
	
  

	
  
	
  

	
  

Universidad	
  de	
  Granada	
  

	
  

Papel	
  del	
  elemento	
  Line-­‐1	
  en	
  
la	
  patología	
  humana	
  de	
  

anemia	
  Fanconi	
  
	
  
	
  
	
  

	
  

	
  

Santiago	
  Morell	
  Hita	
  

Programa	
  oficial	
  de	
  doctorado	
  en	
  Biomedicina	
  



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor:  Santiago Morell Hita
D.L.: GR 261-2015
ISBN: 978-84-9083-282-0



	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



	
  

El	
  doctorando	
  Santiago	
  Morell	
  Hita	
   y	
   el	
  director	
  de	
   la	
   tesis	
  
José	
   Luis	
   García	
   Pérez,	
   garantizamos,	
   al	
   firmar	
   esta	
   tesis	
  
doctoral,	
  que	
  el	
  trabajo	
  ha	
  sido	
  realizado	
  por	
  el	
  doctorando	
  
bajo	
   la	
   dirección	
   del	
   director	
   de	
   la	
   tesis	
   y	
   hasta	
   donde	
  
nuestro	
   conocimiento	
  alcanza,	
   en	
   la	
   realización	
  del	
   trabajo,	
  
se	
  han	
  respetado	
  los	
  derechos	
  de	
  otros	
  autores	
  a	
  ser	
  citados,	
  
cuando	
  se	
  han	
  utilizado	
  sus	
  resultados	
  o	
  publicaciones.	
  	
  	
  

	
  

	
  

Granada,	
  a	
  5	
  de	
  Septiembre	
  de	
  2014	
  

Director	
  	
  de	
  la	
  Tesis:	
  	
   	
   Doctorando:	
   	
  

Jose	
  Luis	
  Garcia	
  Perez	
   	
   Santiago	
  Morell	
  Hita	
  

Fdo.:	
   	
   	
   	
   	
   Fdo.:	
  	
  	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

	
  



	
  

INDICE	
  DE	
  CONTENIDOS	
  
	
  
INTRODUCCIÓN	
  Y	
  OBJETIVOS	
  
	
  
1.-­‐	
  INTRODUCCIÓN	
  	
   	
   	
   	
   1	
  
1.1.-­‐	
  Genomas	
  y	
  elementos	
  móviles	
   	
   	
   1	
  
	
  	
  1.1.1.-­‐	
  Complejidad	
  de	
  los	
  genomas	
   	
   	
   1	
  
	
  	
  1.1.2.-­‐	
  Elementos	
  móviles	
   	
   	
   	
   3	
  
	
  	
  1.1.3.-­‐	
  Clases	
  de	
  elementos	
  móviles	
   	
   	
   6	
  
	
  	
  	
  	
  1.1.3.1.-­‐	
  DNA	
  transposones	
   	
   	
   	
   10	
  
	
  	
  	
  	
  1.1.3.2.-­‐	
  Retrotransposones	
   	
   	
   	
   14	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.1.3.2.1.-­‐	
  Intrones	
  tipo	
  II	
   	
   	
   	
   18	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.1.3.2.2.-­‐	
  Retrotransposones	
  LTR	
  	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
   20	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.1.3.2.3.-­‐	
  Retrotransposones	
  No-­‐LTR	
  	
  	
   	
   24	
  
	
  	
  1.1.4.-­‐	
  Elementos	
  móviles	
  en	
  el	
  genoma	
  humano	
   	
   26	
  
1.2.-­‐	
  Los	
  elementos	
  LINE-­‐1	
  (L1)	
  en	
  el	
  genoma	
  humano	
  30	
  
	
  	
  1.2.1.-­‐	
  Descubrimiento	
   	
   	
   	
   	
   30	
  
	
  	
  1.2.2.-­‐	
  Estructura	
   	
   	
   	
   	
   32	
  
	
  	
  1.2.3.-­‐	
  Mecanismo	
  de	
  movilización	
  de	
  LINE-­‐1:	
  TPRT	
   36	
  
	
  	
  1.2.4.-­‐	
  Consecuencias	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  LINE-­‐1	
   	
   39	
  
	
  	
  1.2.5.-­‐	
  Regulación	
  de	
  LINE-­‐1	