 un	 aumento	 en	 la	 tasa	 de	mutagénesis	 y	 carcinogénesis	 inducida	 por	 la	 luz	 UV	 .	 Se	 sospecha	 que	 el	incremento	 en	 la	 mutagénesis	 resulta	 de	 un	 incremento	 en	 el	 reclutamiento	 de	otras	 polimerasas	 TLS	 a	 	 CPDs.	Debido	 a	 que	 dichas	 polimerasas	 no	 son	 las	 que	evolucionaron	 para	 realizar	 la	 síntesis	 en	 oposición	 a	 CPDs,	 los	 eventos	 de	 TLS	dependientes	de	otras	polimerasas	de	 la	 familia	Y	deberían	ser	más	mutagénicos	en	 ausencia	 de	 Pol	 .	 Por	 ejemplo	 se	 reportó	 que	 en	 células	 de	 ratones	 la	polimerasa	que	actúa	si	Pol	 	no	esta	es	Pol	 	 .	Por	otro	lado	estudios	recientes	demuestran	 que	 la	 acción	 de	 las	 polimerasas	 especializadas	 no	 se	 restringe	 a	 la	replicación	 de	 ADN	 lesionado	 sino	 que	 participarían	 en	 la	 replicación	 no	perturbada	de	ADN.	Dichos	 estudios	 han	 revelado	una	 función	de	Pol	 	 sobre	 el	mantenimiento	 de	 los	 sitios	 comunes	 de	 fragilidad	 conocidos	 como	 Common	

Fragile	Sites	 CFS .	Esta	función	estaría	asociada	a	su	capacidad	de	replicar	sobre	templados	 alterados	 morfológicamente,	 una	 característica	 de	 los	 CFS,	 lo	 que	 la	hace	indispensable	sobre	la	progresión	de	la	replicación	en	condiciones	normales	,	 .		
ii. Pol	 		 Pol	 	 es	un	parálogo	de	Pol	 ,	 in	 vitro	Pol	 	 puede	 insertar	nucleótidos	 en	oposición	a	varios	tipos	de	bases	dañadas,	pero	es	incapaz	de	completar	la	síntesis		de	ADN	ya	que	no	puede	extender	a	partir	del	primer	nucleótido	 insertado	 .	Existen	otras	polimerasas	de	TLS	capases	de	extender	a	partir	de	la	primera	base	insertada	 por	 una	 polimerasa	 de	 TLS.	 Dichas	 polimerasas	 se	 conocen	 como	
¨extensoras¨	 y	 se	 cree	 que	 Pol	 	 podría	 trabajar	 en	 conjunto	 con	 al	 menos	 otra	polimerasa	 extensora 	para	llevar	a	cabo	la	TLS	sobre	diferentes	tipos	de	lesiones	.	La	principal	 evidencia	que	 sostiene	 la	participación	de	Pol	 	 en	 el	proceso	de	TLS	se	obtuvo	durante	un	análisis	de	localización,	la	cual	es	idéntica	a	la	de	Pol	 .	Ambas	polimerasas	especializadas	se	caracterizan	por	una	distribución	panuclear	
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difusa	en	el	núcleo	que	cambia	abrupta	y	rápidamente	después	de	irradiación	UV,	lo	 que	 causa	 la	 agregación	 de	 ambas	 polimerasas	 en	 agregados	 asociados	 a	factorías	 de	 replicación	 que	 colocalizan	 con	 focos	 de	 PCNA	 y	 de	 síntesis	 de	ADN .	 La	 organización	 focal	 de	 las	 polimerasas	 /	 depende	 de	 sus	 sitio	 de	unión	a	PCNA,	ya	que	mutaciones	en	este	dominio	impiden	el	reclutamiento	focal	de	ambas	polimerasas	in	vivo	 .La	localización	de	Pol	 	a	focos	depende	también	de	la	presencia	de	Pol	 	ya	que	en		células	XP‐V	 deficientes	en	Pol	 	el	porcentaje	de	focos	de	Pol	 	es	menor	en	comparación	con	una	célula	normal .	
iii. Pol	 	

	 )n	vitroPol	 	es	capaz	de	sintetizar	a	través	de	aductos	de	benzo a pireno‐guanina,	 originados	 por	 el	 humo	del	 tabaco	 ,	 de	manera	muy	precisa	 y	 eficiente	.	Además	se	sabe	que	 la	expresión	de	Pol	 	aumenta	ante	 la	exposición	de	 la	célula	 a	 hidrocarburos	 policíclicos	 	 lo	 que	 concuerda	 con	 su	 capacidad	 de	replicar	a	través	de	los	aductos	de	Benzo a pireno.	La	organización	focal	de	Pol		también	fue	observada	después	de	irradiación	UV .	Sin	embargo	la	localización	de	 Pol	 	 difiere	 de	 las	 demás	 polimerasas	 de	 TLS,	 aunque	 es	 exclusivamente	nuclear	y	se	recluta	a	factorías	de	replicación	después	de	inducción	de	lesiones	al	ADN,	 la	 fracción	de	células	con	focos	de	Pol	 	es	mucho	menor	que	 lo	observado	para	Pol	 ,	Pol	 	y	PCNA .	Tampoco	se	observa	una	colocalización	absoluta	de	Pol	 	 con	 las	 demás	 polimerasas	 y	 PCNA 	 lo	 que	 sugiere	 funciones	 no	totalmente	 sobrepuestas.	 En	 este	 sentido	 es	 importante	 destacar	 que	 células	deficientes	en	Pol	 	son	sensibles	a	la	exposición	con	luz	UV	 .	Aunque	hasta	el	momento	no	hay	evidencias	claras	de	la	acción	de	Pol	 	en	el	traspaso	de	CPDs	u	otras	 lesiones,	 dichas	 observaciones	 sugieren	 que	 Pol	 	 y	 Pol	 	 podrían	 ser	importantes	para	distintos	eventos	de	TLS	después	de	irradiación	UV.	
iv. Rev1		 Rev 	es	una	polimerasa	estructuralmente	diferente	a	las	demás	polimerasas	de	la	familia	Y,	que	tiene	un	rol	central	en	la	respuesta	celular	a	UV	habiendo	sido	identificada	 como	 proteína	 esencial	 para	 activar	 eventos	 de	 TLS	 en	 eucariotas	inferiores	 y	 superiores	 .	 Rev 	 posee	 una	 actividad	 catalítica	 única,	 in	 vitro	funciona	como	una	c‐transferasa,	incorporando	citosinas	frente	a	cualquier	tipo	de	lesión	 ‐ .	 La	 contribución	 de	 la	 actividad	 catalítica	 de	 Rev 	 in	 vivo	 se	
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encuentra	todavía	en	estudio.	Para	varios	tipos	de	lesiones,	como	las	inducidas	por	luz	UV	 fotoproductos ,	 la	contribución	a	TLS	de	Rev 	parecería	no	involucrar	su	actividad	catalítica	y		dependería	en	mayor	medida	de	su	dominio	N‐terminal	que	comprende	la	región	del	BRCT,	región	requerida	para	su	interacción	con	PCNA ,	. 	El	dominio	C‐terminal	de	Rev ,	es	además	importante	para	su	localización	intracelular	y	 contiene	el	 sitio	de	 interacción	 	 con	otras	polimerasas	de	TLS,	que	incluyen	a	Pol	 ,	Pol	 ,	Pol	 	 ,	 ‐ 	y	Rev ,	la	subunidad	accesoria	de	Pol	 	 ,	,	 .	El	dominio	C‐terminal	de	Rev 	puede	además	contribuir	a	 la	 interacción	con	 PCNA	 .	 En	 conjunto,	 estos	 datos	 parecerían	 indicar	 que	 la	 actividad	catalítica	de	Rev 	es	prescindible	para	la	TLS	pero	sus	dominios	de	interacción	con	otras	 proteínas	 son	 esenciales	 para	 dicha	 función.	 Esto	 sugiere	 que	 Rev 	 puede	tener	una	función	estructural	o	de	nucleación	de	 factores	necesarios	para	TLS	en	horquillas	 que	 encontraron	 una	 lesión.	 Recientemente	 se	 ha	 propuesto	 que	 la	función	 de	 Rev 	 podría	 relacionarse	 con	 la	 facilitación	 del	 intercambio	 de	polimerasas	replicativas	por	especializadas	en	horquillas	atascadas	en	una	 lesión	.		
3.3.2	Ubiquitinación	de	PCNA:	Modelo	de	TLS	acoplado	a	

la	horquilla		 El	 modelo	 de	 TLS	 acoplado	 a	 la	 horquilla	 de	 replicación	 propone	 que	cuando	la	polimerasa	replicativa	de	alta	procesividad	encuentra	un	daño	en	el	ADN	a	través	del	cual	no	puede	sintetizar	se	produce	un	intercambio	de	polimerasas	in	

situ,	 donde	 la	 polimerasa	 replicativa	 es	 reemplazada	 por	 una	polimerasa	 de	TLS	que	puede	adaptar	su	sitio	activo	a	la	lesión.Luego,	por	un	mecanismo	pobremente	definido	 la	 polimerasa	 de	 TLS	 dejaría	 su	 lugar	 a	 la	 polimerasa	 replicativa	 que	reasumiría	la	replicación	con	alta	procesividad	 Figura	 . .		 Si	 tomamos	 a	 Pol	 	 como	 ejemplo	 de	 TLS,	 esta	 polimerasa	 esta	 siempre	disponible	dispersa	en	el	núcleo,	pero	¿cómo	es	dirigida	a	las	horquillas	detenidas	en	presencia	de	lesiones	en	el	ADN?	Se	demostró	utilizando	células	humanas,	que	PCNA,	 la	plataforma	deslizante	necesaria	para	 la	procesividad	de	 las	polimerasas	eucariotas,	 es	monoubiquitinada	 en	 respuestas	 a	 irradiación	 UV	 u	 otros	 agentes	que	 alteran	 la	 progresión	 de	 las	 horquillas	 replicativas	 .	 Esta	monoubiquitinacion	 es	 llevada	 a	 cabo	 por	 la	 E 	 ligasa	 Rad ‐Rad 	 que	 es	
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3.4.1	Atascamiento	 irreversible	 de	 horquillas:	 colapso	 de	
horquillas	Las	barreras	replicativas	originadas	por	la	acción	de	la	irradiación	UVC	son	lesiones	en	una	cadena	simple	de	ADN	 tipo	i	Figura . 	A .	Si	el	proceso	de	TLS	no	se	activa,	puede	producirse	una	pausa	momentánea	 atascamiento 	o	un	desacople	entre	 el	 complejo	 replicativo	 y	 las	 helicasas,	 causando	 eventualmente	 una	pausa	permanente	 o	 colapso	 de	 la	 horquilla	 de	 replicación.	 Aunque	 puedan	 parecer	similares,	 los	 términos	 atascamiento	 y	 colapso	 de	 horquillas	 de	 replicación	 son	ampliamente	 utilizados	 en	 el	 campo	 de	 replicación	 de	 ADN	 lesionado	 para	diferenciar	 entre	 estas	 dos	 situaciones	 cuyas	 consecuencias	 son	 fisiológicamente	diferentes.		El	atascamiento	de	una	horquilla	de	replicación	supone	un	obstáculo	en	el	movimiento	 del	 replisoma.	 Se	 calcula	 que	 la	 velocidad	 de	 replicación	 de	 una	horquilla	en	células	eucariotas	es	de	alrededor	de	 	pares	de	bases	por	segundo.	La	incógnita	reside	en	cuanto	tiene	que	desviarse	de	este	valor	para	considerarse	atascada,	 aunque	 si	 se	 ha	 observado	 que	 las	 horquillas	 pueden	 detenerse	 por	varios	minutos .	Es	esperable	que	una	horquilla	 replicativa	deba	 lidiar	 con	 la	aparición	de	barreras	replicativas	de	manera	frecuente	durante	la	duplicación	del	ADN,	teniendo	en	cuenta	la	cantidad	de	lesiones	endógenas	que	se	producen	como	consecuencia	del	metabolismo	celular,	ocasionando	que	la	velocidad	de	replicación	disminuya	 en	 manera	 frecuente.	 Sin	 embrago	 las	 horquillas	 que	 disminuyen	 su	velocidad	 o	 se	 atascan	 frente	 a	 estas	 lesiones	 pueden	 reasumir	 normalmente	 la	replicación	 del	 ADN	 gracias	 a	 la	 acción	 de	 mecanismos	 que	 promueven	 la	replicación	 sobre	 ADN	 lesionado,	 así	 como	 también	 los	mecanismos	 de	 chequeo	como	se	mencionó	anteriormente	en	la	introducción.		A	diferencia	de	lo	que	se	conoce	como	atascamiento	de	horquilla,	el	colapso	de	 una	 horquilla	 requiere	 un	 desacoplamiento	 de	 la	 maquinaria	 de	 replicación,	generándose	 asimetría	 y	 tenciones	 en	 la	 horquilla	 replicativa	 por	 un	 continuo	desenrrollamiento	 de	 la	 doble	 hélice	 de	 ADN	 por	 parte	 de	 las	 helicasas,	 sin	continuidad	de	síntesis	 Figura	 . 	C 	 .	La	 tensión	generada	por	el	desacople	de	 la	maquinaria	 de	 replicación	 asi	 como	 el	 procesamiento	 de	 estas	 estructuras	pueden	llevar	a	la	formación	de	cortes	en	la	doble	cadena	de	ADN	 ver	Figura	 . .	
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,	 .	 Esto	 a	 su	 vez,	 podría	 causar	 perdida	 de	 información	 genética	incompletamente	 replicada	o	pérdida	de	viabilidad	 si	 los	eventos	de	 colapso	son	suficientes	 en	 una	 misma	 célula	 o	 se	 pierde	 información	 esencial	 para	 la	duplicación	 de	 ADN	 o	 su	 correcta	 distribución	 entre	 células	hijas.Consecuentemente,	un	colapso	replicativo	es	un	evento	que	pone	en	juego	la	viabilidad	celular	y	la	pérdida	de	integridad	genómica.		 	
	

Figura	 3.7:	 Atascamiento	 de	horquillas	 versus	 colapso	 de	horquillas:A)	 Una	 horquilla	 en	replicación	 activa	 se	 encuentra	 con	una	 lesión	 generada	 en	 una	 de	 las	hebras	de	ADN.	B)	Si	la	horquilla	no	puede	sintetizar	a	través	de	la	lesión	se	 produce	 un	 desacople	 entre	 los	complejos	 de	 polimerasas	 y	helicasas,	 aumentando	 la	 aparición	de	 ADN	 simple	 cadena	atascamiento .	C)	Eventualmente	si	la	 horquilla	 replicativa	 no	 reasume	la	 síntesis	 de	 ADN,	 el	 desacople	 es	mayor	 generándose	 más	 ADN	simple	 cadena,	 lo	 que	 lleva	 a	 la	aparición	 de	 cortes	 a	 la	 doble	cadena	de	ADN	 CDC 	 colapso .	D)	la	horquilla	colapsada	resulta	de	un	reordenamiento	 del	 CDC	 generado	en	 C 	 generando	 perdida	 de	fragmentos	 de	 ADN	 si	 no	 se	resuelve.		
	

3.2.3	Estrés	replicativo	Se	 entiende	 como	 estrés	 replicativo	 a	 aquél	 estímulo	 que	 genera	 una	disminución	 en	 la	 velocidad	 de	 progresión	 de	 horquillas	 replicativas	 activas,	ocasionando	atascamientos	transitorios	e	inclusive	colapso	de	horquillas	 .	Los	factores	 que	 causan	 estrés	 replicativo	 son	 aquellos	 que	 alteran	 la	 estructura	 del	ADN	 e	 interfieren	 con	 la	maquinaria	 replicativa,	 entre	 los	 que	 se	 encuentran	 las	barreras	 replicativas	 discutidas	 en	 la	 sección	 anterior.	 El	 estrés	 replicativo	también	puede	evidenciarse	en	regiones	del	ADN	que	son	intrínsecamente	difíciles	de	 replicar	 como	 consecuencia	 de	 las	 estructuras	 secundarias	 que	 las	 hebras	 de	
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ADN	pueden	adoptar	haciendo	más	difícil	el	desenrrollamiento	de	 la	doble	hélice	durante	el	ingreso	de	la	maquinaria	de	replicación.				 Entre	las	consecuencias	del	estrés	replicativo	se	destaca	la	acumulación	de	lesiones	secundarias	en	el	ADN	 como	por	ejemplo	la	mostrada	en	Figura	 . 	C ,	no	causadas	 en	 manera	 directa	 por	 el	 agente	 estresor	 sino	 en	 manera	 asociada	 al	encuentro	de	la	maquinaria	de	replicación	con	la	lesión	primaria.	Esto	puede	llevar	a	 una	 pérdida	 de	 integridad	 genómica	 asociadas	 a	 eventos	 recombinogénicos	como	 ejemplificada	 en	 la	 Figura	 . .D .	 La	 prevención	 de	 un	 incremento	innecesario	 de	 estrés	 replicativo	 dependen	 de	 distintos	 procesos	 que	 evitan	 el	atascamiento	 y	 el	 colapso	 de	 horquillas	 de	 replicación	 como	 por	 ejemplo,	 la	activación	de	eventos	de	TLS	 previenen	atascamientos ,	 .		
3.2.4	Marcadores	de	estrés	replicativo		 Una	medida	directa	de	estrés	replicativo	es	un	cambio	en	la	velocidad	global	de	 síntesis	 de	 ADN	 que	 resulta	 de	 acumulación	 de	 eventos	 de	 atascamiento	 y	colapso	replicativo.	Esto	puede	ser	evidenciado	mediante	un	análisis	de	citometría	de	 flujo	 o,	 más	 claramente,	 mediante	 un	 estudio	 de	 pulsos	 de	 incorporación	 de	análogos	de	timidina	revelables	por	inmunodetección.	Además	existen	marcadores	que	 indican	 cambios	 en	 los	 complejos	 proteicos	 asociados	 al	 ADN	 y	 revelan	cambios	 estructurales	 que	 sufren	 las	 hebras	 de	 ADN	 por	 la	 inducción	 de	 estrés	replicativo	 evidenciados	por	incrementada	fosforilación	de	la	histona	( AX 	y	la	acumulación	 de	 lesiones	 secundarias	 de	 tipo	 CDC	 evidenciados	 por	 la	reorganización	de	la	proteína	 BP 	en	focos	subnucleares .		

i. Gamma	H2AX	(γH2AX)		 Las	histonas	que	forman	parte	del	nucleosoma	juegan	un	papel	central	en	la	definición	de	 la	estructura	de	 la	 cromatina,	por	 lo	que	modificaciones	covalentes	de	 estas	 histonas	 pueden	 desencadenar	 una	 amplia	 variedad	 de	 respuestas	biológicas.	 Una	 de	 estas	 modificaciones	 es	 la	 fosforilación	 de	 la	 variante	 de	 la	histona	pequeña	( A,	 la	 histona	( AX	 en	 la	 serina	 	 ( AX 	 en	 respuesta	 a	modificaciones	 en	 la	 estructura	 del	 ADN.	 En	 un	 principio	 se	 asoció	 esta	modificación	a	la	formación	de	cortes	en	la	doble	cadena	de	ADN	 CDC 	y	como	un	
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factor	que	propicia	el	 reclutamiento	de	 factores	 involucrados	en	 la	 resolución	de	los	 CDC	 ,	 .	 Actualmente	 hay	 varias	 evidencias	 que	 indican	 que	 la	fosforilación	de	 la	histona	( AX	no	es	exclusiva	de	 los	CDC,	 sino	que	se	asocia	a	varios	 procesos	 que	 involucran	 la	 remodelación	 de	 la	 cromatina ,	 desde	 los	rearreglos	cromatínicos	que	ocurren	durante	la	meiosis	 ,	 ,	rearreglos	de	las	inmunoglobulinas ,	hasta	la	acumulación	de	daño	inducido	por	luz	UV ,	 .	La	organización	subnuclear	de	 la	 forma	 fosforilada	de	 la	histona	( AX	puede	variar	 en	 manera	 dependiente	 al	 tipo	 de	 lesión	 que	 gatilla	 su	 forsforilación.	 Se	reporta	 la	 acumulación	 de	 agregados	 nucleares	 en	 forma	 de	 focos	 discretos	asociados	 a	 la	 formación	 de	 CDC.	 De	 hecho,	 fueron	 reportados	 después	 de	 la	irradiación	 ionizante,	que	se	sabe	que	genera	este	tipo	de	 lesión.	Dichos	 focos	de	( AX	 pueden	 ser	 cuantificados	 utilizando	 un	 microscopio	 de	 fluorescencia	 de	manera	 sencilla.	 Existe	 evidencia	 de	 que	 el	 número	 de	 focos	 observados	 es	proporcional	al	número	de	cortes	en	el	ADN	y	es	independiente	de	la	fase	del	ciclo	celular	 ,	 .		Por	 otro	 lado	 se	 reporta	 un	 aumento	 de	 la	 intensidad	 relativa	 de	 ( AX	 en	manera	homogénea	en	todo	el	núcleo	estresado	 aumento	panuclear 	que	sugiere	una	 alteración	 generalizada	 del	 estado	 de	 la	 cromatina	 que	 causa	 un	 aumento	homogéneo	de	la	fracción	fosforilada	de	( AX.		Este	tipo	de	respuesta	es	generada	por	la	irradiación	por	luz	ultravioleta	y	está	íntimamente	asociada	a	la	progresión	a	través	de	la	fase	S	 ,	 .	
ii. 53BP1	BP 	 del	inglés	p53	binding	protein	1 	fue	inicialmente	identificada	como	una	proteína	de	unión	a	p 	con	 la	 función	de	aumentar	 su	actividad	 transcripcional	,	 .	En	respuesta	a	estrés	genotoxico	 BP 	se	redistribuye	rápidamente	de	una	localización	difusa	en	el	núcleo	a	focos	nucleares	discretos,	 lo	que	sugiere	su	participación	en	la	respuesta	celular	al	daño	inducido	al	ADN	 ‐ .	El	dominio	C‐terminal	 de	 BP 	 contiene	 dos	 dominios	 BRCT	 del	 inglés	 carboxyl‐terminal	
domain	 of	 the	 Breast	 Cancer	 Gene	 1 ,	 dominios	 que	 forman	 parte	 de	 proteínas	implicadas	 en	varios	 aspectos	de	 la	 regulación	del	 ciclo	 celular,	 recombinación	y	reparación	 del	 ADN ,	 .	 Estudios	 recientes	 han	 demostrado	 que	 BP 	 es	fosforilada	en	respuesta	a	 la	radiación	 ionizante	 R) 	y	que	colocaliza	con	 ( AX	
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en	 los	 focos	 inducidos	 en	 sitios	 de	 acumulación	 de	 CDC	 ,	 .Por	 otro	 lado	ratones	deficientes	en	esta	proteína	demostraron	alta	 sensibilidad	a	 la	R),	 lo	que	sugiere	una	actividad	fundamental	en	la	respuesta	a	dicho	daño	genómico .	Por	último,	más	allá	de	su	 implicancia	en	 la	 respuesta	celular	al	daño	genómico,	esta	proteína	 ha	 sido	 asociada	 directamente	 con	 la	 formación	 de	 cortes	 en	 la	 doble	cadena	 de	 ADN	 por	 varios	 grupos	 que	 identificaron	 su	 reclutamiento	 solo	 en	respuesta	a	agentes	que	generan	cortes	en	la	doble	hélice	como	la	R),	a	diferencia	de	 la	 radiación	 por	 luz	 ultravioleta	 o	 agentes	 que	 bloquean	 la	 replicación	transitoriamente	que	generan	otro	tipo	de	 lesiones	 .	La	asociación	directa	de	BP 	 con	 la	 aparición	 CDC	 también	 se	 reforzó	 por	 la	 emergente	 evidencia	 de	fuerte	 localización	 entre	 los	 focos	 de	 BP 	 y	 aquellos	 formados	 por	 proteínas	involucradas	en	 la	 resolución	de	 los	CDC	como	BRCA ,	Rad ,	NSB ,	entre	otras	,	 ,	 .			
3.4	p21	Cip1/Waf1		 La	 proteína	 p 	 Cip /Waf 	 de	 aquí	 en	 más	 llamada	 p 	 participa	 en	 la	mayoría	 de	 los	 procesos	 reversibles	 e	 irreversibles	 de	 arresto	del	 ciclo	 celular	 y	contribuye	 en	 los	 mecanismos	 de	 diferenciación	 celular	 terminal	 y	 senescencia	replicativa.		p 	logra	su	actividad	mediante	interacción	directa	con	sus	sustratos.	Las	 interacciones	 más	 estudiadas	 son	 las	 establecidas	 con	 las	 quinasas	dependientes	de	ciclinas	 CDKs 	y	la	plataforma	deslizante	PCNA	 .		 Dos	 dominios	de	p 	 son	 los	 responsables	de	 sus	 funciones	 biológicas:	 el	dominio	N‐	terminal	 aa ‐ 	y	el	C	terminal	 aa ‐ .	Mediante	su	dominio	N‐terminal	 CDKs	 y	 ciclinas,	 y	 con	 su	 dominio	 C‐terminal	 interacciona	 con	 el	 anillo	replicativo	PCNA	 Figura	 . .	)nicialmente	se	pensó	que	p 	formaba	un	complejo	cuaternario	 que	 contenía	 ciclinas/CDKs,	 PCNA	 y	 p .	 Más	 recientemente	diferentes	publicaciones	sugirieron	que	los	complejos	que	contienen	CDK 	y	PCNA	son	 independientes	 ,	 .	 Una	 conclusión	 que	 se	 obtiene	 de	 los	 estudios	anteriormente	mencionados	 es	 que	 se	 necesitan	 cantidades	 estequiométricas	 de	p 	para	inactivar	complejos	ciclinas/CDKs	y	PCNA.	Debido	a	esto,	 la	abundancia	de	p 	se	convierte	en	una	variable	crítica	que	determina	su	capacidad	inhibitoria	in	vivo.	
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dominio	 de	 unión	 a	 CDK	 pero	 no	 a	 través	 de	 su	 unión	 a	 PCNA ,	 .	 La	consideración	 principal	 que	 surge	 de	 estas	 observaciones	 es	 que	 la	 relación	fisiológica	 p :	 PCNA	 que	 se	 alcance	 es	 crítica	 para	 la	 capacidad	 de	 p 	 de	bloquear	 la	 replicación	 del	 ADN.	 PCNA	 es	 una	 proteína	 muy	 abundante,	especialmente	 durante	 la	 fase	 S,	 lo	 que	 sugiere	 incluso	 los	 más	 altos	 niveles	fisiólogos	 de	 p 	 que	 puedan	 alcanzarse	 serían	 insuficientes	 para	 bloquear	 de	manera	significativa	la	replicación.				 Por	 otra	 parte,	 dado	 que	 PCNA	 no	 solo	 participa	 activamente	 en	 los	procesos	de	replicación	de	ADN	sino	 también	en	procesos	de	reparación	de	ADN	como	NER.	Durante	la	reparación	por	NER,	el	complejo	PCNA/pol		es	el	encargado	de	 la	 etapa	 de	 re‐síntesis	 del	 ADN	 que	 reemplaza	 la	 región	 de	 ADN	 dañada	 y	previamente	 removida	 Varios	 grupos	 han	 sugerido	 que	 p 	 podría	 interferir	 en	estos	 procesos	 Figura	 . 	 A	 y	 B 	 Al	 igual	 que	 con	 la	 replicación	 del	 ADN,	 hay	evidencia	 in	 vitro	 que	 sugiere	 que	 p 	 podría	 tener	 un	 efecto	 inhibitorio	 en	 el	proceso	 de	 reparación	 conocido	 como	 reparación	 por	 escisión	 de	 nucleótidos	NER ‐ .	Sin	embargo	la	evidencia	 in	vivo	de	un	efecto	inhibitorio	de	p 	sobre	NER	es	aún	menos	sólida	que	la	obtenida	para	la	replicación	 ,	 ,	 .	Además,	 nuestros	 datos	 indican	 que	 altos	 niveles	 de	 sobreexpresión	 de	 p 	 no	bloquean	 la	síntesis	de	ADN	dependiente	de	NER 	por	 lo	que	es	posible	que	los	niveles	fisiológicos	de	p 	tampoco	alcancen	para	bloquear	NER.		 En	conclusión,	si	bien	el	dominio	de	unión	a	PCNA	de	p 	puede	bloquear	la	acción	 de	 las	 polimerasas	 replicativas	 in	 vitro,	 su	 acción	 in	 vivo	 puede	 ser	ineficiente	 e	 irrelevante	 en	 situaciones	 fisiológicas	 reales	 por	 lo	 que	 el	 rol	 de	 la	interacción	de	p 	con	PCNA	sería,	hasta	aquí,	desconocido.	
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Figura	3.9:	 Esquemas	 representativos	de	 las	 funciones	atribuidas	a	p 	 en	 replicación	normal	 y	reparación	 por	 NER.	 A)	 p 	 bloquea	 la	 replicación	 normal	 interfiriendo	 con	 el	 cargado	 de	 las	polimerasas	replicativas.	B)	p 	interfiere	con	el	proceso	de	NER	por	bloqueo	en	el	cargado	de	la	polimerasa	replicativa	encargada	de	sintetizar	la	sección	de	ADN	removida	para	reparar	la	lesión.	En	 ambos	 casos	 esta	 evidencia	 resulta	 de	 experimentos	 in	 vitro,	 discrepando	 con	 los	 resultados	obtenidos	in	vivo	donde	no	se	ve	que	altere	ninguno	de	estos	procesos.		
	

3.4.2	Degradación	de	p21	en	respuesta	a	ADN	dañado:	 la	
excepción	a	la	regla		 Es	universalmente	aceptado	que	los	niveles	de	p 	aumentan	en	respuesta	al	 estrés	 genotóxicos,	 incluyendo	 por	 ejemplo	 a	 agentes	 como	 la	 irradiación	 ,	daunorubicina,	 entre	 otros .	 Este	 aumento	 en	 la	 expresión	 de	 p 	 inhibe	 la	activación	 de	 las	 ciclinas	 dependientes	 de	 quinasas	 CDKs ,	 lo	 que	 genera	 un	bloqueo	 en	 la	 proliferación	 celular.	 Esto	 responde	 a	 la	 necesidad	de	 la	 célula	 de	generar	una	ventana	temporal	en	donde	se	lleve	a	cabo	la	reparación	del	ADN,	para	evitar	la	propagación	de	mutaciones,	lo	que	generaría	inestabilidad	genómica,	y	así	promover	la	sobrevida	celular .		 Datos	 sorprendentes,	 e	 inicialmente	 difíciles	 de	 comprender,	 fueron	reportados	 durante	 los	 últimos	 años,	 por	 un	 gran	 número	 de	 grupos	 de	investigación	que	reportan	evidencia	de	excepciones	a	 la	 inducción	de	p 	 luego	de	 la	 exposición	 a	 agentes	 genotóxicos	 tanto	 a	 nivel	 de	 RNAm	 como	 a	 nivel	 de	proteína	 total	 ,	 ,	 ‐ .	 Esto	 es	 lo	 que	 ocurre	 en	 respuesta	 a	 la	
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	 Para	nosotros	era	intrigante	evaluar	porque	los	niveles	basales	de	p ,	los	cuáles	 aparentemente	 carecen	 de	 funcionalidad	 teniendo	 en	 cuenta	 que	 las	polimerasas	 replicativas	 funcionan	 evidentemente	 bien	 en	 presencia	 de	 dichos	niveles	ya	que	 las	células	proliferan	con	normalidad ,	deberían	ser	removidos	en	manera	activa	después	de	irradiación	UV.	(ipotetizamos	que	esto	podría	sugerirla	existencia	 de	 un	 proceso	 inducido	 por	 la	 irradiación	 UV	 que	 es	 sensible	 a	 bajos	niveles	 de	 p .	 Este	 presupuesto	 me	 llevó	 a	 buscar	 identificar	 mecanismos	biológicos	que	puedan	estar	 favorecidos	por	 la	degradación	 selectiva	de	p ,	 los	cuáles	 podrían	 estar	 asociados	 a	 la	 utilización	 de	 ADN	 lesionado	 como	 molde	replicativo.	
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4	Materiales	y	Métodos		
4.1	Cultivo	celular		 Este	 trabajo	de	 tesis	se	realizó	completamente	con	células	humanas,	 tanto	líneas	celulares	originadas	de	tumores,	como	líneas	obtenidas	por	transformación	viral	 o	por	 introducción	del	 gen	de	 la	 telomerasa.	 En	 todos	 los	 casos,	 las	 células	fueron	mantenidas	en	cultivo	a	 °C	y	 %	CO ,	siempre	a	bajo	número	de	pasaje	y	sometidas	 a	 chequeo	 frecuente	 para	 detección	 de	 micoplasma.	 Como	 medio	 de	cultivo	se	utilizó	DMEM	 Dulbecco’s	Modified	Eagle’s	Medium 	alta	glucosa	 Gibco 	suplementado	 con	 %	 de	 suero	 fetal	 bovino	 Natocor ,	 estreptomicina	 y	penicilina	 Sigma .			 Las	líneas	celulares	utilizadas	fueron	las	siguientes:	

 U2OS:	 Es	 una	 línea	 celular	 originada	 de	 un	 osteosarcoma	 humano.	 Fue	obtenida	de	ATCC	 American	Type	Culture	Collection ,	número	de	catálogo	(TB‐ .	 Es	 una	 línea	 es	 ampliamente	 utilizada	 en	 los	 campos	 de	 ciclo	celular	y	reparación	de	ADN,	incluso	a	pesar	de	su	contenido	cromosómico	aberrante.	 Esto	 se	 debe	 a	 que	 mantiene	 activos	 la	 mayoría	 de	 los	 genes	necesarios	 para	 el	 control	 del	 ciclo	 celular	 además	 de	 los	 mecanismos	encargados	de	la	reparación	genómica.	Por	otro	lado,	las	células	presentan	núcleos	grandes	y	bien	definidos	lo	que	facilita	la	obtención	de	imagénes	y	análisis	de	la	localización	subcelular	de	proteínas	nucleares	mediante	el	uso	de	microscopía	confocal.	
 HCT116:	Esta	línea	celular	deriva	de	un	carcinoma	colorectal.	Fue	obtenida	del	 laboratorio	 del	 Doctor	 B.	 Vogelstein	 Johns	 (opkins	 University,	Baltimore,	USA .	Tienen	expresión	de	p 	normal.	Presentan	una	mutación	en	 el	 exón	 	 del	 gen	 Ras.	 De	 esta	 línea	 se	 derivaron	 mediante	recombinación	 homóloga	 líneas	 nulas	 knock	 out 	 para	 diferentes	 genes,	como	es	el	caso	de	las	(CT	p ‐/‐	descriptas	a	continuación.	
 HCT116	p21‐/‐	 :	Esta	 línea	 celular	 derivada	de	 la	 línea	 parental	(CT 	fue	 generada	 en	 el	 laboratorio	 del	 Doctor	 B.	 Vogelstein	 Johns	 (opkins	University,	Baltimore,	USA 	mediante	recombinación	homóloga.		
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 HeLa:	Esta	 línea	celular	deriva	de	un	adenocarcinoma	cervical	humano	de	una	mujer	de	 	años	de	edad	 (enrietta	Lacks .	Son	ampliamente	usadas	en	el	campo,	por	su	fácil	crecimiento,	y	fácil	manipulación.		
	

	

4.2	Agentes	genotóxicos	
	

 Radiación	ultravioleta		 La	 radiación	 ultravioleta	 se	 define	 como	 la	 porción	 del	 espectro	electromagnético	comprendido	entre	los	rayos	X	y	la	luz	visible.	El	espectro	UV	se	subdivide	en	Ultravioleta	Extremo,	hasta	 nm	de	longitud	de	onda	y	Ultravioleta	Cercano,	 hasta	 	 nm	 aproximadamente.	 A	 su	 vez,	 La	 radiación	 ultravioleta	cercana	se	divide	en	UVA	 ‐ nm ,	UVB	 ‐ nm 	y	UVC	 ‐ 	nm .	La	 luz	UV	es	altamente	genotóxica	 siendo	 la	 radiación	UVC,	de	mayor	energía,	 la	que	posee	más	poder	mutagénico.	El	tipo	de	lesión	más	frecuentemente	provocada	por	 la	 radiación	 ultravioleta	 sobre	 el	 ADN	 es	 la	 formación	 de	 dímeros	 entre	pirimidinas	adyacentes,	las	cuales,	dependiendo	del	tipo	de	enlace	covalente	que	se	forme	entre	ambas	bases,	se	denominan	dímeros	de	pirimidinas	en	anillos	de	ciclo‐butano	 CPD,	corresponden	al	 %	de	las	lesiones 	o	 ‐ 	pirimidina‐pirimidona	fotoproductos	 ‐ 	PP,	corresponden	a	casi	la	totalidad	de	las	lesiones	restantes ,	lesiones	que	ya	fueron	descriptas	en	la	introducción	 ver	Figura	 . .		 En	 los	 experimentos	 en	 lo	 que	 se	 indujo	 daño	 al	 ADN	 por	 luz	 UV,	 el	protocolo	 fue	realizado	según	 lo	descripto	a	continuación.	Se	 tomaron	 las	 	placas	de	 cultivo	 y	 se	 removió	 el	medio,	 luego	 se	 realizó	 un	 lavado	 con	PBS	 el	 cual	 fue	totalmente	 extraído	 y	 luego	 se	 procedió	 a	 la	 irradiación	 en	 una	 cámara	 de	 UV	equipada	con	tubos	de	 nm	acoplada	a	un	dosímetro	 UVP	CL‐ 	Ultraviolet	Crosslinker 	 o	 utilizando	 una	 lámpara	 de	 XX‐ S	 UV	 de	 UVP.	 Luego	 se	 agregó	medio	de	cultivo	 fresco	suplementado	con	 %	SFB	y	 las	muestras	se	 incubaron	durante	 distintos	 tiempos	 de	 acuerdo	 al	 esquema	 experimental.	 Para	 las	irradiaciones	 totales,	 se	 utilizaron	 dosis	 desde	 	 a	 	 J/m 	 de	 acuerdo	 a	 los	distintos	 experimentos	 planteados	 Figura	 . 	 A ,	 mientras	 que	 para	 las	irradiaciones	focales,	se	utilizaron	filtros	de	policarbonato	con	múltiples	poros	de	
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	μm	cada	uno	 Millipore	#	TMTP 	utilizándose	dosis	mucho	mayores.	Estos	filtros	 fueron	 colocados	 directamente	 en	 contacto	 con	 las	 células	 para	 luego	 ser	irradiadas	con	dosis	de	 	J/m 	 Figura	 . 	B ,equivalente	a	mucho	menor	dosis	ya	que	el	filtro	bloquea	la	mayor	cantidad	de	UV	dejando	pasar	solamente	la	luz	UV	en	la	zonas	donde	están	los	poros	 .		
	

								
Figura	4.1:	Distintos	tipos	de	irradiación	UV.	A)	)rradiación	total,	la	célula	en	irradiada	en	toda	su	superficie	 luego	 de	 haberle	 removido	 el	medio	 de	 cultivo	 y	 lavado	 con	 PBS.	B)	 )rradiación	 local	mediante	el	uso	de	 filtros	de	policarbonato	con	poros	de	 µm	distribuidos	homogéneamente	por	donde	 pasan	 los	 rayos	 de	 luz	 UV	 como	 lo	 	muestra	 el	 esquema.	 La	 célula	 es	 entonces	 irradiada	localmente	en	zonas	definidas	y	se	pueden	determinar	estas	zonas	utilizando	anticuerpos	antidaño.				 Para	la	irradiación	local	con	filtro,	se	les	remueve	el	medio	a	las	células	y	se	lavan	con	PBS	 X	una	vez,	antes	de	retirar	el	PBS	se	coloca	el	filtro	y	se	remueve	el	excedente	 de	 PBS	 tratando	 de	 que	 el	 filtro	 quede	 pegado	 exactamente	 a	 la	superficie	del	cubreobjetos	donde	se	encuentran	las	células.	Luego	se	irradian	con	dosis	altas	de	luz	UV	y	se	remueve	el	filtro	incorporando	medio	fresco	de	cultivo	de	manera	 que	 el	 filtro	 se	 despegue	 lo	 más	 suavemente	 posible	 evitando	 que	 se	despeguen	las	células	del	cubreobjeto.			
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4.3	Transfección		 Los	 reactivos	 de	 transfección	 utilizados	 fueron	 Lipofectamina	 	)nvitrogen 	y	JetPrime	 Polyplus	Scientific 	de	acuerdo	a	 las	 instrucciones	de	los	fabricantes.	
 Protocolo	transfección	y	co‐transfección	de	ADN	plasmídico		 La	mayoría	de	los	experimentos	se	realizaron	en	placas	de	MW	de	 	o	MW	.	 Por	 pocillo	 de	 MW	 de	 	 se	 plaquean	 sobre	 cubreobjetos	 previamente	esterilizados	aproximadamente	 . 	células.	A	las	 	horas	se	trasnfectan	con	la	concentración	necesaria	de	el	o	los	plásmidos,	se	cambia	el	medio	a	las	 ‐ 	hs	por	medio	fresco	con	 %	SFB	y	se	incuban	por	 	horas	a	 °C	al	 %	de	CO .	Al	día	siguiente	se	procesan	 las	muestras	de	acuerdo	al	diseño	experimental	 requerido.	Para	la	detección	de	las	porteinas	transfectadas	normalmente	se	utilizan	plasmidos	unidos	 a	 una	 proteína	 fluorescente	 GFP,	 GFP‐PCNA	 o	 fGFP.	 Cualquiera	 de	 estos	plasmidos	 se	 co‐transfectan	 con	 los	 plasmidos	 de	 interés	 permitiendo	 una	detección	 más	 rápida	 mediante	 la	 visualización	 de	 las	 células	 fluorescentes,	teniendo	en	cuenta	que	el	porcentaje	de	co‐transfeccion	 es	decir	que	ingresen	los	dos	plásmidos	a	la	célula 	es	del	 %	aproximadamente.			

4.4	Plásmidos	utilizados		 En	este	 trabajo	de	tesis	se	utilizaron	o	modificaron	 los	siguientes	vectores	de	 expresión:	 p ,	 sp ΔC,	 sp ΔCΔP)P	 y	 p ΔC	 	 CS ‐p ,	 CS MT‐p CDK‐ ,	CS MT‐p CDK‐PCNA‐ 	y	CS ‐p CDK‐ 	que	fueron	generados	previamente	en	nuestro	laboratorio ,	 ;	GFP‐Pol		y	GFP‐pol		fueron	gentilmente	cedidos	por	el	Dr.	A.	Lehmann	 	y	GFP‐pol		y	GFP‐Rev 	fueron	donados	por	el	Dr.	R.	Woodgate	 y	 el	Dr.	 Friedberg	 respectivamente.	 El	 plásmido	 codificante	para	GFP‐PCNA	fue	provisto	por	la	Dra.	Cristina	Cardoso	 ,	 .						
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4.5	Mutagénesis	dirigida		 Para	generar	las	mutaciones	puntuales	en	los		vectores	de	expresión	de	p 	sobre	los	dominios	de	unión	a	CDK	y	PCNA,	 los	 	vectores	fueron	sometidos	a	una	mutagénesis	dirigida	utilizando	el	kit	de		quick‐site‐change	de	stratagene,	según	las	indicaciones	de	los	fabricantes.	Los	primers	utilizados	para	la	mutagénesis	dirigida		fueron	los	siguientes:		
 Para	la	mutación	sobre	el	sitio	de	unión	a	CDK		Sentido:ctgcatccaggaggcccgtgagcgaaggaactccgcctttgtcaccga	Antisentido:	tcggtgacaaaggcggagttccttcgctcacgggcctcctggatgcag	Esta	mutación	cambia	 los	aminoácidos	W 	a	R,	F 	a	S	y	D 	a	A,	aboliendo	 la	capacidad	de	este	sitio	de	unirse	a	CDK.			
 Para	la	mutación	sobre	el	sitio	de	unión	a	PCNA	Sentido:	cggcggcagaccagcgcgacagctgcctaccactccaaacgccggctg	Antisentido:	cagccggcgtttggagtggtaggcagctgtcgcgctggtctgccgccg	Esta	mutación	 cambia	 los	 aminoácidos	M 	 a	 A,	 D 	 a	 A	 y	 F 	 a	 A.	 Ambas	mutaciones	fueron	descriptas	previamente	 .			

4.6	Análisis	de	proteínas	
	
4.6.1	 Preparación	 de	 extractos	 totales	 e	

inmunoprecipitación	en	fracción	soluble		 Los	 extractos	 totales	 fueron	 preparados	 por	 lisis	 directa	 de	 las	 células	 en	buffer	Laemmli	 mM	Tris‐(CL	[p(:	 . ],	 %	Glicerol,	 %	SDS,	 	mM	DTT,	 . 	mM	Azul	de	Bromofenol .	Luego	fueron	desnaturalizados	a	 °C	durante	 	minutos	y	 se	 corrieron	 en	 geles	 desnaturalizantes	 de	 poliacrilamida	 SDS‐PAGE 	 de	diferentes	 concentraciones	 de	 acuerdo	 al	 peso	 molecular	 de	 las	 proteínas	analizadas	 y	 luego	 se	 realizó	 la	 transferencia	 a	membranas	 de	 nitrocelulosa,	 las	cuales	se	utilizaron	para	el	análisis	mediante	Western	Blot.		
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	 Para	 determinar	 si	 las	mutaciones	 puntuales	 realizadas	 a	 los	 vectores	 de	expresión	de	p 	efectivamente	abolían	la	interacción	de	p /CDK 	y	p /PCNA	se	realizaron	 inmunoprecipitaciones	en	 la	 fracción	soluble,	donde	 	se	encuentran	normalmente	 los	 complejos	 de	 p /CDKs	 .	 Los	 lisados	 fueron	 obtenidos	utilizando	los	siguientes	buffers:	(EPES	 mM,	 mM	NaCl,	 %	glycerol,	 . mM	NaF,	 mM	EDTA,	Triton	 . %,	 . mM	ortovanadato	de	Na,	 mM	DTT	 . mM	PMSF	e	inhibidores	de	proteasas.	Estos	extractos	fueron	centrifugados	y	posteriormente	sometidos	 a	 una	 inmunoprecipitacion	 con	 dos	 anticuerpos	 anti‐p C ‐Santa	Cruz	y	AB ‐EMD	Millipore .	La	diferencia	de	estos	anticuerpos	radica	en	el	sitio	de	reconocimiento,	el	primero	reconoce	el	C‐terminal	de	la	proteína	de	p ,	por	ende	se	une	al	sitio	de	unión	de	PCNA,	mientras	que	el	segundo	reconoce	la	zona	del	N‐terminal	 de	 la	 proteína	 donde	 se	 encuentra	 el	 sitio	 de	 unión	 a	 CDKs.	 	 Luego	 se	realizaron	los	western	blots	con	los	anticuerpos	detallados	a	continuación,	para	el	revelado	 se	 utilizó	 la	 detección	 mediante	 ECL	 Amersham	 GE	 (ealthcare 	 de	acuerdo	a	las	instrucciones	de	fábrica.		
Anticuerpos	primarios	utilizados	para	los	western	blots:	

 Anti‐p 	 C‐ :	 anticuerpo	 monoclonal	 hecho	 en	 conejo	 Santa	 Cruz	Biotechnology 	
 Anti‐PCNA	 PC‐ :	 Anticuerpo	 monoclonal	 hecho	 en	 ratón	 nro.	 de	catálogo:	sc‐ ,	Santa	Cruz	Biotechnology .	
 Anti‐CDK :	Santa	Cruz	Biotechnology	
 Anti‐p 	 AB :	 anticuerpo	monoclonal	 hecho	 en	 ratón	 Nro.	 de	 catálogo	OP ‐ UG,	EMD	Millipore 	
 Anti‐Pol	 	 (‐ :	Anticuerpo	policlonal	hecho	en	conejo	 nro.	de	catálogo:	sc‐ ,	SantaCruz	Biotechnology .	
 Anti‐Actina:	Anticuerpo	policlonal	hecho	en	conejo	 nro.	de	catálogo:	A	,	Sigma‐Aldrich .	
 Anti‐Ku :	 Anticuerpo	monoclonal	 hecho	 en	 conejo	 nro.	 De	 catálogo	 sc‐,	Santa	Cruz	Biotecnology 			
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Anticuerpos	secundarios	utilizados:	

 Anti	)gG	de	ratón	conjugado	a	peroxidasa	 nro.	de	catálogo:	A	 ,	Sigma‐Aldrich .	
 Anti	)gG	de	conejo	conjugado	a	peroxidasa	 nro.	de	catálogo:	A	 ,	Sigma‐Aldrich .	
 Anti	)gG	de	cabra	conjugado	a	peroxidasa	 nro.	de	catálogo:	A	 ,	Sigma‐Aldrich 		
4.6.2	Inmunoprecipitacion	cromatinica	Este	 protocolo	 fue	 desarrollado	 con	 la	 finalidad	 de	 inmunoprecipitar	proteínas	 que	 interaccionan	 o	 que	 están	 en	 estrecha	 proximidad	 dentro	 del	entorno	 de	 un	 fragmento	 cromatínico.	 La	 lógica	 subyacente	 a	 este	 protocolo	consiste	 en	 que	 previamente	 a	 la	 inmunoprecipitación,	 se	 realiza	 un	entrecruzamiento	entre	 las	proteínas	y	el	ADN	mediante	 tratamiento	con	 formol,	seguido	de	un	paso	de	fragmentación	enérgica	del	ADN.	Luego	con	un	anticuerpo	específico	que	precipita	la	proteína	de	interés	que	estará	acoplada	a	un	fragmento	de	ADN	y	a	las	demás	proteínas	con	las	que	se	encontraba	interaccionando	o	que	estaban	 en	 estrecha	 proximidad	 al	 momento	 del	 entrecruzamiento.	 Luego	 se	revierte	el	entrecruzamiento	y,	mediante	Western	Blot,	 se	puede	determinar	qué	grupo	 de	 proteínas	 y	 en	 qué	 estequiometría 	 formaba	 parte	 de	 los	 complejos	cromatínicos	en	los	experimentos	realizados	 Figura	 . .	

Figura	 4.2	 Esquema	 del	 protocolo	 de	 inmunoprecipitación	 cromatínica.	 Se	 observa	 como	 el	entrecruzamiento	producido	por	formol	 %	 crosslink 	mantiene	unidas	a	las	proteínas	y	el	ADN.	La	 sonicación	 promueve	 la	 ruptura	 del	 ADN	 en	 pequeños	 fragmentos.	 Estos	 son	inmunoprecipitados	con	el	anticuerpo	de	interés	de	manera	tal	que	las	proteínas	que	se	encuentren	muy	 cercanas	 en	 la	 cromatina	 co‐inmunoprecipiten.	 Luego	 se	 revierte	 el	 entrecruzamiento	 y	 se	analizan	las	muestras	por	Western	Blot.			
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	 Este	 protocolo	 ha	 sido	 adaptado	 a	 partir	 del	 ensayo	 de	 Bi	 et	 al	 .	Brevemente,	células	U OS	previamente	transfectadas	son	irradiadas	con	 	J/m 	e	incubadas	 durante	 ‐ 	 horas.	 Luego,	 se	 realiza	 una	 extracción	 inicial	 suave	 con	buffer	CSK	 	mM	sacarosa,	 	mM	KCl,	 	mM	(EPES	[p(	 . ],	 	mM	EGTA,	 	mM	 MgCl 	 en	 hielo	 durante	 	 minutos.	 )nmediatamente,	 se	 realiza	 el	entrecruzamiento	 con	 una	 solución	 de	 formol	 %	 en	 PBS	 durante	 	minutos	 a	temperatura	 ambiente.	 Se	 interrumpe	 la	 reacción	 de	 entrecruzamiento	 con	 el	agregado	de	Glicina	durante	 	minutos	en	hielo.	Luego	de	un	lavado	con	abundante	PBS,	 se	 lisan	 las	células	con	buffer	 )P	 	mM	Tris‐(CL	 [p(	 . ],	 	mM	FNa,	 	mM	 NaCl,	 %	 NP‐ ,	 %	 Deoxicolato	 de	 Sodio.	 . %	 SDS 	 suplementado	 con	inhibidores	 de	 proteasas	 y	 fosfatasas.	 Los	 lisados	 son	 sometidos	 a	 sonicación	 y	posteriormente,	 clarificados	 por	 centrifugación	 a	 . rpm	 a	 °C	 durante	 	minutos.	El	sobrenadante	se	somete	a	inmunoprecipitación	durante	toda	la	noche	con	el	anticuerpo	monoclonal	anti	PCNA	 PC‐ 	AC,	SantaCruz	Biotechnology .	Al	día	 siguiente,	 se	 lavan	 las	 muestras,	 se	 agrega	 buffer	 Laemli	 y	 se	 realiza	 la	reversión	 del	 entrecruzamiento	 durante	 	minutos	 a	 °C.	 Luego	 se	 corren	 los	extractos	 en	 SDS	 PAGE	 y	 se	 revelan	 las	 proteínas	 de	 interés	 mediante	Western	Blot.		
4.7	Análisis	del	ciclo	celular	

	
4.7.1	Citometría	de	flujo		 Para	 realizar	 el	 análisis	 de	 los	 perfiles	 del	 ciclo	 celular	 por	 contenido	 de	ADN	 en	 poblaciones	 celulares,	 se	 utilizó	 el	 análisis	 por	 citometría	 de	 flujo.	 Esta	técnica	permite	analizar	detalladamente	el	perfil	de	ciclo	de	una	población	celular	mediante	 la	 determinación	 de	 la	 cantidad	 relativa	 de	 ADN	 que	 se	 tiñe	 con	 el	colorante	 intercalante	 de	 ADN	 yoduro	 de	 propidio.	 Este	 colorante	 se	 une	estequiometricamente	 a	 la	 cantidad	 de	 ADN	 presente	 en	 cada	 etapa	 del	 ciclo	celular,	 teniendo	 una	 cantidad	 relativa	 a	 n	 en	 la	 fase	 G 	 y	 n	 en	 la	 fase	G /M,	mientras	que	durante	 la	 fase	 S	 la	 cantidad	de	ADN	va	aumentando	de	 n	 a	 n	 a	medida	que	éste	se	duplica.	Es	esta	característica	lo	que	nos	permite	diferenciar	las	distintas	etapas	del	ciclo	celular	y	evidenciar	cualquier	alteración	del	mismo.		
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	 Las	células	fueron	sometidas	a	tripsinizacion,	recuperadas	de	las	placas	de	cultivo	y	fijadas	en	tubos	falcon	de	 	ml	sobre	vortex	mediante	agregado	gradual	de	etanol	absoluto	a	‐ °C.	Luego	las	células	se	centrifugaron,	se	descartó	el	etanol	y	se	resuspendieron	en	PBS	conteniendo	RNasa	)	 mg/ml 	y	Yoduro	de	Propidio		P) 	 	 mg/ml,	 Sigma .	 	 En	 el	 caso	 de	 la	 detección	 de	 células	 transfectadas	 el	análisis	se	hizo	a	dos	colores	utilizando	la	fluorescencia	de	la	etiqueta	GFP		y	sobre	ésta	población	 se	midió	 el	 contenido	de	ADN,	 seleccionando	 las	 células	positivas	para	 ambas	 fluorescencias	 verdes	 	 GFP +	 rojas	 )P .	 El	 contenido	 de	ADN	por	célula	 se	 determinó	 mediante	 un	 Citometro	 de	 flujo	 FACScalibur	 de	 Becton	Dickinson	 con	 posterior	 análisis	mediante	 el	 programa	 Summit	 software	 DAKO	Cytomation 	y	los	perfiles	de	ciclo	celular	fueron	graficados	utilizando	el	programa	FlowJo	 Tree	Star	)nc. .		
4.7.2	Incorporación	de	análogos	de	bases		 Una	alternativa	a	la	citometría	de	flujo	para	estudiar	el	perfil	de	ciclo	celular	de	una	población	celular,	es	la	incorporación	de	análogos	de	bases,	más	conocidos	como	análogos	de	timina	como	la	bromodeoxiuridina	 BrdU‐S)GMA 	y	el	ethynyl‐deoxiuridina	 EdU‐)nvitrogen .	Ambos	análogos	se	incorporan	al	ADN	cuando	este	se	replica.	Esta	técnica,	si	bien	resulta	menos	informativa	que	la	citometria	de	flujo,	permite	determinar	con	alta	certeza	 las	células	que	se	encuentran	dentro	y	fuera	de	la	fase	S.	El	uso	de	microscopia	para	determinar	las	células	dentro	y	fuera	de	la	fase	 S,	 permite	 además	 discriminar	 entre	 los	 diferentes	 fenotipos	 que	 la	 célula	adopta	 a	medida	 que	 transita	 por	 la	 fase	 replicativa.	 Para	 el	 estudio,	 las	 células	fueron	incubadas	con	estos	análogos	en	una	concentración	 µM,	en	un	rango	de	 	a	 	minutos,	dependiendo	el	experimento	a	realizar,	previo	al	paso	de	fijación.	En	este	caso	es	importante	destacar	el	paso	de	desnaturalización	que	permite	exponer	los	epitopes	de	los	análogos	para	su	posterior	detección	por	inmuhistoquimica.	La	desnaturalización	se	realizó	en	(CL	 . N	durante	 	minutos,	y	 luego	se	prosiguió	con	el	protocolo	de	inmunohistoquimica	que	se	detallara	en	la	sección	siguiente.	La	detección	de	BrdU	se	realizó	con	un	anticuerpo	monoclonal	anti‐BrdU	 Amersham	BU‐ .	En	el	caso	del	EdU,	la	diferencia	es	que	este	análogo,	dada	las	características	con	 las	 que	 fue	 manufacturado,	 no	 requiere	 de	 un	 paso	 de	 desnaturalización	previa,	ya	que	la	detección	se	realiza	a	través	de	una	reacción	química	por	lo	que	su	
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detección	 es	más	 sencilla	 y	 se	 evita	 el	 paso	 de	 desnaturalización	 Click‐iT®EdU	kit#C .		
4.7.3	Índice	de	proliferación	por	bloqueo	de	citocinesis		 El	 ensayo	 CBP)	 del	 inglés	 Cytokinesis	 block	 proliferation	 index ,	 permite	determinar	el	 tiempo	que	una	célula	tarda	en	dividirse,	cuantificando	 la	cantidad	de	células	que	 llegaron	a	dividir	 su	núcleo	 frente	a	 las	que	no.	El	protocolo	es	el	siguiente:	las	células	se	trasfectan,	como	ya	se	detalló	en	secciones	anteriores,	y	a	las	 hs	se	replaquean	a	baja	densidad	y	posteriormente	son	irradiadas.	Luego	de		horas	de	haber	sido	irradiadas	se	les	coloca	en	el	medio	una	droga,	citocalasina	B	Cyto	 B	 S)GMA 	 en	 una	 concentración	 de	 ug/ml.	 Esta	 droga	 bloquea	 la	polimerización	 de	 los	 filamentos	 de	 actina	 por	 lo	 que	 impide	 que	 se	 divida	 la	membrana	 plasmática,	 pero	 si	 permite	 la	 división	 nuclear,	 es	 decir	 bloquea	 la	citocinesis	 pero	 no	 la	 cariocinesis.	 De	 esta	manera	 lo	 que	 se	 obtiene	 son	 celulas	binucleadas	dentro	de	una	misma	membrana	plasmática,	si	estas	llegaron	a	dividir	el	material	nuclear,	o	de	lo	contrario	celulas	mononucleadas	si	no	pudieron	dividir	el	 nucleo.	 	 horas	 más	 tarde	 las	 células	 son	 fijadas	 con	 PFA/sacarosa	 %	 y	sometidas	 a	 la	 detección	 por	 inmunomarcacion	 de	 las	 membranas	 plasmáticas	mediante	el	uso	de	faloidina	conjugada	a	Alexa	 	 )nvitrogen 	y	tinción	nuclear	con	 DAP).	 Posteriormente	 se	 realiza	 el	 análisis	 mediante	 microscopia	 de	fluorescencia	 y	 se	 determina	 sobre	 la	 población	 transfectada	 en	 este	 caso	 se	utilizó	 GFP‐PCNA	 como	 marcador	 de	 transfeccion 	 la	 cantidad	 de	 celulas	binucleadas.	Esta	cuantificación	indica	que	porcentaje	de	las	células	transfectadas,	en	 el	 tiempo	 transcurrido	 del	 análisis,	 pudieron	 llegar	 a	 dividir	 su	 material	genético	y	posteriormente	dividir	el	núcleo.		

 	
4.8	Inmunomarcación	y	análisis	de	proteínas	por	
microscopia		 Una	parte	importante	de	este	trabajo	de	tesis	está	basado	en	experimentos	de	 localización	 de	 proteínas	 dentro	 del	 núcleo	 celular.	 Si	 bien	 algunas	 de	 las	proteínas	 estudiadas	 poseen	 fluorescencia	 propia	 debido	 a	 que	 se	 encuentran	
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fusionadas	 a	 una	 etiqueta	 de	 GFP	 fluorescente ,	 la	 detección	 de	 proteínas	endógenas	 se	 logró	 mediante	 inmunomarcación	 o	 inmunofluorescencia	 con	anticuerpos	específicos.	
	

4.8.1	 Reclutamiento	 de	 polimerasas	 de	 TLS	 a	 zonas	 de	
ADN	dañado		 El	 análisis	 del	 reclutamiento	 de	 polimerasas	 a	 estructuras	 focales	 foci 	asociadas	a	daño	genómico,	se	considera	un	marcador	molecular	de	TLS.	Para	su	estudio	 se	utilizaron	polimerasas	de	TLS	 fusionadas	 a	GFP,	GFP‐Pol	 ,	 GFP‐Pol	 ,	GFP‐Pol	 	y	GFP‐Rev 	el	protocolo	utilizado	fue	descripto	previamente	por	Soria	et	al	 Soria	G,	Speroni	J,	Podhajcer	OL,	Prives	C,	&	Gottifredi	V	 .	Brevemente,	se	plaquean	 , ‐ , 	x	 	células	en	cubreobjetos	redondos	de	 	mm	de	diámetro	dentro	 de	 pocillos	 individuales	 en	 placas	 multipocillo	 de	 .	 Una	 vez	 aquí,	 las	células	son	transfectadas,	irradiadas	o	sometidas	al	tratamiento	de	interés.	Luego,	las	células	son	fijadas	con	PFA %	sacarosa %	durante	 	minutos	a	temperatura	ambiente	y	permeabilizadas	con	 . %	Triton	X‐ 	en	PBS	durante	 	minutos	a	°C.	Luego	de	lavar	varias	veces	con	PBS,	se	tiñen	los	núcleos	con	(oescht	 	µg/ml,	 Sigma 	 durante	 	 minutos	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 se	 montan	 los	cubreobjetos	con	Mowiol‐ Calbiochem .		

4.8.2	Inmunohistoquimica		 El	protocolo	general	se	repite	para	el	análisis	de	proteínas	fluorescentes,	se	plaquean	las	células	en	cubreobjetos	de	 mm	dentro	de	pocillos	individuales	en	placas	 de	 multipocillos	 de	 .	 Una	 vez	 adheridas	 las	 células	 pueden	 ser	transfectadas	o	sometidas	a	irradiación	UV	o	al	tratamiento	de	interés.	Las	células	son	 fijadas	 dentro	 de	 los	 pocillos	 con	 PFA/Sacarosa	 %	 por	 	 minutos	 o	 con	metanol	absoluto	por	 	minutos	a	‐ °C	seguido	de	un	paso	de	extracción	rápida	con	acetona	fría	por	 	segundos	a	temperatura	ambiente.	Luego	de	la	fijación,	ya	sea	por	PFA/sacarosa	o	metanol/acetona,	se	realiza	un	paso	de	permeabilización	con	 . %Triton	X‐ 	en	PBS	durante	 	minutos	y	 luego	se	procede	al	bloqueo	con	 suero	 de	 burro	 . %	 a	 °C	 durante	 toda	 la	 noche.	 La	 incubación	 con	 el	anticuerpo	 primario	 que	 detecta	 la	 proteína	 de	 interés	 se	 realiza	 colocando	 el	cubreobjetos	invertido	sobre	 	ul	de	la	dilución	del	anticuerpo	sobre	un	retazo	de	
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parafilm.	Luego	de	una	hora	de	incubación	con	el	anticuerpo	primario	se	realizan	 	lavados	 con	 PBS	 tween	 . %	 de	 	 minutos	 cada	 uno,	 este	 paso	 se	 realiza	volviendo	 a	 colocar	 el	 cubreobjetos	 dentro	 del	 pocillo.	 La	 incubación	 con	 los	anticuerpos	secundarios	conjugados	a	diferentes	fluoróforos	se	realiza	de	la	misma	manera	 que	 el	 anticuerpo	 primario,	 sobre	 un	 retazo	 de	 parafilm.	 Luego	 de	 una	hora	 de	 incubación	 se	 procede	 a	 lavar	 nuevamente	 los	 vidrios	 con	 PBS	 tween	. %.	Como	último	paso	se	tiñe	el	núcleo	con	(oechst	No 	 S)GMA 	durante		minutos	en	PBS	tween	 . %,	y	se	procede	al	montaje	de	los	vidrios	sobre	un	portaobjetos,	 mediante	 el	 uso	 de	 Mowiol‐ Calbiochem .	 En	 el	 caso	 de	 los	anticuerpos	que	detectan	antígenos	en	cadena	simple	de	ADN	 como	BrdU	y	CPD 	previo	 a	 la	 incubación	 con	 anticuerpo	 primario	 se	 realiza	 un	 paso	 de	desnaturalización	 de	 la	 doble	 hebra	 mediante	 un	 tratamiento	 con	 (CL	 . N	durante	 	minutos	para	BrdU	y	NaO(	 . M	tambien	por	 	minutos	para	CPD.				 Los	anticuerpos	primarios	utilizados	para	 las	 inmunohitoquimicas	 fueron:	anti‐BrdU	 Amersham	 BU‐ ,	 anti‐p 	 AB Oncogene	 Research	 Products ,	 Anti‐p 	C 	Santa	Cruz ,	Anti‐ ( AX	 Upstate ,	Anti‐ BP 	 Santa	Cruz 	y	anti‐CPD	o	dimeros	de	pirimidinas	en	anillos	de	ciclobutano	 MBL	international	corporation .	Los	 anticuerpos	 secundarios	 fueron:	 anti	 raton	y	 conejo	 conjugados	a	Cy 	 y	Cy 	Jackson	)nmuno	Reasearch 	y	anti‐conejo	conjugado	a	Alexa	 	 )nvitrogen .		
4.8.3	Cuantificación	de	γH2AX 	 Para	medir	 la	 intensidad	promedio	de	 ( AX	en	una	muestra,	se	tomaron	fotografías	de	distintos	campos	de	manera	aleatoria,	siendo	estos	campos	positivos	para	 ( AX,	p 	y	DAP),	con	un	microscopio	confocal	Zeiss	Axioplan.	Las	imágenes	fueron	 obtenidas	 siempre	 manteniendo	 el	 mismo	 tiempo	 de	 exposición,	 los	mismos	 parámetros	 y	 fueron	 procesadas	 de	 la	 misma	 manera	 dentro	 de	 cada	experimento.	 Esto	permite	 la	 comparación	entre	 cada	 situación	experimental,	 ya	que	 las	 intensidades,	 que	 es	 lo	 que	 se	 intenta	 cuantificar,	 pueden	 variar	 con	 los	distintos	 tratamientos,	 pudiendo	 perderse	 esta	 información	 si	 se	 alteran	 los	parámetros	de	obtención	de	 imágenes.	Luego	de	 la	obtención	de	 imágenes,	estas	son	procesadas	de	igual	manera	utilizando	el	programa	)mage	J.	La	determinación	de	 intensidad	 de	 ( AX	 ya	 sea	 focal	 o	 panuclear,	 se	 realiza	 sobre	 los	 núcleos	
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positivos	 para	 p ,	 es	 decir	 la	 población	 transfectada,	 utilizando	 la	 herramienta	messure	tool 	del	programa	)mage	J,	calculándose	el	promedio	de	intensidad.			
4.8.4	Estirado	e	inmunotinción	de	fibras	de	ADN		 Este	 protocolo	 ha	 sido	 adaptado	 a	 partir	 del	 publicado	 por	 de	 (aro	 et	 al	.	Brevemente,	se	plaquean	 , 	x	 	células	U OS	en	placas	de	 	mm.	Al	día	siguiente	 son	 transfectadas	 con	 siRNA	o	 siRNA/Plásmido	y	 luego	de	 	horas	 se	comienza	con	el	procesamiento.	Las	células	en	estado	de	crecimiento	exponencial	son	 marcadas	 con	 un	 pulso	 de	 	 µM	 de	 clorodeoxiuridina	 CldU 	 durante	 	minutos.	Transcurrido	ese	tiempo	se	lavan	las	células	 	veces	con	PBS	y	se	irradian	las	placas	con	 	 J/m 	de	UVC	o	son	dejadas	sin	tratar.	Luego	se	realiza	un	pulso	con	 	 µM	 de	 iododeoxiuridina	 )dU 	 durante	 	 minutos.	 Posteriormente	 las	células	son	tripsinizadas,	lavadas	con	PBS	y	resuspendidas	a	concentración	final	de		 cel/	 µl.	 Para	 obtener	 el	 ADN	 las	 células	 son	 lisadas	 sobre	 un	 portaobjetos	limpio	y	desengrasado	con	un	buffer	compuesto	por	 . %	SDS,	 mM	Tris‐(CL	p(	 . 	and	 mM	EDTA	durante	 	minutos.	Luego	se	procede	con	el	estiramiento	de	las	fibras	de	ADN	obtenidas	mediante	la	inclinación	de	los	portaobjetos	a	 °	de	manera	 que	 la	 gota	 de	 ADN	 corriera	 lentamente	 hacia	 el	 extremo	 opuesto	 del	vidrio	 Figura	 . .	 Luego	de	 	minutos	 de	 secado	 a	 temperatura	 ambiente,	 las	muestras	se	fijan	en	una	solución	de	Metanol/	Ácido	acético	 : 	durante	 	minutos	y	 los	 portaobjetos	 se	 almacenan	 a	 °C	 en	 Etanol	 %	 hasta	 el	 momento	 de	 la	inmunotinción.			 Con	 el	 fin	 de	 realizar	 la	 inmunomarcación,	 las	 fibras	 de	 ADN	 son	desnaturalizadas	en	(CL	 , 	N	durante	 	hora	a	temperatura	ambiente.	Luego	se	lavan	 los	 portaobjetos	 con	 PBS	 y	 se	 realiza	 un	 bloqueo	 en	 PBS	 %	BSA	 Bovine	Serum	 Albumin 	 por	 	 minutos	 a	 °C.	 	 Luego	 se	 incuban	 los	 portaobjetos	 de	manera	secuencial	con	los	siguientes	anticuerpos:	anti‐BrdU	hecho	en	ratón	 nro.	de	 catálogo:	 ,	 Becton	Dickinson ,	 detecta	 )dU;	 anticuerpo	 secundario	 anti	)gG	 de	 ratón	 combinado	 con	 CyTM	 	 nro.	 de	 catálogo:	 ‐ ‐ ,	 Jackson	)mmunoResearch ;	anti‐BrdU	hecho	en	rata	 nro.	de	catálogo:	OBT ,	Accurate	Chemicals ,	 detecta	 CldU;	 anticuerpo	 secundario	 anti	 )gG	 de	 rata	 combinado	 a	Alexa‐ 	 nro.	de	catálogo:	A	 ,	Molecular	Probes,	)nvitrogen .	Como	medio	
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4.9	 Determinación	 de	 viabilidad	 e	 inestabilidad	
genómica		

4.9.1	Viabilidad	celular	y	ensayo	de	formación	de	colonias		 Para	evaluar	la	sobrevida	celular,	células	U OS	fueron	transfectadas	con	los	plásmidos	 de	 interés	 y	 a	 las	 	 horas	 replaqueadas	 a	 baja	 densidad.	 Una	 vez	adheridas	las	células	al	cubreobjetos	 hs 	las	células	fueron	irradiadas	con	bajas	dosis	 de	 UV	 y	 hs	 mas	 tarde	 fueron	 fijadas	 con	 PFA/sacarosa	 %.	 La	cuantificación	se	realizó	con	un	microscopio	de	fluorescencia	y	se	determinó	sobre	la	 población	 transfectada	 en	 este	 caso	 se	 utilizó	 fGFP	 como	 marcador	 de	trasnfección 	 la	 viabilidad	 de	 la	 células	 de	 acuerdo	 a	 su	 estructura	 nuclear.	Determinando	como	viables	aquellas	células	cuyo	núcleo	estaba	intacto	y	mantenía	una	estructura	normal,	y	no	viables	a	aquellas	células	cuyo	núcleo	había	perdido	integridad	 y	 estructura,	 siendo	 estas	 características	 de	 fácil	 detección.	 La	cuantificación	 se	 realizó	 sobre	 	 núcleos	 transfectados	 en	 tres	 experimentos	independientes.			 Para	el	ensayo	de	formación	de	colonias	células	(eLa	fueron	transfectadas	con	 los	 plásmidos	 de	 interés	 y	 replaqueadas	 a	 baja	 densidad	 	 células	 por	placa 	 a	 placas	 de	 mm	 en	 duplicados.	 Al	 día	 siguiente	 las	 células	 fueron	irradiadas	 a	 bajas	 dosis	 de	 UV	 e	 incubadas	 por	 	 a	 	 días	 en	 incubadora	manteniendo	 las	 condiciones	 fisiológicas	 para	 permitir	 la	 formación	 de	 colonias.	Este	ensayo	es	más	informativo	que	el	anterior	ya	que	permite	también	analizar	la	capacidad	proliferativa	de	la	célula,	ya	que	aquellas	que	puedan	formar	una	colonia	visible	 al	 final	 del	 experimento	 son	 aquellas	 que	 no	 perdieron	 capacidad	proliferativa,	 mientras	 que	 las	 que	 no	 pueden	 estar	 arrestadas	 o	 no	 sobrevivir	luego	del	tratamiento	con	UV.	Una	vez	pasados	los	 	dias	se	fijan	las	colonias	con	cristal‐violeta,	 un	 compuesto	 que	 tiñe	 las	 colonias	 y	 las	 fija	 para	 su	 fácil	cuantificación.	 Se	 cuantifican	 las	 colonias	 de	 	 células	 o	más	 en	 cada	 condición	por	duplicado.				
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4.9.2	Análisis	de	formación	de	micronúcleos	(MN)		 La	base	de	este	análisis	es	determinar	la	formación	de	MN,	una	medida	de	inestabilidad	 genómica,	 frecuentemente	 asociada	 a	 la	 perdida	 de	 fragmentos	 de	ADN	 e	 inclusive	 de	 cromosomas	 enteros,	 normalmente	 por	 fallas	 en	 los	mecanismos	 de	 reparación	 del	 ADN.	 El	 protocolo	 es	 el	 siguiente:	 las	 células	 son	trasfectadas	 en	 pocillos	 de	 ,	 replaqueadas	 a	 baja	 densidad	 en	 pocillos	 de	 	sobre	cubreobjetos	e	irradiadas	 hs	mas	tarde.	 hs	después	de	la	irradiación	se	coloca	 Cyto	 B,	 que	 como	 se	 introdujo	 anteriormente	 genera	 células	 binucleadas	dentro	 de	 una	 misma	 membrana	 plasmática.	 El	 uso	 de	 esta	 droga	 permite	 un	análisismás	 preciso	 de	 la	 formación	 de	 micronucleos	 ya	 que	 estos	 van	 a	 estar	rodeados	 por	 la	 membrana	 plasmática	 adyacentes	 a	 los	 núcleos	 que	 le	 dieron	origen.	 	horas	después	de	haber	incorporado	la	Cyto	B	las	células,	primero	son	tratadas	 con	 una	 solución	 hipotónica	 KCl	 . M	 S)GMA 	 para	 permitir	 la	expansión	 de	 las	 células,	 por	 aproximadamente	 	 minuto,	 luego	 se	 fijan	 con	PFA/sacarosa	 %.	 En	 estos	 experimentos	 se	 utilizó	 tanto	 GFP‐PCNA	 como	 fGFP	como	marcador	de	transfeccion,	siempre	obteniendo	los	mismos	resultados	y	DAP)	para	teñir	los	núcleos.	Para	la	detección	de	MN	formados	en	células	en	replicación	activa	 luego	 de	 la	 irradiación,	 se	 incorporó	 EdU	 inmediatamente	 después	 de	 la	exposición	a	luz	UV	durante	 	hora,	y	luego	se	prosiguió	con	el	mismo	protocolo.	La	detección	de	EdU	se	realizó	luego	de	la	fijación	siguiendo	los	pasos	detallados	por	los	fabricantes	 Click‐iT®EdU	kit	 C 	)nvitrogen .	Se	determinó	la	frecuencia	de	 MN	 sobre	 la	 población	 transfectada	 y	 sobre	 la	 población	 transfectada	 en	replicación	activa	respectivamente,	en	 	experimentos	independientes.			
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5	Resultados		
5.1	Estabilización	de	p21	como	herramienta	de	trabajo		 La	 degradación	 de	 p 	 luego	 de	 irradiación	 UV	 ya	 fue	 reportada	anteriormente	por	nuestro	grupo	de	trabajo	y	por	otros Como	discutido	en	la	sección	previa	este	resultado	es	sorprendente	ya	que,	en	general,	se	espera	que	los	niveles	de	p 	aumenten	después	de	un	estímulo	genotóxico.	Además	los	valores	basales	 de	 p 	 en	 ausencia	 de	 estrés	 son	 considerados	 residuales	 y	 sin	 función	identificada,	por	lo	que	un	 esfuerzo 	celular	por	llevar	los	niveles	de	expresión	a	un	 valor	 menor	 que	 el	 residual	 era	 injustificable,	 al	 menos	 considerando	 las	funciones	 biológicas	 aceptadas	 hasta	 la	 fecha.	 Sabiendo	 que	 ningún	 esfuerzo 	celular	 carece	 de	 sentido	 y	 en	 general	 se	 asocia	 a	 la	 activación	 de	 funciones	relevantes	para	el	funcionamiento	celular,	nos	pareció	relevante	establecer	el	valor	biológico	de	la	regulación	negativa	de	p 	después	de	irradiación	UV.	Perseguimos	por	 lo	 tanto	 la	 hipótesis	 que	 p 	 se	 degrada	 para	 liberar	 un	 proceso	 activado	durante	 la	 respuesta	 celular	 al	 UV.	 Supusimos	 que	 la	 utilización	 de	 un	 p 	 no	degradable	serviría	para	bloquear	persistentemente	el	proceso	en	cuestión	lo	que	facilitaría	 su	 identificación.	 Para	 esto	 utilizamos	 las	 construcciones	 de	 p 	fusionadas	 a	 la	 etiqueta	 de	 	 epítopes	 de	 Myc	 en	 la	 región	 N‐terminal	 de	 la	proteína.	 Como	 	 se	 detalló	 en	 la	 sección	 de	materiales	 y	métodos,	 esta	 etiqueta	impide	su	degradación	a	través	del	bloqueo	de	la	ubiquitilacion	de	p ,	 .	Además	 las	 evidencias	 discutidas	 en	 la	 introducción	 sugerían	 que	 el	 proceso	 en	cuestión	es	el	de	TLS,	el	cual	 tiene	 lugar	específicamente	en	fase	replicativa	 fase	S .	 Dado	 que	 la	 estabilización	 constitutiva	 de	 p 	 generaría	 un	 arresto	 del	 ciclo	celular	 en	 la	 fase	 G 	 inhibiendo	 la	 formación	 de	 los	 complejos	 Cyclinas/CDKs	se	 inhibió	dicha	capacidad	mediante	 la	generación	de	 	mutaciones	puntuales	que	 rompen	 la	 interacción	 p /CDK.	 	 Dichas	 mutaciones	 fueron	 extensa	 y	previamente	 caracterizadas	 Gulbis	 et	 al 	 y	 están	 descriptas	 en	 detalle	 en	 	 la	sección	de	Materiales	y	Métodos 	
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5.1.1	 Caracterización	 de	 las	 construcciones	 estables	 de	

p21		 En	primer	lugar	se	caracterizó	el	mutante	estable	de	p 	generado,	de	aquí	en	adelante	llamado	sp ΔC.	A	diferencia	de	p ,	el	mutante	sp ΔC	demostró	una	alta	 resistencia	 a	 la	 degradación	 inducida	 por	 irradiación	 UV	 Figura	 . A .	 Por	otro	 lado,	debido	a	que	p 	 localiza	en	s=	stable	y	C=	sin	capacidad	de	unión	a	CDKs	 el	 nucleo,	 	 se	 evaluó	 si	 el	 mutante	 sp ΔC,	 mantiene	 la	 capacidad	 de	acumularse	en	el	núcleo	 Figura	 . B 	observando	una	localización	similar	al	p 	silvestre	 p wt .	 	Además	se	corroboró	que	 	no	se	uniera	a	CDK 	 Figura	 . C 	evaluándose	en	paralelo	su	efecto	sobre	el	ciclo	celular.	Se	observó	que	a	pesar	de	su	marcada	estabilidad	sp ΔC	no	afecta	la	distribución	de	células	en	las	distintas	fases	del	ciclo	celular	ni	el	número	de	células	transitando	la	fase	S	 Figura	 . 	A,	B	y	C .	 Como	 la	 estabilización	 de	 p 	 sp 	 causa	 la	 acumulación	 en	 la	 fase	G 	del	ciclo	celular	 	estos	datos	sugieren	que	la	disrupción	de	la	interacción	de	p 	con	CDKs	es	suficiente	para	evitar	el	bloqueo	del	ciclo	celular	dependiente	de	p .	

Figura	5.1:	Caracterización	de	 los	 	mutantes	estables	de	p .	:	A)	Tanto	el	mutante	simple		sp ΔC	 como	 el	 doble	 mutante	 sp ΔCΔP)P	 no	son	 degradados	 luego	 de	 irradiación	 UV.	Células	U OS	fueron	transfectadas	con	vector	vacío	 E.V. ,	y	los	diferentes	mutantes	de	p ,	sp ΔC	 pp	 y	 sp ΔCΔP)P	 e	 irradiadas	 con	 las	dosis	 indicadas	 de	 UV.	 	 horas	 post‐irradiación	las	células	fueron	lisadas	en	buffer	de	carga	para	luego	determinar	los	niveles	de	p 	 mediante	 western	 blot	 utilizando	anticuerpos	 específicos	 contra	 p 	 y	 Actina	como	control	de	carga.	B)	sp ΔC	y	sp ΔCΔP)P			se	localizan	en	el	núcleo.	Células	U OS	fueron	transfectadas	 con	 las	 construcciones	 de	 p 	 indicadas	 y	 hs	 más	 tarde	 fijadas	 con	 PFA.	 La	detección	 de	 las	 variantes	 de	 p 	 por	 inmunoflorescencia,	 se	 realizó	 utilizando	 anticuerpos	específicos	para	p ,	visualizando	núcleos	mediante	tinción	con	(oesht.	C 	La	construcción	sp ΔC		no	se	une	a	CDK,	mientras	que	el	doble	mutante	sp ΔCΔP)P	 	no	se	une	ni	a	CDK	ni	a	PCNA.	Células	U OS	fueron	transfectadas	como	en	A ,	irradiadas	con	UV	 	J/m 	 	y	levantadas	 	horas	más	tarde	
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en	un	buffer	de	baja	astringencia	 el	protocolo	se	encuentra	detallado	en	la	sección	de	MyM .	Los	complejos	 PCNA/p 	 y	 CDK/p 	 se	 inmunoprecipitaron	 utilizando	 anticuerpos	 para	 p 	 C‐ 	Santa	Cruz	Biotechnology .			 También	se	generó	un	mutante	doble,	de	ahora	en	más	llamado	sp ΔCΔP)P	,	que	 no	 puede	unirse	 a	 PCNA	 a	 través	 del	 P)P	 box	 PCNA	 )nteracting	 Protein 	 ni	tampoco	 a	 los	 complejos	 CDK	 	 s=	 stable,	C=	 sin	 capacidad	 de	 unión	 a	 CDKs	 y	ΔP)P=	 sin	 capacidad	 de	 unirse	 a	 PCNA .	 Esto	 se	 logró	 mediante	 	 mutaciones	puntuales	 en	 este	 P)P	 box	 que	 ya	 fueron	 descriptas	 previamente ,	 	 en	adición	a	las	mutaciones	previas	en	el	sitio	de	unión	a	CDK.	Como	era	de	esperar	el	doble	mutante	generado,	sp ΔCΔP)P	,	también	fue	estable	 Figura	 . A ,	se	localizó	en	 el	 núcleo	 Figura	 . B 	 y	 perdió	 la	 capacidad	 de	 unirse	 a	 	 CDK 	 y	 a	 	 PCNA	Figura	 . C .		Además	la	disrupción	de	la	interacción	entre	p 	y	PCNA	no	altera	la	progresión	del	ciclo	celular	en	ensayos	de	citometría	de	flujo	 Figura	 . 	A 	ni	el	porcentaje	 de	 células	 en	 replicación	 activa,	 medido	 por	 la	 incorporación	 de	 un	análogo	de	timina,	BrdU,	que	se	incorpora	a	medida	que	la	célula	duplica	su	ADN.	Figura	 . 	By	C .		

Figura	 5.2.:	 Los	 mutantes	 estables	 de	 p 	 no			alteran	la	progresión	del	ciclo	celular	en	ausencia	de	 estrés	 replicativo.	 A)	 Las	 construcciones	sp ΔC	y		sp ΔCΔP)P		no	alteran	la	distribución	de	células	 entre	 las	 distintas	 fases	 del	 ciclo	 celular	FACS .	 Células	 U OS	 fueron	 co‐transfectadas	con	 vector	 vacío	 E.V. 	 y	 las	 distintas	construcciones	de	p 	junto	con	un	marcador	de	transfeccion,	en	este	caso	f‐GFP	 ver	la	sección	de	Materiales	 y	 Métodos	 para	 detalles	 sobre	 los	procedimientos	 experimentales .	 	 horas	 más	tarde	se	procesaron	y	se	analizaron	las	muestras	por	citometría	de	 flujo,	y	 los	perfiles	de	ciclo	de	la	 población	 transfectada.	 La	 población	transfectada	 células	 positivas	 para	 f‐GFP 	 se	seleccionó	utilizando	el	programa	Cell	Quest	Pro	de	BD.	Las	construcciones	sp ΔC	y		sp ΔCΔP)P		no	
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alteran	la	progresión	de	la	fase	S.	Resultados	similares	fueron	obtenidos	utilizando	GFP‐PCNA	como	marcador	de	transfección.	B)	 	Celulas	U OS	fueron	trasnfectadas	como	en	A 	pero	en	este	caso	se	utilizó	a	GFP‐PCNA	como	marcador	de	 transfección.	 hs	más	 tarde	se	realizó	una	 incorporación	con	 BrdU	 de	 	 minutos	 previo	 a	 la	 fijación	 con	 Metanol‐Acetona	 ver	 sección	 de	 Materiales	 y	Métodos .	 La	 proporción	 de	 células	 positivas	 para	 BrdU	 sobre	 la	 población	 transfectada	 se	cuantificó	en	 	núcleos	para	 	experimentos	independientes.	Resultados	similares	se	obtuvieron	utilizando	 f‐GFP	 como	 marcador	 de	 transfección	 	 C)	 )mágenes	 representativas	 del	 experimento	realizado	en	B).		
Estos	 resultados	 indican	 que	 la	 estabilización	 de	 p21	 y	 las	
mutaciones	incorporadas	en	esta	construcción,	no	alteran	la	
distribución	normal	de	p21	y	más	importante	aún	no	alteran	
la	progresión	del	ciclo	celular	ni	 la	 transición	por	 fase	S	en	
ausencia	de	estrés.	

		
5.2	 La	 estabilización	 de	 p21	 luego	 de	 irradiación	UV	
induce	 un	 aumento	 en	 marcadores	 de	 estrés	
replicativos		 Muchos	de	los	agentes	genotóxicos	que	aumentan	los	niveles	de	p 		como	la	irradiación	gamma	también	inducen	una	salida	del	ciclo	celular,	promoviendo	el	bloqueo	 de	 células	 en	 fases	 no	 replicativas	 G 	 o	 G /M .	 Por	 el	 otro	 lado	 la	irradiación	UV	causa	la	reducción	en	los	niveles	de	p 	 asociados	a	un	incremento	en	su	proteólisis	 ,	 	y	no	altera	fuertemente	el	ciclo	celular	 Figura	 . A 	por	 lo	que	razonamos	que	 la	degradación	de	p 	podría	estar	relacionada	con	 la	necesidad	 de	 mantenimiento	 de	 procesos	 de	 replicación	 activa	 después	 de	 la	irradiación	 UV.	 Para	 evaluar	 este	 presupuesto	 decidimos	 monitorear	 como	primera	 medida	 el	 efecto	 de	 la	 estabilización	 de	 p 	 sobre	 la	 acumulación	 de	marcadores	de		estrés	replicativo	en	respuesta	a	la	irradiación	UV.		Los	marcadores	seleccionados	para	este	análisis	son	ampliamente	aceptados	como	marcadores	de	la	inducción	de	estrés	replicativo	 .	El	primero	es	la	fosforilación	de	la	histona	( AX	 ( AX 	que	tiene	lugar	en	zonas	del	ADN	cercanas	a	lesiones	 ,	 	y	el	segundo	es	 la	organización	de	 la	proteína	 BP 	en	agregados	 focos 	nucleares	asociados	a	cortes	de	la	doble	hélice	 .	
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5.2.1	La	estabilización	de	p21	 incrementa	 la	 fosforilación	
de	H2AX		 La	fosforilación	de	la	histona	( AX	 γH2AX 	fue	asociada	directamente	con	estrés	 replicativo,	 ya	 que	 aumenta	 con	 el	 colapso	 de	 horquillas	 replicativas	 o	modificaciones	 estructurales	 en	 la	 cromatina	 y	 también	 cuando	 las	 horquillas	colapsadas	desencadena	la	aparición	de	cortes	en	la	doble	cadena	 CDC ,	 ,	 ;	La	 fosforilación	de	( AX	puede	monitorearse	por	 técnicas	de	Western	blot	y	por	inmunofluorescia	siendo	este	último	análisis	más	rico	porque	permite	evaluar	si	el	incremento	 de	 γH2AX	 es	 focal	 indicador	 de	 corte	 en	 la	 doble	 cadena 	 o	 pan	nuclear	 indicando	 estrés	 replicativo	 global 	 .	 Por	 esto,	 para	 el	 análisis	decidimos	medir	la	intensidad	de	este	marcador	a	través	de	inmunofluorescencia	con	un	anticuerpo	especifico	contra	la	forma	modificada	de	( AX,	 H2AX,	sobre	la	población	de	células	transfectadas	 en	sección	de	Materiales	y	Métodos	se	reporta	un	 protocolo	 detallado	 de	 los	 procedimientos	 de	 obtención	 de	 imágenes	 y	posterior	análisis	de	intensidad .	Los	resultados	evidenciaron	que	la	expresión	del		mutante	 sp ΔC	pero	 no	 el	 sp ΔCΔP)P,	 generó	 un	 gran	 aumento	 en	 la	 intensidad	relativa	de	 H2AX	luego	de	irradiación	UV	 Figura	 . 	A	y	B‐	nótese	un	aumento	en	la	intensidad	panuclear	de	 H2AX	en	los	paneles	de	sp ΔC .		
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Figura	5.3:	La	interacción	persistente	de	p 	con	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	 UV	 genera	aumento	 en	 la	 fosforilación	 de	 la	 histona	( AX	 γH2AX).	 A)	 Células	 U OS	 fueron	transfectadas	 con	 vector	 vacío	 E.V. 	 y	 las	distintas	 construcciones	 de	 p ,	 	 hs	 más	tarde	fueron	irradiadas	con	luz	UV	 	J/m ,	y	fijadas	 con	 PFA	 a	 los	 tiempos	 indicados.	Luego	 las	 muestras	 fueron	 sometidas	 a	 una	doble	 inmunotinción	 para	 detectar	 las	poblaciones	 transfectadas	 y	 sobre	 éstas	 la	intensidad	 relativa	 de	 ( AX,	 utilizando	anticuerpos	 específicos	 para	 p 	 y	 ( AX	respectivamente	 ver	 sección	 Materiales	 y	Métodos .	B)	 Cuantificación	 del	 experimento	realizado	 en	 A .	 Ver	 sección	 de	 Materiales	yMétodos		donde	se	explica	en	detalle	el	protocolo	de	cuantificación	de	la	intensidad	de	( AX.	Las	significancias	estadísticas	entre	cada	mutante	en	cada	condición	experimental	se	realizó	mediante	una	 prueba	 estadística	 de	 Kruskal‐Wallis,especifica	 para	 valores	 sin	 distribución	 normal	 .	 Se	grafican	 los	 siguientes	 valores:	 ***:	 p< . ;	 **:	 p< . ,	 *:	 p< . ,	 sin	 asterisco	 =	 NS	 –no	significativo,	p> . 		
5.2.2	La	estabilización	de	p21	induce	la	formación	de	focos	

de	53BP1	El	aumento	en	la	fosforilación	de	( AX	 γH2AX),	específicamente	asociado	a	una	interacción	persistente	entre	p 	y	PCNA	luego	de	irradiación	UV,	era	un	claro	indicio	 de	 que	 la	 degradación	 de	 p 	 podía	 prevenir	 excesivo	 estrés	 replicativo	asociado	a	la		acumulación	de	daño	al	ADN.	En	consecuencia	quisimos	evaluar	si	el	estrés	replicativo	que	resulta	de	 la	persistencia	de	complejos	p /PCNA	después	de	 la	 irradiación	 UV,	 podía	 causar	 la	 acumulación	 de	 cortes	 enla	 doble	 cadena	CDC ,	 lo	 que	 no	 podía	 ser	 evaluado	 con	 claridad	 monitoreando	 ( AX	 ya	 que	como	mencione	antes	 la	acumulación	pan	nuclearde	 ( AX	puede	enmascarar	 la	organización	 focal	 de	 este	marcador	 en	 zonas	 de	 cortes	 en	 la	 doble	 cadena.	 Por	esto	 decidimos	 monitorear	 el	 reclutamiento	 focal	 de	 BP ,	 una	 proteína	 cuya	organización	 focal	 se	 asocia	 directamente	 con	 la	 aparición	 de	 CDC .	Observamos	 que	 el	 mutante	 sp ΔC,	 pero	 no	 sp ΔCΔP)P,	 generó	 un	 evidente	incremento	en	la	acumulación	de	células	con	más	de	 	focos	para	 BP 	 Figura	. 	 A,	 B	 y	 C .	 Estos	 resultados	 indican	 que	 la	 estabilización	 de	 p ,	 más	precisamente	la	unión	persistente	de	p 	y	PCNA	luego	de	irradiación	UV,	induce	la	acumulación	de	CDC.	
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Figura	5.4:	La	eficiente	degradación	de	p 	o	la	pérdida	de	interacción	entre	p 	y	PCNA	evita	la	formación	de	daño	a	doble	cadena	en	el	ADN.	A)	Células	U OS	fueron	transfectadas	con	vector	vacío	E.V. 	y	las	distintas	construcciones	de	p ,	 	hs	más	tarde	fueron	irradiadas	con	luz	UV	 	J/m ,	y	fijadas	 con	 PFA	 a	 los	 tiempos	 indicados.	 Luego	 las	 muestras	 fueron	 sometidas	 a	 una	 doble	inmunotinción	para	detectar	las	poblaciones	transfectadas	y	sobre	éstas	el	reclutamiento	a	focos	de	la	 proteína	 BP ,	 utilizando	 anticuerpos	 específicos	 para	 p 	 y	 BP 	 respectivamente	 ver	sección	MyM	para	un	protocolo	detallado .	B)	Se	calculó	el	porcentaje	de	células	con	 	o	más	focos	de	 BP 	 analizando	 	 células	 tranfectadas	 para	 cada	 condición,	 en	 tres	 experimentos	independientes.	Las	significancias	de	las	diferencias	entre	cada	uno	de	los	mutantes	en	las	distintas	condiciones	experimentales:	***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .C)	)mágenes	magnificadas	del	panel	de	 BP 	correspondientes	a	las	células	indicadas	por	una	flecha	en	la	de	la	figura	 A 		

En	 conjunto	 estos	 resultados	nos	 indican	que	 la	persistente	
interacción	de	p21	 y	PCNA	 luego	de	 la	 exposición	a	 luz	UV	
genera	 la	acumulación	de	marcadores	de	estrés	 replicativo,	
evidenciado	 tanto	 por	 la	 inducción	 de	 γH2AX	 como	 por	 la	
aparición	de	focos	de	53BP1	
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5.3	La	pérdida	de	 interacción	entre	p21	y	PCNA	 luego	
de	 irradiación	 UV	 previene	 la	 acumulación	 de	
marcadores	de	estrés	replicativos		 Para	descartar	efectos	no	específicos	relacionados	con	la	sobreexpresión	de	p ,	realizamos	el	mismo	experimento	pero	sobreexpresando	un	mutante	de	p 	degradable	p ΔC	 ,	que	como	mencione	en	la	sección	de	Materiales	y	Métodos,	no	altera	la	progresión	del	ciclo	celular	ya	que	tiene	mutado	el	sitio	de	unión	a	CDK.	Notablemente	 la	 expresión	de	 este	mutante	degradable,	 p ΔC	 	 Figura	 . 	 B 	no	generó	 cambios	 en	 la	 organización	 focal	 de	 BP 	 en	 comparación	 con	 las	muestras	 control	 Figura	 . A ,	 demostrando	 que	 los	 fenotipos	 observados	 son	consecuencia	de	la	estabilización	de	p 	y	no	de	su	sobreexpresión.			 También	analizamos	el	reclutamiento	a	focos	de	 BP 	en	células	(CT 	p +/+	y	p ‐/‐.	Esta	línea	celular	como	se	introdujo	en	la	sección	de	Materiales	y	Métodos,	 es	 una	 línea	 celular	 isogénica	de	 la	 cual	 se	 generó	una	 línea	knock	out	nula 	 para	 p 	 mediante	 recombinación	 homóloga.	 Cuando	 comparamos	 en	ambas	líneas	el	reclutamiento	a	focos	de	 BP 	luego	de	irradiación	UV	 j/m ,	no	observamos	diferencias	en	el	reclutamiento	de	esta	proteína	 Figura	 . C .		

Figura	5.5:	La	eficiente	degradación	de	p 	 luego	de	irradiación	UV,	evita	la	acumulación	de	marcadores	de	estrés	 replicativos.	 A)	 Células	 U OS	 fueron	transfectadas	 con	 E.Vp ΔC	 y	 sp ΔC	 ,	 irradiadas	 con	J/m 	y	analizadas	para	el	 reclutamiento	de	 BP 	a	los	 tiempos	 indicados.	 Se	 cuantificaron	 	 núcleos	transfectados	en	dos	experimentos	independientes.	B)	Células	 U OS	 fueron	 transfectadas	 con	 vector	 vacío	E.V. ,	 y	 los	 diferentes	 mutantes	 de	 p ,	 p ΔC	 	 y	sp ΔC	e	irradiadas	con	una	dosis	de		 J/m 	de	luz	UV.	
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	 y	 	 horas	post‐irradiación	 se	 lisaron	 las	 células	 en	 buffer	 de	 carga	para	 luego	determinar	 los	niveles	de	p ,	PCNA	y	PCNA‐ub	y	Ku 	como	control	de	carga.	C)	Células	(CT	p +/+	y	p ‐/‐	fueron	irradiadas	con	 j/m 	y	analizadas	para	la	formación	de	focos	de	 BP .	Se	muestra	en	la	figura	la	cantidad	de	celulas	positivas	para	la	formación	de	focos	de	 BP 	 hs	después	de	UV.	 	nucleos	 fueron	 contabilizados	 en	 	 experimentos	 independientes.	 Las	 significancias	 de	 las	diferencias	 entre	 cada	 uno	 de	 los	 mutantes	 en	 las	 distintas	 condiciones	 experimentales:	 ***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .		
Estos	 resultados	 	 indican	 de	manera	 contundente	 	 que	 	 la	
eficiente	 degradación	 de	 p21	 evita	 la	 acumulación	 de	
marcadores	de	estrés	replicativo	luego	de	irradiación	UV	

	
	

5.4	 La	 estabilización	 de	 p21	 luego	 de	 irradiación	UV	
induce	muerte	celular.		 Analizando	 todos	 los	 resultados	 hasta	 aquí	 discutidos,	 la	 degradación	 de	p 	inducida	por	luz	UV	promueve	la	liberación	de	PCNA	de	complejos	asociados	a	p 	 reduciendo	el	 estrés	 replicativo.	 Fue	particularmente	 intrigante	observar	un	fuerte	 incremento	en	 la	 intensidad	panuclear	de	 ( AX	 	en	células	que	expresan	sp ΔC	 Figura	 . 	A .	Este	fenotipo	fue	previamente	asociado	a		células	que	están	entrando	en	apoptosis	mientras	se	encuentran	transitando	la	fase	S	 apoptosis	en	fase	 S .	 Por	 este	 motivo	 quisimos	 evaluar	 la	 viabilidad	 celular	 en	 estas	condiciones.				
	 5.4.1	La	interacción	persistente	de	p21	y	PCNA	después	de	
irradiación	UV	 causa	un	aumento	de	 la	 fracción	 SubG1	 en	un	
perfil	de	ciclo	celular.	Dado	que	 existía	 evidencia	previa	de	perdida	de	 viabilidad	 en	 células	que	expresan	el	estable	de	p ,	sp ΔC ,	quisimos	confirmar	si	dicha	observación	era	 válida	 en	 las	 condiciones	 experimentales	 usadas	 en	 este	 trabajo.	 Además	incorporamos	al	ensayo	el	mutante	doble	de	p ,	sp ΔCΔP)P.	Para	esto	utilizamos	la	 técnica	 de	 citometría	 de	 flujo	 que	 nos	 permite	 evaluar	 la	 distribución	 de	 la	población	celular	en	las	distintas	fases	del	ciclo	celular	mediante	la	cuantificación	del	 contenido	 de	 ADN.	 Se	 considera	 que	 las	 células	 con	 un	 contenido	 de	 ADN	inferior	al	diploide	 hipodiploide 	corresponden	a	células	que	están	degradando	su	
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ADN	y	que	son,	por	lo	tanto,	no	viables	y,	posiblemente	apoptóticas.	Aprovechando	el	sistema	de	ventanas	 gates 	seleccionamos	aquellas	células	transfectadas	con	un	marcador	de	transfección	fusionado	a	GFP,	en	este	caso	f‐GFP,	por	lo	que	el	análisis	se	focaliza	en	células	con	expresión	de	p 	aumentada	por	la	transfección	de	cada	uno	de	los	mutantes	estudiados.	Como	reportado	previamente	por	nuestro	grupo,	observamos	un	aumento	de	 la	muerte	celular	en	 las	células	que	expresan	sp ΔC	Figura	 . ,	en	comparación	con	el	control,	pero	al	evaluar	el	efecto	del	mutante	que	pierde	el	sitio	de	unión	a	PCNA,	sp ΔCΔP)P,	vimos	que	si	bien	se	detectaba	un	aumento	en	la	muerte	celular,	ésta	no	era	tan	pronunciada	como	la	observada	en	presencia	de	sp ΔC	 Figura	 . .	

Figura	 5.6:	 La	 interacción	 sostenida	 entre	 p 	 y	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	 UV	 induce	 muerte	celular.	Células	U OS	fueron	co‐transfectadas	con	las	construcciones	de	p 	indicadas	y	E.V.,	y	GFP‐PCNA	como	marcador	de	transfeccion.	 hs	después	de	la	transfeccion	las	células	fueron	irradiadas	o	 no	 con	 las	 dosis	 de	 UV	 indicadas	 y	 fijadas	 	 según	 el	 protocolo	 para	 citometria	 	 hs	 más	tarde.Previo	 al	 análisis	 por	 citometria	 de	 flujo	 se	 tiño	 el	 ADN	 con	 yoduro	 de	 propidio	 y	 se	obtuvieron	los	perfiles	celulares	de	las	muestras.	Se	determinó	la	fracción	Sub	G 	 no	viable 	como	aquella	que	tenía	menor	contenido	de	ADN	que	la	fase	G 	 n .			
5.4.2	 La	 interacción	 persistente	 entre	 p21	 y	 PCNA	

desencadena	 	 un	 aumento	 en	 la	 muerte	 celular	 luego	 de	
irradiación	UV		 Para	 asegurarnos	 de	 que	 efectivamente	 la	 estabilización	 de	 p ,	 más	precisamente	 la	 interacción	 sostenida	de	p 	 con	PCNA	 luego	de	 irradiación	UV,	causaba	la	pérdida	de	viabilidad	se	realizaron	dos	experimentos	complementarios	
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que	 evalúan	 parámetros	 asociados	 a	 muerte	 celular	 o	 pérdida	 de	 viabilidad.	Además,	el	resultado	obtenido	en	el	análisis	de	citometría	de	flujo	para	sp ΔCΔP)P	propicio	 la	 búsqueda	 de	 otros	 abordajes	 experimentales	 que	 permitieran	determinar	si	existe	un	definitivo	incremento	en	la	letalidad	de	células	irradiadas	con	luz	UV	en	donde	se	fuerza	una	persistente	interacción	entre	p 	y	PCNA.			 Se	 realizó	 una	 cuantificación	 de	 viabilidad	 en	 	 células	 transfectadas	monitoreando	 la	 integridad	nuclear	siguiendo	protocolos	previamente	descriptos	que	asocian	la	disgregación	nuclear	mostrada	en	la	Figura	 . A,	panel	inferior	con	células	 destinadas	 a	 la	muerte	 celular;	mientras	 que	 los	 núcleos	 con	 estructuras	intactas	 se	 asocian	 a	 viabilidad	 celular	 Figura . A	 panel	 superior .	 Este	análisis	 se	 realizó	 a	 tiempos	 similares	 a	 los	 utilizados	 en	 los	 experimentos	 de	citometría	 de	 flujo	 	 horas 	 observándose	 un	 resultado	 cualitativamente	diferente	 ya	 que	 el	 mutante	 sp ΔC	 pero	 no	 el	 mutante	 sp ΔCΔP)P	 	 causa	 un	incremento	en	la	muerte	celular	de	acuerdo	a	este	ensayo	 Figura	 . B .	Debido	a	que	 la	 fragmentación	 nuclear	 se	 asocia	 más	 íntimamente	 a	 la	 apoptosis	 que	 la	acumulación	 de	 células	 con	 contenido	 de	 ADN	 subG 	 concluimos	 que	 la	persistente	 interacción	 entre	 p 	 y	 PCNA	 causa	 un	 incremento	 en	 la	 letalidad	celular	 que	 es	 cuantitativamente	 mayor	 y,	 posiblemente,	 mecanísticamente	diferente	a	la	que	puede	causar	el	mutante	sp ΔCΔP)P.			 Un	 esquema	 experimental	 complementario	 es	 el	 de	 analizar	 no	 solo	 la	viabilidad	 sino	 también	 la	 	 capacidad	 proliferativa,	 realizando	 un	 ensayo	 de	colonias.	La	gran	desventaja	de	este	ensayo	es	que	se	hace	imposible	focalizarnos	en	 las	 células	 transfectadas,	 situación	 desventajosa	 en	 nuestro	 esquema	experimental	donde	la	eficiencia	de	transfección	es	aproximadamente	del	 %.	Sin	embargo,	este	ensayo	puede	ser	muy	informativo	ya	que,	al	cuantificar	las	colonias	que	se	forman	después	de	 	días		se	evalúa	si	las	células	que	superaron	el	estrés	replicativo	mantuvieron	 su	 	 potencial	 proliferativo.	 	 También	 en	 este	 ensayo	 se	observó	 que	 el	 	 mutante	 estable	 sp ΔC	 	 pero	 no	 el	 sp ΔCΔP)P	 disminuyo	 su		potencial	proliferativo	 Figura	 . 	C .				
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Figura	 5.7:	 La	 interacción	 sostenida	entre	 p 	 y	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	UV	 induce	pérdida	 de	 viabilidad	 celular.	
A)	 Panel	 superior,	 célula	 transfectada	con	 f‐GFP	 con	 núcleo	 intacto	 célula	viable .	 Panel	 inferior,	 célula	transfectada	 con	 f‐GFP	 con	 núcleo	fragmentado	 célula	 no	 viable .	 B)	Células	 U OS	 fueron	 transfectadas	 con	E.V,	 sp ΔC	 y	 sp ΔCΔP)P,	 al	 día	 siguiente	fueron	 replaqueadas	 a	 baja	 confluencia,	hs	mas	tarde	fueron	irradiadas	con	las	dosis	de	UV	indicadas	y	fijadas	 hs	mas	tarde.	 	 núcleos	 transfectados	 fueron	cuantificados	 en	 	 experimentos	independientes.	 	C)	Células	U OS	 fueron	transfectadas	 con	 los	 plasmidos	indicados,	 replaqueadas	 a	 baja	densidad		 células	 por	 placa	 de	 mm ,	irradiadas	 hs	después	con	 . 	y	 	 J/m ,	y	 fijadas	 	días	más	tarde.	Se	cuantificaron	colonias	de	más	 de	 	 células	 por	 duplicado	 en	 dos	 experimentos	 independientes.	 Las	 significancias	 de	 las	diferencias	 entre	 cada	 uno	 de	 los	 mutantes	 en	 las	 distintas	 condiciones	 experimentales:	 ***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .		

Por	 lo	 tanto,	 la	 interacción	 persistente	 de	 p21	 con	 PCNA	
luego	 de	 la	 exposición	 a	 irradiación	 UV,	 promueve	 la	
acumulación	 de	 daño	 al	 ADN	 y	 desencadena	 pérdida	 de	
viabilidad.	
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5.5	 La	 falta	 de	 degradación	 de	 p21	 luego	 de	
irradiación	 UV	 induce	 aumento	 en	 la	 inestabilidad	
genómica	asociada	a	fase	S		 (asta	aquí	nuestros	resultados	indican	que	la	degradación	de	p 	luego	de	irradiación	 UV	 previene	 el	 estrés	 replicativo,	 probablemente	 evitando	 la	acumulación	de	ADN	dañado	y	 la	pérdida	de	viabilidad.	Otro	parámetro	afectado	por	el	estrés	replicativo	es	el	incremento	en	marcadores	de	inestabilidad	genómica	.Por	 lo	 tanto	 decidimos	 evaluar	 el	 efecto	 de	 la	 persistente	 interacción	 entre	p 	y	PCNA	sobre	la	inestabilidad	genómica	asociada	a	la	irradiación	UV.	
	

5.5.1	La	 interacción	persistente	entre	PCNA	y	p21	 induce	
inestabilidad	genómica	luego	de	irradiación	UV		 Para	 abordar	 el	 estudio	 de	 inestabilidad	 genómica	 después	 de	 UV,	 se	seleccionó	un	ensayo	de	 sencilla	 interpretación	 y	 relativamente	 rápida	 ejecución	como	es	el	de		formación	de	micronucleos	 MN .	Dicho	marcador	de	inestabilidad	genómica	 fue	previamente	asociado	a	 incrementos	de	estrés	 replicativo	 ,	 .	En	 la	 sección	 de	 Materiales	 y	 Métodos	 se	 describe	 en	 detalle	 el	 método	 de	cuantificación	de	MN.	Brevemente,	 estás	estructuras	perinucleares	 resultan	de	 la	formación	de	CDC	que	liberan	fragmentos	grandes	de	ADN	que	son	rodeados		por	membrana	 nuclear	 .	 Los	 fragmentos	 de	 ADN	 que	 forman	 parte	 de	 un	micronúcleo	son	variables	y	pueden	extenderse	inclusive	a	partes	mayoritarias	de	cromosomas	 o	 de	 cromosomas	 enteros.	 Este	 ensayo	 puede	 abordarse	 de	 dos	maneras	distintas.	 La	primera	 consiste	 en	el	monitoreo	de	MN	en	una	población	asincrónica,	 donde	 la	 inestabilidad	 genómica	 puede	 ser	 desencadenada	 durante	cualquier	 fase	 del	 ciclo	 celular.	 La	 segunda	 restringe	 el	 análisis	 a	 células	 que	replican	 el	 ADN	 y	 que	 comienzan	 el	 proceso	 de	 división	 celular.	 De	 hecho,	 el	protocolo	 consiste	 en	 atrapar	 células	 en	 división	 durante	 la	 última	 etapa	 de	 la	mitosis,	 la	 citocinesis,	mediante	 la	 utilización	 de	 citocalasina	 B.	 Utilizando	 dicho	protocolo	 combinado,	 el	 análisis	 se	 lleva	 a	 cabo	 sobre	 a	 células	 binulceadas,	 las	cuales	completaron	la	kariocinesis	pero	no	pueden	realizar	la	citocinesis	por	causa	del	 tratamiento	 con	 citocalasina	 B.	 De	 esta	 manera,	 realizando	 un	 agregado	 de	
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citocalasina	B	después	de	UV,	 se	 restringe	 al	 análisis	 a	 células	que	duplicaron	 el	ADN	después	de	la	irradiación	UV.			 Observamos	un	gran	aumento	en	la	 formación	de	MN	luego	de	 irradiación	UV	solo	en	aquellas	células	que	expresaban	el		mutante	estable	sp ΔC.	Evaluamos	la	frecuencia	de	MN,	es	decir	la	cantidad	de	MN	observados	sobre	el	total	de	células	binucleadas	 analizadas,	 y	 solo	 el	 mutante	 estable	 sp ΔC	 que	 mantiene	 su	interacción	 con	 PCNA	 genero	 un	 aumento	 en	 la	 inestabilidad	 genómica	 Figura	. A	 y	 B .	 )ncluimos	 también	 el	 mutante	 degradable	 p ΔC,	 que	 mantiene	 la	capacidad	de	unirse	a	PCNA	pero	se	degrada	después	de	UV,	y	observamos	que	no	afectaba	negativamente	 la	 formación	de	MN	 	asociados	a	 	 inestabilidad	genómica	Figura	 . B .	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura	 5.8:	 La	 sostenida	 interacción	 de	 p 	 con	 PCNAluego	 de	 irradiación	 UV	 aumenta	 la	inestabilidad	 genómica.	 Células	 U OS	 fueron	 transfectadas	 con	 GFP‐PCNA	 o	 f‐GFP	 junto	 con	 las	construcciones	 de	 p 	 indicadas.	 Las	 células	 fueron	 replaqueadas	 sobre	 cubre	 objetos	 a	 baja	densidad,	irradiadas	y	 hs	mas	tarde	se	les	coloco	citocalasina	B	por	 hs.	Luego	de	la	fijación	se	cuantificaron	 las	 células	 transfectadas	 con	 o	 sin	MN.	A)	 )mágenes	 representativas	 de	 una	 célula	transfectada,	binucleada	 panel	 superior 	 y	una	 célula	 transfectada	binucleada	 con	múltiples	MN	panel	 inferior .	 B)	 Se	 calculó	 la	 frecuencia	 de	 MN:	 número	 de	 MN	 sobre	 el	 total	 de	 células	binucleadas	 contabilizadas.	 Se	 cuantificaron	 	 celulas	 binucleadas	 en	 	 experimentos	independientes.	Las	significancias	de	las	diferencias	entre	cada	uno	de	los	mutantes	en	las	distintas	condiciones	experimentales:	***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .	
Por	tanto,	la	persistente	interacción	de	p21	con	PCNA	genera	
un	aumento	 en	 la	 inestabilidad	genómica	que	 resulta	de	 la	
irradiación	UV.	
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5.5.2	 La	 estabilización	 de	 p 	 induce	 inestabilidad	genómica	asociada	a	fase	S	luego	de	irradiación	UV		 Si	bien	la	aproximación	utilizada	en	el	experimento	descripto	en	la	sección	anterior	 permite	 asociar	 los	MN	 a	 errores	 replicativos	 es	 imposible	 descartar	 la	posibilidad	que	al	menos	una	fracción	de	los	mismos	se	hayan	formado	en	fases	del	ciclo	 celular	 previas	 a	 la	 correspondiente	 a	 la	 replicación	 de	 ADN	 lesionado.	Quisimos	entonces	acotar	nuestro	análisis	a	células	que	se	encuentran	replicando	su	material	genético,	ya	que	los	marcadores	de	estrés	estudiados	 ( AX	y	 BP 	indicaban	 una	 fuerte	 asociación	 entre	 errores	 durante	 la	 replicación	 de	 ADN	lesionado	y	la	inestabilidad	genómica.	Esto	sugería	que	los	MN	observados	podrían	generarse	en	células	que	habían	replicado	su	ADN	luego	de	haber	sido	expuestas	a	irradiación	UV.			 Para	 abordar	 este	 interrogante,	 modificamos	 el	 procedimiento	experimental	 utilizado	 para	 cuantificar	 MNs.	 Combinamos	 el	 experimento	previamente	 descripto	 con	 una	marcación	 de	 la	 fase	 replicativa	 mediada	 por	 la	incorporación	de	EdU	 ‐Ethynyl‐ ´‐deoxyuridine .	El	EdU,	 como	se	 introdujo	 en	profundidad	en	la	sección	de	Materiales	y	Métodos,	es	un	análogo	de	timina	que	se	incorpora	al	ADN	a	medida	que	éste	se	duplica,	y	puede	ser	detectado	fácilmente	mediante	 el	 uso	 de	 anticuerpos	 específicos.	 Este	 análogo	 se	 incorporó	 al	 ensayo	inmediatamente	 luego	 de	 exponer	 a	 las	 células	 a	 la	 luz	 UV	 por	 una	 hora,	 con	 el	objetivo	de	detectar	todas	 las	células	que	 inician	o	transcurren	 la	 fase	S	 luego	de	haberse	producido	el	daño.			 Observamos	 afectivamente	 	 que	 la	 mayor	 frecuencia	 de	 MN	 provenía	 de		células	que	sintetizaban	activamente	su	ADN	al	momento	de	ser	expuestas	al	daño	Figura	 . A	 y	 B .	Más	 aún,	 aquellas	 que	 expresaban	 el	mutante	 estable	 de	 p ,	sp ΔC,	 fueron	 las	 únicas	 que	 evidenciaron	 mayor	 inducción	 de	 inestabilidad	genómica	asociada	a	 fase	 S	 luego	de	 irradiación	UV	 Figura	 . B .	Por	 otro	 lado,	observamos	 que	 el	 	 mutante	 doble	 de	 p ,	 sp ΔCΔP)P,	 tuvo	 efectos	 similares	 al	control	 E.V 	 sobre	 la	 inestabilidad	 genómica,	 indicando	 que	 el	 aumento	 en	 la	inestabilidad	 genómica	 observada	 es	 consecuencia	 de	 la	 interacción	 persistente	entre	p 	y	PCNA	luego	de	irradiación	UV.			
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un	mecanismo	auxiliar	de	 la	 duplicación	del	ADN,	 la	 síntesis	 por	 translesionTLS,	del	inglés	Translesion	DNA	Synthesis .	Este	proceso	es	un	mecanismo	asociado	a	la	replicación	de	ADN	 para	más	detalle	referirse	a	la	sección	de	)ntroducción ,	y	es	necesario	 para	 replicar	 ADN	 lesionado.	 La	 TLS	 funciona	 mediante	 el	 uso	 de	polimerasas	 especializadas	 que	 gracias	 a	 sus	 sitios	 activos	 laxos,	 son	 capases	 de	utilizar	bases	dañadas	como	templado	replicativo,	 	propiciando	la	continuidad	de	la	 replicación.	 	 Biológicamente	 la	 TLS	 es	 necesaria	 para	 evitar	 el	 colapso	 de	horquillas	activas	y	sus	posibles	consecuencias	deletéreas,	que	se	desencadenarían	ante	 la	 aparición	 de	 lesiones	 	 en	 el	 ADN	 que	 las	 polimerasas	 replicativas	 son	incapaces	de	replicar.		 Para	 abordar	 este	 interrogante	 decidimos	 analizar	 el	 comportamiento	 de	todas	las	polimerasas	de	TLS	frente	a	la	estabilización	de	p 	luego	de	irradiación	UV.	 El	 hecho	 de	 extender	 el	 análisis	 a	 todas	 las	 polimerasas	 especializadas	 y	 no	solo	 a	 Pol	 	 nos	 permite	 determinar	 si	 p 	 afecta	 al	 proceso	 de	 TLS	 de	manera	global,	 ya	 	 que	 en	 ausencia	 de	 una	 polimerasa	 de	 TLS	 otras	 pols	 de	 la	 familia	 Y	pueden	compensar	su	acción ,	 .	Por	lo	que	una	inhibición	selectiva	de	Pol		 por	 parte	 de	 p ,	 tendría	 consecuencias	 totalmente	 distintas,	 asociadas	probablemente	 a	 un	 aumento	 en	 la	 mutagénesis	 por	 la	 participación	 de	 otras	polimerasas	de	TLS	mas	mutagénicas	 ,	 que	 si	 la	 inhibición	de	p 	 fuera	 sobre	 la	TLS	 en	 forma	 global,	 en	 donde	 esperaríamos	 que	 todas	 las	 polimerasas	especializadas	fueran	afectadas	por	igual.			
	 5.6.1	 La	 estabilización	 de	 	 p21	 impide	 el	 reclutamiento	
focal	de	todas	las	polimerasas	de	TLS	luego	de	irradiación	UV		 Para	abordar	el	análisis	sobre	el	comportamiento	de	todas	las	polimerasas	especializadas	 frente	 a	 la	 estabilización	 de	 p ,	 utilizamos	 	 polimerasas	 de	 la	familia	 Y,	 fusionadas	 a	 una	 etiqueta	 de	 GFP,	 lo	 que	 nos	 permitió	 un	 mejor	procesamiento	 y	 análisis	 de	 los	 resultados.	 En	 primer	 lugar	 evaluamos	 el	comportamiento	de	GFP‐Pol	 ,	GFP‐Pol	 ,	GFP‐Pol	 	y	GFP‐Rev 	 Figura	 . A 	en	respuesta	 al	 daño	 inducido	 por	 irradiación	 UV	 y	 confirmamos	 que	 todas	 se	reorganizaban	 en	 factorías	 de	 replicación.	 Luego	 analizamos	 el	 reclutamiento	 de	estas	polimerasas	estabilizando	a	p 	luego	de	irradiación	UV.	Observamos	que	el	
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mutante	sp ΔC,	 inhibía	el	reclutamiento	de	todas	las	polimerasas	de	TLS	 Figura	. B,C,D,E ,	en	comparación	al	reclutamiento	observado	cuando	se	expresaba	el		vector	vacío	 E.V. .	Durante	el	análisis	también	observamos	que	si	bien	existía	una	gran	disminución	 en	el	 porcentaje	 de	 células	 con	 focos	de	GFP‐Rev 	después	 de		irradiación	UV	 en	presencia	del	mutante	 estable	 de	p ,sp ΔC,	 	 una	 fracción	de	células	 % 	 mantenía	 constante	 el	 reclutamiento	 focal	 de	 esta	 polimerasa	Figura	 . E .		

Figura	5.10:	La	estabilización	de	p 	inhibe	el	reclutamiento	de	todas	las	polimerasas	de	TLS	luego	de	irradiación	UV.	A)	)mágenes	representativas	del	reclutamiento	de	las	polimerasas	de	TLS	unidas	a	 una	 proteína	 fluorescente	 GFP 	 antes	 y	 después	 de	 UV	 J/m .	 Para	 todos	 los	 casos	 se	transfectaron	células	U OS	con	las					polimerasas	indicadas	unidas	a	GFP	junto	con	el	E.V.	y	sp ΔC	,	hs	mas	tarde	fueron	irradiadas	con	 J/m 	y	fijadas	a	 ‐ 	y	 hs	después	de	UV.	B)Se	determinó	el	 reclutamiento	 focal	 de	 GFP‐pol 	 	 en	 	 núcleos	 transfectados	 en	 	 experimentos	independientes.	Se	realizó	el	mismo	análisis	para	GFP‐pol 	(C),	GFP‐pol 	(D)	y	GFP‐Rev 	(E).	Los	
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paneles	a	la	derecha	de	cada	grafico	son	núcleos	representativos	 y	una	fracción	aumentada	en	los	paneles	 inferiores 	 de	 las	 células	 con	 E.V.	 y	 sp ΔC,	 luego	 de	 irradiacion	 UV.	 En	 el	 caso	 de	 la	distribución	 focal	 de	 Rev ,	 hay	 una	 fracción	 % 	 de	 células	 con	 focos	 que	 se	 mantiene	 en	presencia	de	sp ΔC,	 luego	de	irradiación	UV.	Las	significancias	de	las	diferencias	entre	el	E.V.	y	el	sp ΔCen	las	distintas	condiciones	experimentales:	***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .			 De	estos	resultados	surgieron	dos	interrogantes:	por	un	lado	determinar	si	efectivamente	el	bloqueo	observado	en	el	 reclutamiento	 focal	de	 las	polimerasas	de	TLS	luego	de	irradiación	UV	era	dependiente	del	dominio	de	unión	a	PCNA,	por	lo	 que	 incluimos	 en	 el	 análisis	 posterior	 al	 doble	mutante,	 sp ΔCΔP)P;	 y	 por	 otro	lado	evaluar	en	detalle	el	comportamiento	de	GFP‐Rev 	en	presencia	del	mutante	estable	de	p ,sp ΔC,	ya	que	fue	la	única	polimerasa	que	mantuvo	un	porcentaje	constante	de	células	con	focos	en	presencia	de	p .				
Este	 experimento	 no	 permitió	 demostrar	 que	 la	
estabilización	de	p21	afecta	negativamente	el	reclutamiento	
focal	de	las	polimerasas	especializadas	en	respuesta	a	luz	UV.		

	
	 5.6.2	p21	a	través	de	su	dominio	de	unión	a	PCNA	inhibe	el	
reclutamiento	 focal	de	 todas	 las	polimerasas	de	TLS	 luego	de	
irradiación	UV		 Para	 evaluar	 si	 la	 interacción	 de	 p 	 y	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	UV	 era	necesaria	para	 inducir	el	bloqueo	sobre	el	reclutamiento	focal	de	 las	polimerasas	de	TLS	 incluimos	en	el	 análisis	 el	mutante	doble	de	p ,	 sp ΔCΔP)P.	Observamos	efectivamente	 que	 en	presencia	 de	 sp ΔCΔP)P,	 donde	p 	 perdió	 la	 capacidad	de	unirse	a	PCNA,	el	reclutamiento	focal	de	GFP‐Pol	 	 fue	similar	al	observado	en	la	situación	 control,	 donde	 se	 expresa	 el	 vector	 vacío	 E.V. 	 Figura	 . A ,	 y	 se	diferenció	 del	 bloqueo	 observado	 en	 presencia	 de	 sp ΔC.	 Lo	mismo	 se	 observó	cuando	analizamos	la	reorganización	focal	de	GFP‐Pol	 ,	GFP‐Pol	 	y	GFP‐Rev 		en	presencia	desp ΔCΔP)P	luego	de	irradiación	UV	 Figura	 . B,	C	y	D .	La	pérdida	de	interacción	 entre	 p 	 y	 PCNA	 restituyo	 los	 valores	 normales	 de	 reorganización	focal	de	estas	polimerasas,	mientras	que	 la	 interacción	sostenida	de	p 	y	PCNA,	
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sp ΔC,	 reprimió	 la	 formación	de	complejos	 focales	de	 las	polimerasas	de	TLS	en	respuesta	a	irradiaciónUV.		
	

Figura	5.11:	p 	a	través	de	su	dominio	a	PCNA	bloquea	el	reclutamiento	a	factorías	de	replicación	de	 todas	 las	polimerasas	de	TLS	en	 respuesta	a	 irradiación	UV.	Para	 todos	 los	 casos	 células	(ela	fueron	co‐transfectadas	con	las	construcciones	de	p 	indicadas	y	cada	polimerasa	unida	a	GFP.	 	horas	más	tarde	fueron	irradiadas	 J/m 		y	fijadas	a	 ‐ 	y	 hs	después	de	UV.	A)Se	determinó	el	reclutamiento	focal	de	GFP‐pol 		en	 	núcleos	transfectados	en	 	experimentos	independientes.	Se	realizó	el	mismo	análisis	para	GFP‐pol 	(B),	GFP‐pol 	(C)	y	GFP‐Rev 	(D).Las	significancias	de	lasdiferencias	 entre	 cada	 uno	 de	 los	 mutantes	 en	 las	 distintas	 condiciones	 experimentales:	 ***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .			 Previamente	 se	observó	que	 la	expresión	 sp ΔC	 	 genero	una	disminución	significativa	en	el	porcentaje	de	células	con	focos	de		GFP‐Rev 	luego	de	irradiaion	UV, Figura	 E 	 aunque	 se	 mantuvo	 	 una	 fracion	 	 constante	 de	 células	 con	reclutamiento	 focal	 % ,	 tanto	 antes	 como	 después	 del	 daño.	 Teniendo	 en	cuenta	que	el	dominio	necesario	para	generar	el		bloqueo	en	el	reclutamiento	focal,		es	el	dominio	de	union	a	PCNA,	por	lo	demostrad	en	la	figura	anterior	 Figura	 . 	A,	 B,	 C	 y	 D ,	 decidimos	 analizar	 utilizando	 el	mutante	 estable	 de	 p ,	 sp ΔC,	 si	efectivamente	p 	bloqueaba	la	 formación	de	focos	generado	por	la	presencia	de	lesiones	en	el	ADN.		
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	 Para	 abordar	 este	 interrogante	 utilizamos	 la	 técnica	 de	 irradiación	 local	sobre	un	cultivo	celular.	Esta	técnica	se	basa	en	el	uso	de	un	filtro	de	policarbonato	con	 poros	 de	 aproximadamente	 µm	 en	 su	 superficie.	 Esta	 pequeña	 película	 de	policarbonato	 actúa	 como	un	 escudo	 dejando	 pasar	 la	 luz	UV	 solo	 por	 las	 zonas	discretas	 delimitadas	 por	 los	 poros	 .	 Como	 resultado	 se	 obtiene	 	 una	irradiación	localizada,	en	donde	solo	algunas	zonas	del	núcleo	son	irradiadas.	Estas	zonas	 pueden	 ser	 	 detectadas	 mediante	 el	 uso	 de	 anticuerpos	 anti‐daño	 que	reconocen	 los	 dímeros	 de	 timina	 CPD ,	 una	 de	 las	 lesiones	 que	 se	 generan	 en	respuesta	a	la	luz	UV.		 Observamos	que	en	las	células	control	 E.V. ,	lo	focos	de	GFP‐Rev 	luego	de	irradiación	 UV	 se	 formaron	 siempre	 en	 la	 zona	 irradiada	 detectada	 por	 el	anticuerpo	anti‐daño 	sin	importar	cual	fuera	la	organización	focal	fuera	de	la	zona	del	daño	 	resto	del	núcleo	no	irradiado ,	que	mantenía	una	distribución	panuclear	difusa 	 en	 el	 %	de	 los	 núcleos	 cuantificados	 Figura	 . A,	 panel	 superior 	 o	focal	 en	 el	 %	 de	 los	 núcleos	 analizados	 Figura	 . A,	 el	 panel	 inferior .	 De	manera	contundente	la	organización	focal	de	GFP‐Rev 	fue	siempre	nula	en	la	zona	de	 daño	 en	 presencia	 de	 sp ΔC,	 sin	 importar	 cuál	 fuera	 la	 distribución	 de	 GFP‐Rev 	 fuera	 de	 la	 zona	 dañada	 Figura	 . B,	 panel	 superior	 e	 inferior	 y	 C .	 La	ausencia	de	focos	de	GFP‐Rev 	en	las	zonas	de	daño	confirmaba	el	bloqueo	de	p 	sobre	 la	 inducción	 en	 la	 organización	 focal	 de	 esta	 polimerasa	 en	 respuesta	 a	irradiación	UV.		 GFP‐Rev ,	 como	 se	 introdujo	 en	 detalle	 en	 la	 )ntroducción,	 es	 una	polimerasa	de	la	familia	Y	que	a	diferencia	de	las	demás	polimerasas	de	esta	misma	familia,	 no	 posee	 un	 sitio	 de	 unión	 a	 PCNA	 P)P	 box .	 GFP‐Rev 	 posee	 un	dominio	 BRCT	 en	 la	 región	N‐terminal	 de	 la	 proteína	 ,	 	 que	 sirve	 para	 la	interaccion	 con	 PCNA	 e	 inclusive	 con	 la	 hebra	 de	 ADN .	 Además	 esta	polimerasa	puede	unirse	a	otras	pols	a	 través	de	un	sitio	de	agregación	en	su	C‐terminal	que	se	une	a	otras	polimerasa	especializadas.	Estas	características	hacen	que	 la	 formación	de	 focos	de	GFP‐Rev 	pueda	estar	mediada	por	otros	dominios	independientes	al	P)P	Box.	De	cualquier	manera	lo	que	pudimos	demostrar	es	que		p 	a	través	de	su	sitio	de	unión	a	PCNA	bloquea	el	reclutamiento	a	las	zonas	de	
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daño	 de	 GFP‐Rev ,	 lo	 que	 concluye	 con	 nuestra	 evaluación	 sobre	 el	comportamiento	de	todas	las	polimerasas	en	respuesta	a	irradiación	UV.		

	

Figura	 5.12:	 p 	 a	 través	 de	 su	dominio	 de	 unión	 a	 PCNA	 inhibe	 el	reclutamiento	 focal	 de	 Rev 	 a	 las	zonas	 de	 daño.	 A)	 Células	 U OS	fueron	 co‐transfectadas	 con	 E.V.	 y	GFP‐Rev ,	 hs	 mas	 tarde	 fueron	irradiadas	 localmente	 a	 través	 de	 un	escudo	 de	 policarbonato,	 y	 las	 zonas	de	 daño	 fueron	 detectadas	mediante	un	 anticuerpo	 anti‐daño.	 Panel	superior:	 reclutamiento	 local	 a	 la	zona	 de	 daño	 de	 GFP‐Rev ,	 con	distribución	panuclear	en	el	resto	del	núcleo.	Panel	 inferior:	Reclutamiento	local	de	GFP‐Rev 	a	 la	zona	de	daño,	con	una	distribución	focal	en	el	resto	del	núcleo.	B)	Células	U OS	fueron	co‐transfectadas	con	sp ΔC,	y	GFP‐Rev 	y	se	siguió	el	mismo	protocolo	anterior.	Panel	superior:	 distribución	 panuclear	 de	 GFP‐Rev ,	 sin	 reclutamiento	 local	 a	 la	 zona	 de	 daño.	 Panel	inferior:	 distribución	 focal	 de	 GFP‐Rev ,	 sin	 reclutamiento	 local	 a	 la	 zona	 de	 daño.	 C)	 Se	cuantificaron	 	núcleos	trnasfectados	para	cada	condición	y	se	determinó	la	cantidad	de	células	en	 donde	 GFP‐Rev 	 colocalizo	 con	 el	 CPD	 daño 	 en	 dos	 experimentos	 independientes.	 Las	significancias	de	las	diferencias	entre	el	E.V.	y	el	sp ΔCen	las	distintas	condiciones	experimentales:	***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .		
Podemos	concluir	que	 la	 interacción	persistente	entre	p21	y	
PCNA	 luego	 de	 irradiación	 UV	 bloquea	 la	 reorganización	
focal	de	todas	las		polimerasas	de	TLS	al	ADN	lesionado.		
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5.6.3	 La	 estabilización	 de	 p21	 impide	 la	 formación	 de	
complejos	de	PCNA	con	las	polimerasa	de	TLS		 (asta	 aquí	 p 	 a	 través	 de	 su	 dominio	 de	 unión	 a	 PCNA,	 inhibe	 el		reclutamiento	de	las	polimerasas	especializadas	a	factorías	de	replicación	luego	de	irradiación	 UV.	 Esto	 sugería	 que	 p 	 estaba	 impidiendo	 la	 formación	 de	 los	complejos	entre	las	 	polimerasas	especializadas	y	PCNA	que	resultan	en	los	focos	que	 observamos	 en	 el	 microscopio.	 Para	 evaluar	 esta	 hipótesis	 decidimos	inmunoprecipitar	PCNA	y	mediante	 anticuerpos	 específicos	 analizar	 la	 presencia	de	las	polimerasas	especializadas	en	los	complejos	de	PCNA.	Observamos	que	ante	la	exposición	a	luz	UV	la	interacción	de	GFP‐Pol	 ,	GFP‐Pol 	y	GFP‐Pol	 	con	PCNA	aumento	 en	 comparación	 con	 las	 muestras	 no	 irradiadas	 Figura	 . 	 A,	 B	 y	 C.		Véase	 columnas	 correspondientes	 al	 E.V. .	 Esto	 indicaba	 que	 efectivamente	 la	interacción	 de	 las	 polimerasas	 de	 TLS	 con	 PCNA	 se	 induce	 en	 respuesta	 a	irradiación	 UV.	 En	 contraste	 	 no	 observamos	 la	 presencia	 de	 las	 polimerasas	 de	TLS	en	 los	 complejos	de	PCNA	cuando	expresábamos	el	mutante	estable	de	p ,	sp ΔC	 Figura	 . 	A,	B	y	C,	 	 véase	columnas	correspondientes	al	 sp ΔC .	Estos	resultados	correlacionaban	de	manera	directa	 	con	el	bloqueo	en	la	formación	de	estructuras	focales	de	las	polimerasas	de	TLS	en	presencia	de	p .		

	

	

	

	

	

	

	
Figura	 5.13:	 La	 interacción	 persistente	 de	 p 	 con	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	 UV	 previene	 la	formación	de	complejos	de	las	polimerasas	de	TLS	con	PCNA.	A)	Células	U OS	fueron	transfectadas	con	E.V.	o	sp ΔC,	junto	a	al	plásmido	de	GFP‐Pol	 .	 	horas	después	fueron	irradiadas	con	 J/m ,	y	 	 horas	 más	 tarde	 las	 muestras	 se	 sometieron	 a	 una	 inmunoprecipitacion	 cromatínica	 ver	
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Materiales	y	Métodos 	utilizando	un	anticuerpo	monoclonal	para	PCNA.	Experimentos	similares	se	realizaron	para	GFP‐Pol	 	(B)	y	GFP‐Pol	 	(C).	Las	cantidades	relativas	de	cada	polimerasa	unida	a	PCNA	 que	 inmunoprecipito	 con	 PCNA 	 fue	 calculada	 por	 densitometría	 de	 cada	 banda,	normalizando	según	los	niveles	de	PCNA.	Los	resultados	informadosse	relativizaron	a	la	muestra	no	irradiada	control	 E.V. .			
Por	 lo	 tanto,	 la	 interacción	 sostenida	 entre	 p21	 y	 PCNA	
impide	 la	 formación	 de	 complejos	 entre	 las	 polimerasas	
especializadas	y	PCNA	luego	de	irradiación	UV.		

		 La	pérdida	de	interacción	entre	las	polimerasas	de	TLS	y	PCNA	en	presencia	de	 p 	 afecta	 negativamente	 el	 proceso	 de	 TLS,	 lo	 que	 podría	 explicar	 la	acumulación	de	ADN	lesionado	evidenciado	por	la	inducción	en	lo	marcadores	de	estrés	 replicativos	 ( AX	 y	 BP .	 Para	 evaluar	 la	 hipótesis	 de	 una	 TLS	suboptima	decidimos	utilizar	una	técnica	que	nos	permitiera	evaluar	directamente	el	 comportamiento	 de	 horquillas	 activas	 en	 presencia	 de	 ADN	 lesionado.	 A	continucacion	 se	 detalla	 el	 ensayo	 de	 fibras,	 técnica	 que	 mide	 la	 velocidad	 de	progresión	de	horquillas	individuales.			
5.7	 Ensayo	 de	 fibras	 de	 ADN:	 una	 herramienta	 para	
medir	la	progresión	de	horquillas	en	replicación	activa	

	 La	síntesis	de	ADN	por	Translesión	es	un	mecanismo	de	tolerancia	al	daño	genómico	que	actúa	asociado	a	la	fase	replicativa.	Su	función	consiste	en	mantener	la	 procesividad	 de	 horquillas	 en	 replicación	 activa	 a	 fin	 de	 evitar	 el	 colapso	 de	estas	horquillas,	 	que	en	consecuencia	generarían	muerte	celular.	Esta	 función	 la	lleva	 a	 cabo	 mediante	 el	 uso	 de	 las	 polimerasas	 especializadas	 de	 TLS,	 que	 se	intercambian	 por	 las	 polimerasas	 replicativas	 en	 el	 momento	 que	 éstas	 se	encuentran	con	 la	 lesión.	(asta	el	momento	no	existían	 técnicas	que	permitieran	evaluar	 la	 TLS	 de	 manera	 directa,	 ya	 que	 su	 función	 se	 lleva	 a	 cabo	 en	 la	 fase	replicativa	del	ciclo	celular	y	es		casi	imposible	medir	pequeños	eventos	de	síntesis	en	 un	 mar	 de	 síntesis	 activa.	 	 Las	 medidas	 indirectas	 de	 TLS	 mayormente	utilizadas,	 son	 el	 reclutamiento	 a	 focos	 de	 las	 polimerasas	 de	 TLS	 y	 la	
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ubiquitinación	de	PCNA,	 fenotipos	que	 se	 inducen	en	presencia	de	 lesiones	en	el	ADN.	Sin	embargo		actualmente,	se	han	desarrollado	técnicas	que	permiten	medir	directamente	 que	 ocurre	 con	 la	 replicación	 de	 ADN	 después	 de	 daño	 genómico.	Uno	de	los	métodos	más	utilizados	en	la	bibliografía	es	el	ensayo	de	fibras	de	ADN	,	 ,	 	que	permite	obtener	datos	cuantificables	sobre	 la	procesividad	de	horquillas	en	replicación	activa,	antes	y	después	de	generada	la	lesión.			 Éste	 método	 se	 basa	 en	 medir	 la	 longitud	 de	 fragmentos	 de	 ADN	recientemente	 sintetizados,	 en	 ausencia	de	 lesiones	 replicación	normal 	 y	 luego	de	 generada	 la	 lesión	 replicación	 sobre	 ADN	 lesionado 	 sobre	 una	 misma	molécula	de	ADN	y	comparar	sus	longitudes.	Para	lograr	esto	se	utilizan	dos	pulsos	de	 incorporación	 consecutiva	 de	 análogos	 de	 timina.	 El	 primer	 pulso	 de	 cloro‐deoxiuridina	 CldU 	 durante	 	 minutos	 antes	 de	 exponer	 a	 las	 células	 a	irradiación	 UV,	 el	 segundo	 pulso	 de	 yodo‐deoxiuridina	 )dU 	 se	 realiza	inmediatamente	 después	 del	 daño	 con	 luz	 UV	 también	 por	 	 minutos.	 La	detección	 del	 CldU	 y	 )dU	 se	 realiza	 con	 anticuerpos	 primarios	 específicos	 no	poseen	 reacción	 cruzada 	 y	 subsiguientemente	 con	 anticuerpos	 secundarios	asociados	a	diferentes	fluoroforos,	es	posible	distinguir,	el	primer	fragmentos	del	segundo.	Un	paso	muy	importante	a	tener	en	cuenta	cuando	se	realiza	esta	técnica	y	 que	 asegura	 el	 éxito	 del	 ensayo,	 es	 la	 desnaturalización	 y	 subsiguiente	estiramiento	de	 las	 fibras	de	ADN	previo	 a	 la	 fijación.	Este	paso	permite	que	 los	focos	 de	 replicación	 se	 extiendan	 asemejando	 a	 una	 fibra	 de	 ahí	 su	 nombre	 en	castellano 	lo	que	asegura	que	la	detección	sea	en	forma	de	línea	con	dos	colores	consecutivos	que	representan	 los	dos	pulsos	de	 los	análogos	 ver	 figura	 . .	El	uso	de	microscopia	confocal	permite	 la	obtención	de	imágenes	de	alta	resolución	en	donde	se	puede	medir	la	razón	entre	el	primer	fragmento	 antes	de	la	lesión 	y	el	segundo	 después	del	daño .					
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ADN:	 medidcación	 activema	 represennsecutiva	 dho,	 representud.	 El	 panel	situación,	nótCldU:)dU 	esa	daño	genoto	 color	 más	a	de	esta	situ
UVC	 provodo	 replicadcon	 una	 lea	razón	enthorquilla	 n	éste	fragmendrá	 la	mse	encontrógmento	 sen	 CldU:)dUe	 una	 razóa	se	esperante	 significes	 se	 encuelar	es	p .	
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5.8	La	 interacción	sostenida	entre	p21	y	PCNA	retrasa	
la	velocidad	de	replicación	sobre	ADN	lesionado		 El	 ensayo	de	 fibras	de	ADN	nos	permitía	entonces	evaluar	 la	eficiencia	de	TLS	en	presencia	de	p 	luego	de	irradiación	UV.	Además	existían	evidencias	que	indican	 que	 defectos	 en	 TLS	 retrasan	 la	 progresión	 de	 horquillas	 de	 replicación	sobre	ADN	lesionado ,	 .		 En	primer	lugar	corroboramos	que	las	razones	entre	el	primer	análogo	y	el	segundo	 CldU:)dU 	fueran	igual	a	 	en	la	situación	control,	sin	estrés	genotoxico,	y	en	condiciones	normales,	sin	sobreexpresar	ningún	mutante	 E.V. Figura	 . A	‐UV .	 Esto	 es	 esperable	 ya	 que	 las	 longitudes	 de	 ambos	 fragmentos	correspondientes	a	cada	análogo 	son	iguales,	dando	como	resultado	una	relación	igual	a	 .	En	contraste	cuando	la	célula	fue	expuesta	a	un	estrés	genotoxico,	en	este	caso	 irradiación	 UVC,	 la	 razón	 promedio	 de	 CldU:)dU	 fue	 mayor	 a	 	aproximadamente	 . Figura	 . A	+UV	y	 C .	Este	aumento	es	 consecuencia	de	horquillas	activas	encontrándose	con	 las	 lesiones,	disminuyendo	su	velocidad,	lo	 que	 genera	 un	 retraso	 en	 la	 incorporación	 del	 segundo	 análogo.	 Por	 ende	 la	razón	CldU:)dU	es	mayor	 a	 .	Además	 se	observó	una	amplia	distribución	en	 las	razones	 CldU:)dU,	 lo	 que	 refuerza	 el	 concepto	 de	 que	 las	 lesiones	 se	 generan	aleatoriamente	en	el	ADN	 Figura	 . A	+	UV .	Estos	resultados	indican	que	frente	a	una	lesión	las	horquillas	disminuyen	su	velocidad	de	replicación	 ,	 ,	 .		 Una	vez	analizado	el	comportamiento	de	las	horquillas	frente	a	irradiación	UV,	incorporamos	los	mutantes	estables	de	p .		Observamos	que	la	expresión	de	sp ΔC,	no	afecto	 la	distribución	ni	el	promedio	de	 las	razones	CldU:)dU	antes	de	UV Figura	 . A	 ‐	 UV ,	 pero	 si	 genero	 una	 distribución	 de	 razones	 CldU:)dU	mayores	a	 . ,	corriendo	la	distribución	de	razones	de	CldU:)dU	hacia	la	izquierda	en	 el	 gráfico	 de	 frecuencias Figura	 . A	 +	 UV .	 Este	 resultado	 indicaba	 que	 la	estabilización	de	p 	disminuye	la	velocidad	de	replicación	sobre	ADN	lesionado.	)ncluimos	 en	 el	 análisis	 el	 mutante	 que	 perdió	 la	 capacidad	 de	 unirse	 a	 PCNA,	sp ΔCΔP)P,	y	no	observamos	ningún	efecto	sobre	la	velocidad	de	replicación		antes	o	 después	 de	 irradiación	 UV	 en	 comparación	 con	 el	 sp ΔC,	 que	 si	 disminuye	 la	progresión	 de	 horquillas	 sobre	 ADN	 lesionado	 Figura	 . B	 y	 . .	 Luego	promediamos	 las	 razones	 graficadas	 en	 la	 figura	 . A	 y	 B,	 de	 las	 muestras	
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irradiadas,	y	observamos	que	el	efecto	de	sp ΔC,	sobre	la	velocidad	de	replicación	es	 estadísticamente	 significativo	 y	 difiere	 de	 las	 muestras	 control	 E.V. 	 y	 del	sp ΔCΔP)P.			
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

Figura	5.15:	La	interacción	sostenida	de	p 	con	PCNA	modula	negativamente	la	replicación	sobre	ADN	lesionado.	A)	Grafico	de	distribución	de	frecuencia	de	las	razones	CldU:)dU	antes	y	después	de	UV.	Células	U OS	fueron	transfectadas	con	las	construcciones	indicadas	y	 hs	mas	tarde	se	realizó	una	 primera	 incorporación	 con	 CldU	 por	 	 minutos,	 se	 irradiaron	 con	 J/m ,	 se	 incorporó	inmediatamente	 después	 de	 la	 irradiación	 )dU	 por	 otros	 	 minutos	 y	 las	 muestras	 fueron	procesadas	 según	 el	 protocolo	 del	 ensayo	 de	 fibras.	 B)	 Frecuencia	 acumulada	 de	 las	 razones	CldU:)dU.	 Células	 U OS	 fueron	 tratadas	 como	 en	 A 	 y	 se	 incorporó	 al	 análisis	 el	 doble	 mutante	sp ΔCΔP)P.	C)	Promedio	de	las	razones	de	CldU:)dU	de	las	muestras	irradiadas.	Las	significancias	de	las	 diferencias	 entre	 cada	 uno	 de	 los	mutantes	 en	 las	 distintas	 condiciones	 experimentales:	 ***:	p< . ;	**:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . 	La	 disminución	 en	 la	 velocidad	 observada,	 podría	 deberse	 a	 horquillas	retrasada	transitoriamente	o	inclusive	a	horquilla	detenidas	permanentemente.	En	estas	 condiciones	 experimentales	 tal	 distinción	 no	 puede	 hacerse,	 pero	 es	contundente	 el	 efecto	 observado	 por	 parte	 de	 sp ΔC	 sobre	 la	 progresión	 de	horquillas	activas	sobre	ADN	lesionado.		 Figura	 . 	
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Figura	5.16:	p 	disminuye	la	velocidad	de	progresión	de	horquillas	activas	sobre	ADN	lesionado.	Figura	 representativa	 de	 las	 imágenes	 adquiridas	 para	 la	 cuantificación	 de	 las	 fibras.	 Nótese	 el	panel	 del	 medio	 en	 las	 fibras	 irradiadas	 correspondiente	 al	 sp ΔC,	 el	 fragmento	 de	 color	 rojo,	producto	de	la	segunda	incorporación	 )dU ,	es	significativamente	más	corto	en	la	mayoría	de	las	fibras	de	ADN	en	comparación	con	el	control	 E.V. 	y	el	doble	mutante	 sp ΔCΔP)P .		 Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 ensayo	 indican	 que	 la	interacción	sostenida	de	p 	con	PCNA	luego	de	irradiación	UV,	 disminuye	 la	 velocidad	 de	 replicación	 sobre	 ADN	dañado,	lo	que	sugiere	una	falta	de	actividad	de	TLS	
	

5.8.1	La	 estabilización	de	p21	después	de	 irradiación	UV	
retrasa	la	progresión	de	la	fase	S	y	la	tasa	de	división	celular		 El	 retraso	 observado	 en	 la	 velocidad	 de	 replicación	 en	 el	 análisis	 de	progresión	 de	 horquillas	 individuales	 sobre	 ADN	 lesionado	 en	 células	 que	expresan	p 	estable,	 sugería	que	este	 retraso	observado	podría	extenderse	a	 la	velocidad	 con	 la	 que	 la	 célula	 progresa	 durante	 la	 fase	 S.	 y	 consecuentemente	afectar	el	tiempo	en	que	ésta	tarda	en	dividirse.			 Decidimos	analizar	la	progresión	por	la	fase	replicativa	en	presencia	de	los	mutantes	estables	de	p .	Para	lograr	esto	determinamos	la	cantidad	de	células	en	fase	 S	 luego	 de	 irradiación	UV	 utilizando	 un	marcador	 de	 fase	 S,	 en	 este	 caso	 el	EdU,	 que	 fue	 introducido	 en	 resultados	 previos	 y	 en	 detalle	 en	 la	 sección	 de	materiales	y	métodos.	Este	análogo	de	 timina	se	 incorpora	al	ADN	a	medida	que	
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este	 se	 replica,	 y	 es	 detectado	 por	 anticuerpos	 específicos.	 )ncorporamos	 el	análogo	 al	 medio	 de	 cultivo	 	 horas	 luego	 de	 irradiar	 las	 células	 durante	 	minutos,	 e	 inmediatamente	 después	 fueron	 fijadas	 y	 procesadas.	Nuestro	 diseño	experimental	nos	permite	realizar	el	análisis	sobre	células	transfectadas		ya	que	los	plásmidos	 de	 p 	 se	 co‐transfectan	 junto	 a	 f‐GFP,	 obteniendo	 una	 número	 de	células	positivas	para	EdU	sobre	la	población	de	células	transfectadas.		 No	observamos	diferencias	en	la	cantidad	de	células	positivas	para	EdU	en	la	situación	sin	estrés	entre	ninguno	de	los	mutantes	analizados	 Figura	 . A .	En	contraste,	 luego	 de	 irradiación	 UV	 la	 cantidad	 de	 células	 positivas	 para	 EdU	 fue	menor	en	aquellas	 células	donde	 se	 expresó	el	mutante	 estable	 sp ΔC,	mientras		que	 la	 construcción	 sp ΔCΔP)P,	 no	 mantuvo	 una	 proporción	 de	 células	 positivas	para	EdU	que	el	control,	 E.V. Figura	 . A	y	B .	Analizamos	también	el	efecto	de	la	sobreexpresión	del	mutante	degradable.	p ΔC,	y	no	observamos	efectos	sobre	la	progresión	de	la	fase	S	ni	antes	ni	después	de	irradiación	UV	 Figura	 . A	y	B .	En	conjunto	estos	resultados	sugieren	que	la	interacción	sostenida	de	p 	con	PCNA	afecta	la	velocidad	de	progresión	por	la	fase	replicativa.	Este	efecto	es	dependiente	del	dominio	de	 interacción	con	PCNA	y	 la	eficiente	degradación	de	p 	previene	los	defectos	observados	en	la		progresión	de	la	fase	S.		
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Figura	5.17:	La	 estabilización	 de	 p 	 genera	 un	 retraso	 en	 la	 progresión	 de	 la	 dase	 S	 luego	 de	irradiación	UV.	A)	Células	U OS	fueron	trasnfectadas	con	las	construcciones	de	p 	indicadas,	 	horas	más	tarde	fueron	irradiadas	con	 J/m o	no,	y	 	horas	después	se	fijaron	según	el	protocolo	de	detección	de	EdU.	Se	cuantificaron	 	núcleos	 transfectados	sobre	 los	cuales	se	determinó	si	eran	 o	 no	 positivos	 para	 EdU.	 B)	 Células	 tratadas	 como	 en	 A .	 )mágenes	 representativas	 de	 la	fluorescencia	detectada	para	EdU	para	cada	mutante	después	de	 irradiación	UV.	C)	Células	U OS	transfectadas	 con	 un	 marcador	 de	 transfeccion	 GFP‐PCNA	 y	 vector	 vacío	 E.V.	 )mágenes	representativas	 de	 una	 célula	 mononucleada	 panel	 superior 	 y	 una	 célula	 binuleada	 panel	inferior .	 Se	 utilizó	 phalloidina	 	 para	 teñir	 la	 membrana	 celular.	 D)	 Celulas	 U OS	 fueron	transfectadas	con	un	marcador	de	 transfeccion,	GFP‐PCNA	y	 las	construcciones	de	p 	 indicadas.		 horas	más	 tarde	 fueron	 replaqueadas	 a	 baja	 densidad	 e	 irradiadas	 un	 dia	 despues	 según	 las	dosis	 indicadas	 en	 la	 imagen.	 Pasadas	 las	 hs	 se	 incorporó	 al	medio	 citocalasina	 B	 . µg/ml 	durante	 hs,	 pasado	 este	 tiempo	 se	 fijaron	 la	 células	 y	 se	 realizó	 una	 inmunitinción	 con	phalloidina	para	detectar	la	membrana	celular.	Se	cuantificaron	 	células	de	las	cuales	se	calculó	el	porcentaje	de	células	binucleadas	presentes	en	el	preparado.	Las	significancias	de	las	diferencias	entre	 cada	 uno	 de	 los	 mutantes	 en	 las	 distintas	 condiciones	 experimentales:	 ***:	 p< . ;	 **:	p< . ,	*:	p< . ,	sin	asterisco	=	NS	–no	significativo,	p> . .			 Utilizando	 otro	 diseño	 experimental,	 en	 donde	 se	 determina	 la	 tasa	 de	división	 celular,	 evaluamos	 el	 efecto	 de	 estabilizar	 p 	 luego	 de	 irradiación	 UV.	Este	 ensayo, CBP) ,	 del	 inglés	 Cytokinesis	 Block	 Proliferation	 )ndex	 ,mide	indirectamente	 la	 velocidad	 con	 la	 que	 la	 célula	 se	 divide,	 sincronizando	 a	 las	células	en	el	estadio	previo	de	la	división	de	la	membrana	plasmática,	citocinesis,a	través	 del	 agregado	 de	 citocalasina	 B	 su	 método	 de	 acción	 fue	 introducido	 en	resultados	anteriores	y	en	la	sección	de	Materiales	y	Métodos .	Como	resultado	se	obtienen	 células	 binucleadas	 que	 han	 logrado	 dividir	 el	 núcleo	 quedando	arrestadas	 en	 el	 estadio	 previo	 a	 la	 citocinesis,	 mientras	 que	 aquellas	 que	 no	llegaron	 a	 dividir	 el	 núcleo	 durante	 el	 tiempo	 del	 ensayo	 se	 observan	 como	mononucleadas	 Figura	 . C .	 En	 primer	 lugar	 determinamos	 el	 número	 de	células	binucleadas	en	la	situación	sin	estrés	y	observamos	proporciones	similares	
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de	células	binucleadas	sobre	el	total	de	células	transfectadas	para	cualquiera	de	los	mutantes	 analizados	 Figura	 . D .	 Una	 vez	 establecido	 las	 proporciones	 de	células	binucleadas	en	la	situación	control,	analizamos	la	tasa	de	división	celular	a	distintas	 dosis	 de	 UV	 y	 observamos	 que	 la	 proporción	 de	 células	 binucleadas	disminuyo	de	manera	significativa	en	presencia	del	mutante	estable	de	p ,	sp ΔC	en	comparación	con	el	control	E.V.	y	el	doble	mutante	sp ΔCΔP)P	 Figura	 . D .			 Ambos	experimentos	demostraron	que	la	estabilización	de	p 	 luego	 de	 irradiación	 UV	 retrasa	 la	 velocidad	 de	replicación	 sobre	 ADN	 lesionado,	 afectando	 la	 progresión	por	la	fase	S	y	la	tasa	de	división	celular.	
 
 

5.9	 p21	 endógeno	 modula	 la	 velocidad	 d	 replicación	
sobre	ADN	lesionado		 Uno	de	los	interrogantes	que	surgió	luego	de	analizar	el	comportamiento	de	la	 sobreexpresión	 y	 estabilización	 de	 p ,	 fue	 si	 niveles	 endógenos	 de	 p 	 eran	suficientes	 para	 modular	 la	 eficiencia	 de	 TLS	 en	 presencia	 de	 daño.	 Este	interrogante	 se	 tornaba	 difícil	 de	 abordar	 dado	 que	 p 	 se	 degrada	 luego	 de	irradiación	UV.	Con	 la	 técnica	del	ensayo	de	 fibras	era	posible	evaluar	a	 tiempos	cortos	después	de	UV	 	minutos 	donde	todavía	hay	una	fracción	de	p 	que	no	fue	 totalmente	 degradada,	 si	 los	 niveles	 endógenos	 de	p 	 eran	 suficientes	para	afectar	la	velocidad	de	replicación	sobre	ADN	lesionado.	Utilizamos	el	par	de	líneas	celulares	isogénicas	salvajes	o	nulas	para	p 	llamadas		(CT 	p +/+	y	p ‐/‐	y	determinamos	en	primer	lugar	los	niveles	de	p 	luego	de	irradiación	UV	 Figura	. A ,	y	observamos	que	a	 	minutos	todavía	hay	una	cantidad	considerable	de	p 	en	comparación	con	el	tiempo	 ,	mientras	que	en	las	células	nulas	para	p 	no	se	detectó	p 	 Figura	 . A .				
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horquillas	activas	se	pierde	a	medida	que	p 	se	degrada	y	no	tiene	consecuencias	sobre	la	progresión	de	la	fase	S	 Figura	 . E .		 En	 conjunto	 p 	 en	 una	 situación	 sin	 estrés,	 es	 necesario	para	 prevenir	 el	 cargado	 innecesario	 de	 las	 polimerasas	especializadas	 a	 templados	 no	 dañados	 y	 mantener	 la	integridad	 genómica.	 Mientras	 que	 en	 respuesta	 al	 daño	inducido	 por	 luz	 UV,	 	 p 	 	 debe	 ser	 eficientemente	degradado	 para	 permitir	 el	 eficaz	 y	 eficiente	funcionamiento	de	la	síntesis	por	translesión,	promoviendo	la	 replicación	 sobre	 ADN	 lesionado,	 manteniendo	 la	integridad	genómica	y	la	viabilidad	celular.		
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6	Discusión			 La	mayoría	 de	 los	 laboratorios	 que	 estudian	 la	 respuesta	 celular	 a	 estrés	genotóxico	esperan	una	regulación	positiva	de	p 	cuando	el	ADN	es	dañado	por	cualquier	agente	externo.	Esto	se	debe	a	que	p 	es	un	excelente	blanco	del	factor	transcripcional	 p 	 y	 a	 que	 se	 necesitan	 altos	 niveles	 de	 p 	 para	 promover	 su	bien	caracterizada	función	de	bloqueo	del	ciclo	celular.	En	este	trabajo	de	tesis	se	demostró	 que	 los	 bajos	 niveles	 endógenos	 de	 p ,	 lejos	 de	 ser	 residuales	 y	carentes	de	función,	tienen	un	rol	en	el	control	de	la	replicación	de	ADN	lesionado	en	etapas	tempranas	luego	de	la	exposición	a	luz	UV.	La	degradación	de	los	niveles	basales	de	p 	es	necesaria	para	la	correcta	replicación	de	ADN	durante	respuesta	celular	 a	 UV	 siendo	 necesaria	 su	 degradación	 para	 prevenir	 defectos	 en	 la	progresión	 de	 la	 fase	 S	 como	 también	 para	 evitar	 excesiva	 muerte	 celular	 e	incrementos	 de	 la	 inestabilidad	 genómica.	De	 hecho,	 la	 estabilización	 forzada	de	p 	 luego	 de	 irradiación	 UV,	 bloquea	 la	 interacción	 de	 las	 polimerasas	especializadas	de	TLS	con	PCNA	previniendo	la	formación	de	complejos	necesarios	para	 la	 acción	 de	 la	 TLS.	 En	 este	 escenario,	 las	 alteraciones	 causadas	 en	 la	replicación	 de	 ADN	 lesionado	 correlacionan	 con	 defectos	 persistentes	 en	 la	progresión	 de	 la	 fase	 S,	 con	 la	 acumulación	 de	marcadores	 de	 estrés	 replicativo	( AX	y	 BP 	y	con	la	perdida	de	estabilidad	genómica.				
6.1	 p21	 debe	 ser	 removido	 de	 PCNA	 en	 horquillas	 en	
replicación	activas	que	encuentra	ADN	molde	dañado	
por	irradiación	UV. 	 Como	se	detalló	en	la	sección	de	introducción,	por	mucho	tiempo	se	validó	y	se	aceptó	como	dogma	central	del	estrés	celular,	el	aumento	en	los	niveles	de	p 	dependientes	 de	 p 	 en	 respuesta	 a	 agentes	 estresores	 como	 la	 	 irradiación	gamma.	 Este	 aumento	 de	 p 	 mantiene	 la	 viabilidad	 celular	 a	 través	 de	 la	promoción	del	arresto	del	ciclo	celular ,	permitiendo	la	remoción	del	daño	y	evitando	 que	 la	 célula	 entre	 en	 fase	 replicativa	 en	 presencia	 de	 las	 lesiones	generadas	por	los	agentes	estresores.	El	escenario	cambia	completamente	cuando	
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la	 célula	 es	 expuesta	 a	 irradiación	 UV.	 En	 este	 caso,	 aun	 con	 una	 eficiente	acumulación	 de	 p ,	 p 	 no	 aumenta	 sus	 niveles	 de	 expresión	 sino	 por	 el	contrario,	 se	observa	una	disminución	en	 los	niveles	de	p 	que	disminuyen	por	debajo	 del	 nivel	 endógeno.	 Esto	 ocurre	 en	manera	 independiente	 al	 aumento	 de	p 	 y	 principalmente	 en	 células	 con	 una	 alta	 tasa	 de	 proliferación	 .	 La	acelerada	 degradación	 de	 p 	 por	 debajo	 de	 los	 niveles	 basales	 nos	 sugirió	 la	existencia	 de	 funciones	 de	 p 	 todavía	 no	 descriptas	 en	 la	 respuesta	 celular	 a	irradiación	UV	 .		 Nuestros	resultados	indicaron	que	la	relevancia	biológica	de	la	degradación	de	 p 	 está	 asociada	 a	 la	 promoción	 de	 la	 replicación	 de	 ADN	 dañado;	específicamente	 promoviendo	 la	 interacción	 entre	 PCNA	 y	 las	 polimerasas	especializadas	como	consecuencia	de	la	degradación	de	p .	Esto	se	corroboró	al	observar	 alteraciones	 persistentes	 en	 la	 progresión	 de	 la	 fase	 S	 cuando	 p 	 no	puede	 ser	 eficientemente	 degradado.	 También	 registramos	 un	 aumento	 de	marcadores	 de	 estrés	 replicativo	 asociados	 a	 la	 expresión	 estable	 de	 p :	 una	marcada	inducción	de	fosforilación	de	la	histona	( AX	en	todo	el	núcleo,	que	como	se	 detalló	 en	 la	 introducción,	 sugiere	 que	 los	 defectos	 en	 la	 activación	 de	 TLS	causados	 por	 la	 expresión	 estable	 de	 p 	 causan	 un	 	 desacople	 de	 horquillas	activas	 alterando	 la	 dinámica	 de	 la	 replicación,	 la	 morfología	 de	 la	 cromatina	 y	finalmente,	posiblemente	causando	la	aparición	de	cortes	en	la	doble	cadena	 CDC 	de	ADN	 como	 consecuencia	 de	una	 tensión	extrema	de	 horquillas	de	 replicación	frenadas	 por	 ADN	 lesionado.	 Sosteniendo	 los	 datos	 obtenidos	 mediante	 el	monitoreo	de	la	fosforilación	de	( AX,	también	observamos	la	aparición	de	focos	de	 BP ,	una	proteína	considerada	como	marcador	específico	de	CDCs.	Teniendo	en	 cuenta	 que	 la	 irradiación	UV	 no	 genera	 por	 si	 sola	 cantidades	 detectables	 de	CDC,	 la	acumulación	de	 BP 	 indicaría	que	el	bloqueo	de	TLS	por	parte	de	p 	causaría	un	bloqueo	sostenida	de	horquillas	en	lesiones,	las	cuales	eventualmente	colapsan,	aumentando	el	número	de	CDCs.	En	concordancia	con	el	aumento	de	CDC	en	el	ADN,	observamos	también	la	aparición	de	micronúcleos	 MN ,	un	indicador	de	 inestabilidad	 genómica	 asociado	 a	 la	 perdida	 de	 información	 genética,	posiblemente	 consecuencia	 de	 regiones	 dañadas	 del	 ADN	 que	 no	 fueron	eficientemente	 replicadas	 por	 falta	 de	 TLS.	 Esta	 hipótesis	 se	 refuerza	 con	 la	
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evidencia	 de	 la	 formación	 MN	 asociados	 a	 las	 células	 transitando	 la	 fase	 S	 y	expresando	el	estable	de	p 	luego	de	irradiación	UV			 Otra	 interesante	 observación	 que	 se	 desprende	 de	 nuestros	 resultados	 es	que	 los	 niveles	 endógenos	 de	 p 	 reprimen	 o	 al	 menos	 bloquean	 los	 eventos	iniciales	 de	 TLS	 luego	de	 irradiación	UV.	 Esta	 evidencia	 surge	 de	 la	 disminución	observada	en	 la	progresión	de	horquillas	activas	 sobre	ADN	 lesionado	en	células	donde	p 	 todavía	 es	detectable,	 fracción	 sin	degradar 	 en	 comparación	 con	 su	contraparte,	células	sin	la	expresión	de	p ,	que	progresan	de	manera	más	rápida	sobre	ADN	lesionado.	Otra	línea	de	evidencia	surge	del	aumento	de	la	fracción	de	células	con	focos	de	polimerasas	de	TLS	en	ausencia	de	p ,	aun	en	situaciones	sin	estrés,	 si	 se	 compara	 con	 la	 cinética	de	 reclutamiento	de	 las	polimerasas	de	TLS	observada	para	las	células	p +/+,	donde	se	ve	una	clara	inducción	en	respuesta	a	UV.	 Estas	 observaciones	 podrían	 atribuirle	 una	 función	 a	 p 	 en	 las	 etapas	iniciales	de	TLS,	donde	los	niveles	de	p 	son	todavía	detectables.	Como	la	mayoría	de	 las	 células	 humanas	 expresan	 niveles	 endógenos	 detectables	 de	 p ,	proponemos	que	 la	 demora	 transiente	 en	 eventos	de	TLS	 causada	por	 el	 tiempo	que	 requiere	 la	 degradación	 de	 p 	 asociada	 a	 PCNA	 debería	 ser	 en	 realidad	beneficiosa	 para	 la	 célula.	 En	 otras	 palabras,	 la	 activación	 de	 TLS	 podría	beneficiarse	de	un	 chequeo 	previo	a	cargo	de	p 	que	podría	servir	para	limitar	los	 eventos	 de	 TLS	 a	 los	 estrictamente	 necesarios	 o	 promover	 TLS	 poco	mutagénica.	Esto	podría	estar	sugerido	por	experimentos	realizando	utilizando	un	modelo	 de	 replicación	 de	 ADN	 plásmidico	 donde	 una	 lesión	 artificialmente	introducida	en	una	hebras	es	enfrentada	a	un	gap.	Dicho	plásmido	es	transfectado	en	células	humanas	y	se	espera	que	solo	un	evento	de	TLS	seguido	de	una	ligación	pueda	darle	capacidad	transformante	a	dicho	plásmido.	Utilizando	este	modelo	,	el	grupo	 de	 Livneh	 y	 colaboradores	 demostró	 que	 los	 niveles	 endógenos	 de	 	 p 	disminuyen	la	eficiencia	pero	aumentan	la	precisión	de	los	eventos	de	TLS	 .	Este	 grupo	 demostró	 que	 la	 expresión	 de	 p 	 causa	 una	 disminución	 en	 los	eventos	 de	 TLS	 si	 se	 comparan	 con	 el	 número	 de	 eventos	 que	 se	 detectan	 en	células	que	no	expresan	p .	Sin	embargo,	los	eventos	de	TLS	en	presencia	de	p 	son	mucho	más	 precisos	 que	 lo	 observado	 en	 ausencia	 de	 p 	 Esto	 sugiere	 que	retardar	 un	 evento	 de	 TLS	 puede	 hacerlo	 menos	 mutagénico.	 Especulamos	entonces	que	p 	puede	promover	la	elección	de	la	polimerasa	menos	mutagénica	
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para	cada	lesión;	por	un	lado	retrasando	el	evento	de	TLS	y	permitiendo	la	mejor	llegada	de	 todas	 las	polimerasas	 especializadas	que	pueden	 realizar	 la	 función	 y	por	 el	 otro	 promoviendo	 la	 competencia	 activa	 por	 dicha	 lesión.	 Es	 importante	destacar	 que	 en	 nuestro	 modelo	 los	 niveles	 endógenos	 de	 p 	 retrasan	 la	replicación	y	la	organización	focal	de	p 	y	que	en	el	modelo	plásmidico	del	grupo	de	 Livneh	 es	 p 	 endógeno	quien	 reduce	 la	mutagénesis	 de	 la	 TLS.	 Juntos	 estos	datos	indican	que	los	eventos	de	TLS	precedidos	por	la	degradación	de	p 	pueden	ser	menos	mutagénicos	que	los	que	no	encuentran	dicha	barrera	inicial.	
6.1.1	 Precisión	 de	 la	 TLS:	 balance	 entre	 degradación	 de	

p21	y	acceso	de	las	polimerasas	especializadas	a	PCNA.		 De	acuerdo	con	nuestros	resultados	y	lo	observado	por	el	grupo	de	Livneh,	proponemos	un	modelo	en	donde	existe	un	balance	entre	dos	procesos	opuestos:	la	 degradación	 de	 p 	 acoplada	 a	 PCNA	 en	 respuesta	 a	 irradiación	 UV,	 y	 el	impedimento	 del	 cargado	 de	 las	 polimerasas	 de	 TLS	 a	 PCNA	 por	 parte	 de	 p .	Creemos	que	un	fino	balance	entre	estos	dos	procesos	es	lo	que	favorece	una	TLS	más	 precisa.	 Si	 tomamos	 en	 cuenta	 que	 evolutivamente	 se	 seleccionó	 una	polimerasa	 especializada	 en	 particular	 para	 sintetizar	 sobre	 los	 CDPs	 Pol	 ,	quiere	 decir	 que	 la	 selección	 de	 una	 polimerasa	 frente	 a	 otra	 es	 esperada.	 Sin	embargo,	no	existen	evidencias	experimentales	que	indiquen	como	dicho	proceso	de	selección	se	lleva	a	cabo.	Nuestros	datos	obtenidos	con	p 	podrían	sugerir	un	mecanismo	 molecular	 de	 selección.	 La	 degradación	 de	 p 	 podría	 generar	 una	ventana	temporal	que	permite	el	reclutamiento	de	todas	las	polimerasas	TLS	antes	que	una	polimerasa	se	seleccione	y	lleve	a	cabo	laTLS.	Esto	podría	explicar	por	qué	la	degradación	gradual	de	p 	en	respuesta	a	UV,	promueve	la	llegada	de	todas	las	posibles	polimerasas	y	la	selección	de	la	adecuada	para	dicho	evento	de	TLS.	Esta	línea	 de	 pensamiento	 concuerda	 con	 los	 resultados	 obtenidos	 por	 el	 grupo	 de	Livneh,	 que	 muestran	 que	 la	 depleción	 de	 p 	 aumenta	 los	 eventos	 de	 TLS	mutagénicos.	 Esto	 sugiere	 que	 en	 ausencia	 de	 p ,	 la	 polimerasa	 de	 TLS	 que	efectivamente	 sintetizan	 ADN	 en	 oposición	 a	 la	 lesión	 no	 es	 la	 polimerasa	evolutivamente	preparada	 	para	 lidiar	con	este	tipo	de	daño,	sino	 la	primera	que	pudo	cargarse	sobre	PCNA.	 Figura	 . 	
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Figura	6.1:	Modelos	de	cooperación	entre	la	degradación	de	p 	en	respuesta	a	irradiación	UV	y	el	acceso	de	 las	polimerasas	de	TLS	 a	PCNA.	A)	En	este	modelo	 los	 niveles	 endógenos	 de	 p 	 está	unido	a	PCNA	sin	interferir	con	la	replicación	normal.	La	horquilla	de	replicación	se	encuentra	con	una	lesión	 CPD 	y	p 	se	degrada,	generando	una	ventana	temporal	para	la	elección	de	la	mejor	polimerasa	para	sintetizar	sobre	el	CPD.	La	degradación	de	p 	deja	accesible	el	sitio	de	unión	a	PCNA	para	 las	polimerasas	de	especializadas,	 y	Pol	 	 es	 cargada	a	PCNA	para	 realizar	 la	TLS.	En	consecuencia	la	síntesis	a	través	de	la	lesión	es	precisa	 incorpora	dos	adeninas	en	oposición	a	la	lesión 	y	 la	horquilla	 continua	con	 la	 replicación	normal.	B)	En	este	 caso	p 	no	está	 asociado	a	PCNA,	no	existe	la	posibilidad	de	seleccionar	la	mejor	polimerass	TLS	sino	que	el	evento	de	TLS	es	realizado	por	la	primer	polimerasa	que	llega	al	sitio	de	pausa	replicativa	 pudiendo	ser	pol		pero	también	pudiendo	ser	otra	polimerasa	más	mutagénica,	como	representado	en	este	caso	por	pol	 .	En	este	caso	la	excesiva	accesibilidad	de	las	polimerasas	especializadas	a	PCNA	impide	una	correcta	selección	de	la	menos	mutagénica,	e	incorporando	innecesarias	bases	erróneas	frente	a	la	lesión.	En	ambos	casos	 A	y	B 	la	continuidad	replicativa	está	garantizada.	Las	consecuencias	de	un	bloqueo	global	de	TLS	causado	por	la	expresión	estable	de	p 	se	discutió	en	el	texto.	
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	 Según	nuestros	datos	p 	estaría	regulando	la	actividad	de	las	polimerasas	especializadas	 a	 través	 del	 sitio	 de	 unión	 a	 PCNA	 P)P	 box 	 de	 p .	 	 Existe	 otro	nivel	de	regulación	de	TLS	por	parte	de	p 	no	contemplado	en	esta	tesis	y	que	es	necesario	mencionar.	 Nuestro	 laboratorio	 demostró	 que	 p 	 también	modula	 la	ubiquitinación	de	PCNA	 ,	 	por	lo	que	p 	controla	simultáneamente	dos	variables	centrales	para	TLS.	Sin	embargo,	dado	que	la	ubiquitinación	de	PCNA	es	regulada	por	la	interacción	p /CDKs	 ,	en	nuestro	contexto	experimental	 la	ubiquitinación	 de	 PCNA	no	 se	 encuentra	 afectada,	 	 ya	 que	 las	 construcciones	 de	p 	 que	 utilizamos	 tienen	 mutado	 el	 sitio	 de	 unión	 a	 CDK,	 p ΔC,	 sp ΔC	 y	sp ΔCΔP)P,	 respectivamente	 Ver	 Figura	 . 	 C .	 	 Aunque	 se	 requieren	 de	 más	evidencias	 experimentales	 para	 dilucidar	 la	 contribución	 que	 el	 control	 de	 la	ubiquitinación	de	PCNA	por	p 	tiene	sobre	la	activación	de	procesos	de	TLS,	este	trabajo	 demuestra	 de	 manera	 contundente	 el	 control	 que	 ejerce	 p 	 sobre	 la	interacción	 de	 las	 polimerasas	 de	 TLS	 con	 PCNA,	 de	manera	 independiente	 a	 la	ubiquitinación	de	PCNA.	Además,	nuestros	datos	indican	que	p 	puede	inhibir	el	cargado	 de	 polimerasas	 TLS	 aun	 cuando	 la	 ubiquitinación	 de	 PCNA	 es	 eficiente	Figura	 . 	B .	Dado	el	efecto	sensibilizante	que	esta	inhibición	global	de	TLS	tiene	sobre	 la	 sobrevida	 celular	 es	 posible	 proponer	 que	 la	 inhibición	 global	 de	 TLS	mediada	 por	 p 	 o	 por	 drogas	 aún	 no	 descubiertas	 podría	 representar	 una	alternativa	terapéutica	de	interés.		
6.2	 Competición	 y	 cooperación:	 un	 balance	 clave	 en	
horquillas	detenidas	frente	a	una	lesión 	 p 	 se	 degrada	 después	 de	 irradiación	 UV	 en	 manera	 dosis	 dependiente	,	 ,	 ,	 ,	 evidencia	que	 es	 consistente	 con	 la	 probabilidad	de	que	 la	degradación	de	p 	ocurra	en	horquillas	que	se	van	encontrando	con	las	lesiones,	siendo	más	la	cantidad	de	lesiones	mientras	más	alta	se	la	dosis	de	irradiación	UV,	aumentando	la	proteólisis	de	p .	En	este	trabajo	demostramos	que	la	interacción	sostenida	 entre	 p 	 y	 PCNA	 luego	 de	 irradiación	 UV,	 impide	 la	 progresión	 de	horquillas	 replicativas	 sobre	 ADN	 lesionado	 y	 el	 reclutamiento	 de	 polimerasas	especializadas	 a	 focos	 replicativos.	 Es	 lógico	 preguntarse	 cómo	 funciona	 dicho	
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bloqueo,	ya	que	p 	no	afecta	a	 las	polimerasas	replicativas	que	también	poseen	P)P	box	y	bien	podrían	competir	con	p 	por	 los	sitios	de	unión	a	PCNA.	Existen	numerosas	evidencias	que	 indican	que	 la	 interacción	de	p 	con	PCNA	es	 la	más	fuerte	 observada	 hasta	 el	 momento	 .	 El	 hecho	 de	 que	 las	 polimerasas	replicativas	no	se	vean	afectadas	por	la	presencia	de	p ,	puede	ser	consecuencia	de	 la	 estructura	 multi‐subunidad	 de	 las	 polimerasas	 replicativas	 .	 Esta	característica	 les	 confiere	 mayor	 capacidad	 de	 unión	 con	 PCNA	 sin	 tener	 que	competir	por	un	solo	sitio	de	unión.	Por	otro	lado	recientemente	se	describió	una	región	de	p 	más	extensa	que	el	conocido	P)P	box,	responsable	de	la	interacción	con	PCNA,	el	P)R	 del	ingles	PCNA	interacting	region‐	including	P)P	box	and	NLS 	que	 incluye	 el	 P)P	 box	 y	 la	 señal	 de	 localización	 nuclear	 del	 inglés	NLS .Numerosas	 líneas	de	evidencia	 indican	que	el	P)R	de	p ,	es	capaz	de	desplazar	a	las	polimerasas	de	TLS	de	forma	específica	y	eficiente	de	su	interacción	con	PCNA.	En	primer	lugar	este	trabajo	de	tesis	demuestra	que	sp ΔC,	previene	la	interacción	específicamente	de	las	polimerasas	especializadas	con	PCNA,	Pol	 ,	Pol 	y	Pol ,	sin	alterar	la	interacción	de	las	polimerasas	replicativas	involucradas	en	la	replicación	 normal	 .	 Segundo,	 en	 condiciones	 de	 sobreexpresión	 de	 las	polimerasas	de	TLS	 GFP‐Pols ,	niveles	endógenos	de	p 	son	capaces	de	impedir	el	reclutamiento	de	esas	polimerasas	a	factorías	de	replicación,	evidencia	también	aportada	en	este	trabajo	de	tesis.	Tercero,	en	un	trabajo	reciente	se	demostró	que	la	 sustitución	 del	 P)R	 de	 Pol	 ,	 por	 el	 P)R	 de	 p ,	 aumenta	 la	 afinidad	 de	interacción	de	la	quimera	Pol	 ‐P)Rp 	por	PCNA	 .	Cuarto,	también	en	trabajos	recientes	 se	demostró	que	 la	 expresión	de	P)DD	 del	 inglés	p 	 induced	protein	with	 death	 domain ,	 una	 proteína	 capaz	 de	 romper	 la	 interacción	 entre	 p 	 y	PCNA	 a	 tiempos	 cortos	 luego	 de	 irradiación	 UV,	 induce	 un	 aumento	 en	 la	ubiquitinación	de	PCNA,	y	un	aumento	en	la	fracción	de	Pol	 	unida	a	PCNA	 .	En	 conjunto	 estas	 evidencias	 refuerzan	 la	 premisa	 de	 un	 balance	 entre	competencia	y	cooperación,	entre	los	factores	que	disparan	la	degradación	de	p 	por	ende	su	remoción	de	PCNA 	y	 la	activación	de	TLS.	Podría	decirse	entonces	que	el	paso	crucial	para	una	correcta	TLS	reside	en	una	remoción	a	tiempo	de	p 	de	horquillas	detenidas	frente	a	ADN	lesionado.			
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6.2.1.	 PCNA	 y	 REV1:	 su	 contribución	 e	 importancia	 a	 la	
función	de	la	TLS.		 (asta	 el	 momento	 siempre	 se	 introdujo	 a	 PCNA	 como	 ¨la	 proteína¨	encargada	 de	 orquestar	 los	 procesos	 relacionados	 con	 la	 replicación	 de	 ADN	lesionado,	pero	aún	queda	mucho	por	entender	sobre	la	cooperación	de	PCNA	con	otras	proteínas	sobre	las	horquillas	de	replicación	detenidas	frente	a	una	lesión.	El	grupo	 de	 Sale,	 en	 el	 año	 	 introdujo	 un	 modelo	 en	 donde	 Rev 	 sería	 otro	posible	 encargado	 de	 orquestar	 la	 activación	 de	 la	 TLS	 en	 horquillas	 detenidas	frente	a	la	lesión.	De	hecho,	en	ese	manuscrito	se	provee	evidencia	que	indica	una	separación	espacial	entre	la	acción	de	Rev 	y	la	ubiquitinación	de	PCNA.	Mientras	que	 la	 ubiquitinación	 de	 PCNA	 sería	 necesaria	 para	 los	 eventos	 de	 TLS	 post‐replicativos	retrasados	 ¨gap	filling¨	o	llenado	de	brechas	 ,	Rev 	sería	la	encargada	de	la	TLS	dependiente	de	intercambio	de	polimerasas,	acoplada	a	las	horquillas	de	replicación	 activa .	 )nteresantemente,	 la	 actividad	 catalítica	 de	 Rev 	 no	 sería	necesaria	 en	 este	 modelo	 por	 lo	 que	 su	 capacidad	 de	 interaccionar	 y	probablemente,	reclutar 	otras	polimerasas	seria	central	para	su	acción	en	TLS.			 Al	mismo	tiempo	otros	grupos	de	investigación	demostraron	que	la	acción	de	 Rev 	 podria	 no	 estar	 limitada	 a	 eventos	 de	 intercambio	 de	 polimerasas	 sino	también	 participar	 en	 eventos	 post‐replcativos	 de	 gap 	 filling.	 Analizaron	 la	contribución	 de	 Rev 	 y	 sus	 dominios	 a	 la	 replicación	 de	 ADN	 lesionado,	demostrando	que	el	BRCT	sería	necesario	para	el	 intercambio	de	polimerasas	en	las	horquillas	de	replicación	detenidas,	mientras	que	el	C‐terminal	de	 la	proteína	podría	cumplir	una	función	orquestando	la	interacción	de	las	polimerasas	de	TLS	con	PCNA	en	un	modelo	post	 replicativo	 .	En	 todos	 los	 casos,	Rev 	debería	completar	su	acción	en	TLS	en	asociación	con	una	polimerasa	extensora	debido	a	su	 incapacidad	 de	 introducir	más	 de	 una	 base.	 	 A	 su	 vez	 se	 demostró	 que	Rev 	interacciona	 con	 la	 subunidad	 accesoria	 de	 Pol	 ,	 Rev ,	mediando	 la	 interacción	Rev ‐Pol	 .	Esta	 interacción	 sugiere	que	Rev 	y	Pol	 	pueden	actuar	en	 conjunto	para	realizar	TLS	sobre	cualquier	templado	dañado,	demostrándose	en	ese	trabajo	que	 efectivamente	 ambas	 polimerasas	 trabajan	 juntas	 para	 realizar	 la	 síntesis	 a	través	de	la	lesión.	Es	importante	destacar	que	dicha	síntesis	debería	ser	siempre	mutagénica	 ya	 que	 amabas	 polimerasas	 son	 poco	 fieles	 .	 Por	 todo	 lo	mencionada	 es	 difícil	 predecir	 si	 la	 acción	 de	 Rev 	 como	 iniciadora	 de	 TLS	 es	
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necesaria	en	 todo	contexto	o	solo	cuando	hay	un	defecto	en	 la	activación	de	TLS	dependiente	de	polimerasas	más	fieles.		 Considerando	 la	 existencia	 de	 eventos	 de	 TLS	 acoplados	 a	 la	 horquilla	 y	post‐replicativos	 y	 además	 la	 posibilidad	 que	 actores 	 diferentes	 desencadenen	ambos	procesos	resulta	importante	analizar	el	posible	efecto	de	p 	sobre	ambos	procesos.	El	análisis	directo	de	p 	sobre	 la	 replicación	 fue	 logrado	utilizando	el	ensayo	de	fibras	que,	por	su	naturaleza,		se	asocia	directamente	a	intercambios	de	polimerasas.	 Sin	 embargo,	 es	 imposible	 descantar	 que	 en	 los	 	 minutos	 del	ensayo	 se	 formaron	 pequeños	 gaps	 que	 fueron	 resueltos	 antes	 de	 la	desnaturalización	del	ADN.	La	formación	y	resolución	del	gap	podría	disminuir	 la	fibra	 de	 ADN	 en	 manera	 dependiente	 de	 gap	 filling	 y	 no	 exclusivamente	 de	 un	evento	 acoplado	 a	 la	 horquilla.	 Por	 todo	 esto,	 si	 bien	podemos	 concluir	 que	p 	afecta	la	eficiencia	de	eventos	de	TLS	no	podemos	asociarlos	a	eventos	exclusivos	de	gap	filling	o	de	intercambio	de	polimerasas	acoplado	a	la	horquilla,	por	lo	p 	podría	afectar	a	ambos	mecanismos	por	igual.		 Por	otro	 lado,	es	posible	pensar	que,	si	bien	p 	es	un	 inhibidor	global	de	TLS,	esta	 inhibición	podría	ser	 ineficiente	en	el	bloqueo	de	al	menos	parte	de	 los	eventos	de	TLS	dependientes	de	Rev .	Nuestros	datos	arrojaron	evidencia	de	un	bloqueo	específico	del	reclutamiento	de	Rev 	a	zonas	de	ADN	dañado	por	parte	de	p ,	sin	alterar	una	fracción	de	Rev 	constante	antes	y	después	de	irradiación	UV.	Esta	fracción	de	focos	constante	de	Rev 	podría	estar	asociada	a	PCNA	a	través	de	su	BRCT,	dominio	que	no	puede	ser	competido	por	el	P)P	box	de	p .	Razonamos	entonces	 que	 si	 bien	 p 	 puede	 ser	 considerado	 un	 inhibidor	 global	 de	polimerasas	de	TLS,	algunos	eventos	de	TLS	podrían	aún	tener	 lugar	cuando	p 	no	 es	 degrado.	 Dichos	 eventos	 dependerían	 de	 la	 fracción	 de	 Rev 	 reclutada	 al	ADN	 durante	 la	 replicación	 no	 perturbada.	 Además,	 dado	 que	 Rev 	 no	 es	 una	polimerasa	 sino	 una	 C‐transferasa,	 el	 completamiento	 del	 evento	 de	 TLS	 podría	depender	de	Pol	 ,	por	lo	que	el	número	de	eventos	de	TLS	no	sería	solo	reducido	o	subóptimo,	sino	también	mutagénicos.			 Por	 todo	 esto,	 más	 investigación	 es	 necesaria	 no	 solo	 para	 dirimir	 la	relación	directa	 entre	 la	 degradación	de	p 	y	 la	 sobrevida	 celular	 sino	 también	para	revelar	el	efecto	que	un	desbalance	en	la	elección	de	polimerasas	TLS	causado	
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por	la	estabilización	de	p 	puede	tener	sobre	la	estabilidad	genómica	de	la	célula	irradiada.				
6.3	Regulación	 de	TLS:	 p21	 cumple	 con	 los	 requisitos	
para	ser	considerado	un	regulador	negativo	de	TLS 	 Durante	 muchos	 años	 la	 regulación	 del	 proceso	 de	 síntesis	 de	 ADN	 por	translesión	fue	un	área	de	poco	desarrollo,	hasta	que	se	identificó	la	relación	entre	la	acumulación	de	lesiones	en	el	ADN	y	la	activación	de	E 	ligasas	que	propiciaban	TLS	mediada	por	ubiquitinacion	de	PCNA.	Dicha	modificación	post‐transcipcional	de	 PCNA	 se	 asocia	 a	 la	 aparición	 de	 lesiones	 en	 el	 ADN	 que	 generen	 horquillas	atascadas.	La	ubiquitina	promueve	el	reclutamiento	de	polimerasas	especializadas	a	 PCNA	 ya	 que	 estas	 últimas	 poseen	 dominios	 UBM	 o	 UBZ	 sitio	 de	 unión	 a	residuos	de	ubiquitina .	Es	por	esto	que	hasta	el	momento	el	único	regulador	negativo	aceptado	en	el	campo	para	el	proceso	de	TLS	es	el	complejo	encargado	de	la	 deubiquitinacion	 de	 PCNA,	 el	 complejo	 USP /UAF 	 .	 Este	 complejo	 es	necesario	para	deubiquitinar	a	PCNA	durante	 la	 replicación	no	perturbada.	USP 	es	 rápidamente	 degradado,	 después	 de	 la	 irradiación	UV,	 presumiblemente	 para	evitar	la	de‐ubiquitinación	de	PCNA	en	lesiones	encontradas	en	el	ADN.	De	manera	intrigante	 nuestros	 resultados	 resaltan	 similitudes	 entre	 p 	 y	 USP /UAF ,	reforzando	 la	 función	 de	 p 	 como	 regulador	 negativo	 de	 TLS.	 En	 primer	 lugar,	tanto	USP 	como	p 	regulan	la	ubiquitinación	de	PCNA	y	la	reorganización	focal	de	las	polimerasas	especializadas.	USP 	actúa	removiendo	el	residuo	de	ubiquitina	de	 PCNA,	 afectando	 negativamente	 la	 reorganización	 focal	 de	 Pol	 	 .	 En	cambio	p 	regula	la	acción	de	TLS	en	al	menos	dos	niveles,	controlando	no	solo	la	ubiquitinación	 de	 PCNA	 sino	 también	 la	 organización	 focal	 de	 las	 polimerasas	especializadas	 a	 través	 de	 sus	 sitios	 de	 interacción	 con	 CDKs	 	 y	 PCNA	respectivamente	 descripto	en	este	trabajo .	Estos	resultados	sugieren	que	p 	y	USP 	podrían	 cooperar	en	 la	 regulación	de	 los	eventos	de	TLS	para	 coordinar	 la	mejor	 TLS	 posible.	 En	 segundo	 lugar,	 tanto	 p 	 como	 USP 	 son	 regulados	 de	manera	similar	en	respuesta	a	irradiación	UV	y	al	tratamiento	con	(U	 hidroxiurea,	droga	que	atasca	horquillas	activas	por	depleción	de	reservas	de	dNTPs .	Mientras	que	la	irradiación	UV	promueve	la	rápida	degradación	tanto	de	USP 	como	de	p ,	
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los	niveles	de	ambas	proteínas	no	se	modifican	luego	del	tratamiento	con	(U	 ,	.	Esta	regulación	diferencial	podría	estar	relacionada	a	diferentes	estrategias	celulares	 en	 respuesta	 a	 la	 irradiación	 UV	 y	 al	 uso	 de	 (U,	 muy	 posiblemente	asociado	al	efecto	diferencial	de	(U,	que	solo	altera	la	velocidad	de	replicación	por	depletar	 a	 la	 célula	 de	 DNTPs,	 sin	 generar	 lesiones	 al	 ADN	 .De	 cualquier	manera,	el	tratamiento	con	(U	desencadena	estrategias	distintas	a	la	degradación	proteica	 tanto	 para	 p 	 como	 para	 USP :	 por	 un	 lado,	 impide	 la	 interacción	 de	USP 	con	su	dominio	activador,	UAF , ,	 ,	y	la	interacción	p /PCNA	 ,	ambas	interacciones	son	específicamente	prevenidas	en	respuesta	a	(U	y	podrían	desencadenar	procesos	necesarios	para	la	reasunción	de	la	replicación	del	ADN.	En	tercer	 lugar,	 la	 degradación	 proteica	 de	 USP 	 y	 p 	 no	 se	 limita	 a	 la	 fase	replicativa.	 Recientemente	 se	 demostró	 que	 el	 complejo	 APC/CCDh 	 del	 inglés,	
anaphase‐promoting	 complex/cyclosome Cdh ,	 desencadena	 la	 degradación	 de	USP 	en	G 	luego	de	irradiación	UV	 .	Funcionalmente	la	degradación	de	USP 	en	 G 	 podría	 servir	 al	 pre‐ensamblado	 de	 los	 complejos	 de	 polimerasas	especializadas,	 favoreciendo	 su	 acción	 una	 vez	 que	 comience	 la	 fase	 replicativa	.	 Sorprendentemente	 p 	 también	 es	 degradado	 en	 G 	 en	 respuesta	 a	irradiación	 UV,	 inclusive	 en	 células	 arrestadas,	 observándose	 complejos	 de	polimerasas	 en	 forma	 de	 focos	 en	 esta	 estadio	 .	 Aunque	 la	 función	 de	 los	agregados	de	polimerasas	especializadas	en	G ,	es	 todavía	desconocida	 ,	es	indiscutible	 que	 la	 activa	 degradación	 de	 USP 	 y	 p 	 favorece	 la	 formación	 de	estos	complejos	 ,	 .	En	conjunto,	las	evidencias	presentadas	demuestran	que	al	igual	que	USP 	p 	es	un	regulador	negativo	de	TLS,	que	debe	ser	removido	luego	de	irradiación	UV	para	promover	la	síntesis	de	ADN	lesionado.	La	necesidad	de	remover	a	p 	de	horquillas	 detenidas	 está	 íntimamente	 asociado	 a	 la	 fuerte	 interacción	 que	 p 	tiene	por	PCNA	y	a	su	capacidad	de	impedir	el	cargado	de	polimerasas	TLS	al	ADN	lesionado	por	luz	UV.	La	correcta	respuesta	celular	a	luz	UV	depende	entonces	de	la	degradación	y	remoción	de	p 	de	horquillas	de	replicación	activas.	Defectos	en	la	temporalidad	de	remoción	de	p 	de	horquillas	atascadas	causa	incrementos	en	la	muerte	celular	y	desencadena	 inestabilidad	genómica	 Figura	 . .	Estos	datos	en	conjunto,	provén	un	significado	biológico	a	la	inesperada	regulación	negativa	de	p 	observada	después	de	irradiación	UV.	
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rol	 de	 Pol	 	 sobre	 ciertos	 tipos	 de	 quimioterapia.	 Se	 demostró	 inicialmente	 que	células	deficientes	 en	Pol	 	 son	 	 veces	más	 sensibles	 al	 tratamiento	 con	drogas	como	el	 cisplatino	y	gemtabicina	que	 las	 células	que	expresan	normalmente	esta	polimerasa,	y	 	veces	más	sensibles	si	se	 las	expone	a	combinaciones	de	drogas	como	cisplatino/gemtabicina	 ,	un	esquema	de	drogas	comúnmente	utilizado	en	 tratamientos	 contra	 el	 cáncer.	Por	otro	 lado	 se	han	encontrado	evidencias	de	cambios	 en	 la	 expresión	 y	 mutaciones	 en	 los	 genes	 que	 codifican	 para	 	 las	polimerasas	 Pol	 	 y	 Pol	 	 en	 tumores	 humanos	 .	 En	 conjunto,	 hay	 un	 gran	número	 de	 evidencias	 que	 indican	 que	 la	modulación	 del	 proceso	 de	 TLS	 puede	alterar	el	efecto	de	un	esquema	terapéutico	tradicional.			 Asimismo,	 la	 inhibición	transiente	de	 la	TLS	podría	ser	beneficiosa	para	el	tratamiento	contra	el	cáncer.	Este	concepto	fue	difícil	de	evaluar	hasta	la	fecha	ya	que	 la	 inhibición	 global	 de	 TLS	 fue	 difícil	 de	 alcanzar:	 la	 depleción	 de	 una	polimerasa	 de	 TLS	 puede	 promover	 TLS	 dependiente	 de	 otras	 polimerasas	 y	 no	necesariamente,	 disminución	 de	 los	 eventos	 de	 TLS.	 Por	 esto	 nuestro	descubrimiento	 de	 un	 rol	 inhibitorio	 global	 de	 p 	 sobre	 todas	 las	 polimerasas	permitió	 evaluar	 dicha	 hipótesis,	 demostrando	 que	 p 	 pueden	 incrementar	 la	mortalidad	de	 células	 irradiadas	 con	 luz	UV,	 concepto	 que	podría	 extrapolarse	 a	drogas	como	el	cisplatino,	usadas	en	el	tratamiento	de	varios	cánceres	ente	los	que	se	destaca	el	de	ovario.		Por	otro	lado,	no	podemos	ignorar	el	alerta	sugerido	por	el	 incremento	de	inestabilidad	 genómica	 asociada	 a	 la	 inhibición	 global	 de	 TLS	 discutido	 en	 las	Figuras	 . 	 y	 . .	 Sin	 embargo	 la	 oportunidad	 radica	 en	 lograr	 un	 incremento	demasiado	 abrupto	 de	 la	 inestabilidad	 genómica	 esto	 debería	 generar	 células	demasiado	inestables	para	sobrevivir	por	lo	que,	usado	en	contextos	adecuados	la	inestabilidad	 genómica	 causada	 por	 TLS	 podría	 asociarse	 a	 un	 incremento	 de	muerte	celular	y	no	a	la	sobrevida	de	células	genómicamente	inestables.	De	hecho,	muchos	blancos	terapéuticos	evaluados	en	ensayos	clínicos	causan	incremento	en	la	 inestabilidad	 genómica.	 Por	 ejemplo,	 la	 inhibición	 de	 la	 actividad	 quinasa	 de	Chk 	 está	 avanzando	 en	 ensayos	 clínicos	 de	 fase	 ))) .	 Si	 bien	 se	 sabe	 que	 la	inactivación	de	Chk 	causa	una	inestabilidad	genómica	intrínseca,	se	supone	que	el	éxito	de	dichos	tratamientos	reside	en	la	combinación	utilizada:	no	solo	se	inhibe	
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el	blanco	específico	 en	este	caso	Chk 	pero	también	podría	ser	TLS 	sino	que	se	combina	esto	con	un	tratamiento	que	permite	incrementar	mortalidad.	De	 hecho,	 la	 búsqueda	 de	 combinaciones	 inteligentes	 que	 involucren	 un	cambio	en	el	 background 	genético	de	la	célula	tumoral	se	conoce	como	búsqueda	de	 letalidad	 sintética ,	 una	 estrategia	 terapéutica	 que	 se	 está	 explorando	 en	 la	actualidad.	El	principio	de	 la	 letalidad	sintética	es	el	de	combinar	de	dos	eventos		que	 	 pueden	 ser	 tolerados	 por	 separados,	 pero	 cuya	 combinación	 se	 torna	 letal	para	 la	 célula.	 El	 éxito	 de	 este	 esquema	 fue	 reportado	 para	 la	 inhibición	 de	mecanismos	de	reparación	de	cortes	en	una	cadena	de	ADN	 PARPrilación 	en	un	contexto	defectuoso	para	la	reparación	por	recombinación	homológa	 defectos	en	la	expresión	de	BRCA 	o	BRCA .	La	letalidad	incrementada	parece	surgir	porque	los	 cortes	 en	 cadenas	 simples	de	ADN	no	 reparados	 a	 causa	de	 la	 inhibición	de	PARPs 	 necesitan	 de	 la	 recombinación	 homóloga	 para	 el	 mantenimiento	 de	 la	replicación	 dependiente	 de	 BRCA 	 y	 BRCA .	 Por	 esto,	 la	 inhibición	 de	ambos	mecanismos	causa	un	sustancial	incremento	de	la	muerte	celular.		Dentro	 del	 concepto	 de	 letalidad	 sintética	 nuestros	 datos	 sugieren	 que	 la	acumulación	 de	 lesiones	 causadas	 por	 cisplatino,	 en	 un	 contexto	 deficiente	 para	TLS	 como	 el	 provocado	 por	 la	 expresión	 estable	 de	 p 	 debería	 incrementar	 la	mortalidad	 celular.	 Este	 concepto	 que	 será	 evaluado	 en	 nuestro	 laboratorio	 y		podrá	ser	también	perfeccionado	mediante	la	creación	de	fármacos	que	bloqueen	TLS	 en	 manera	 similar	 a	 p .	 Por	 todo	 lo	 aquí	 discutido,	 proponemos	 a	 la	inhibición	de	TLS	 como	una	estrategia	 terapéutica	novedosa	que	podría	mejorar	tratamientos	ya	existentes.		
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7	Conclusiones	generales		 i. La	interacción	sostenida	entre	p 	y	PCNA	luego	de	la	exposición	a	luz	UV	genera	 la	 acumulación	 de	 marcadores	 de	 estrés	 replicativo,	 evidenciado	tanto	por	la	inducción	de	 ( AX	como	por	la	aparición	de	focos	de	 BP .		ii. La	 eficiente	 degradación	 de	 p 	 luego	 de	 irradiación	 UV	 previene	 la	acumulación	 de	 ADN	 dañado,	 promoviendo	 la	 sobrevida	 celular	 y	 la	estabilidad	genómica.	iii. La	estabilización	de	p 	produce	un	retraso	en	la	progresión	de	horquillas	sobre	ADN	 lesionado.	 Esta	modulación	negativa	 es	 a	 través	 de	 su	 sitio	 de	unión	a	PCNA	 P)P	box ,	ya	que	la	estabilización	de	un	mutante	de	p 	que	no	 interacciona	con	PCNA	no	 induce	ningún	efecto	sobre	 la	replicación	de	ADN	lesionado.	iv. El	 proceso	 biológico	 promovido	 por	 la	 degradación	 de	 p 	 luego	 de	irradiación	UV	es	 la	 síntesis	 de	ADN	por	 translesión	 TLS ,	 bloqueando	 el	reclutamiento	a	focos	replicativos	de	todas	las	polimerasas	de	TLS	luego	de	irradiación	UV	a	través	de	su	P)P	box.		v. p 	 endógeno	 controla	 la	 mutagénesis	 inducida	 por	 TLS	 promoviendo	 la	correcta	 activación	 de	 la	 TLS	 a	 través	 de	 la	 degradación	 gradual	 de	 p ,	favoreciendo	 la	 selección	 de	 la	 polimerasa	 más	 apta	 para	 las	 lesiones	causadas	por	irradiación	UV.		vi. p 	 actúa	 como	 regulador	 negativo	 de	 la	 TLS,	 inhibiendo	 su	 acción	innecesaria	y	promoviendo	su	correcta	activación,	manteniendo	un	balance	positivo	entre	mutagénesis	y	sobrevida	celular.			vii. Nuestra	investigación	sugiere	que	la	inhibición	global	de	TLS		por	parte	de	p 	 podría	 ser	 beneficiosa	 como	 estrategia	 terapéutica	 contra	 el	 cáncer,	utilizando	 la	 inhibición	 de	 TLS	 en	 combinación	 en	 diversos	 contextos	terapéuticos	con	el	objetivo	de	sensibilizar	a	las	células	tumorales	al	efecto	generado	por	las	drogas	quimioterapéuticas.		
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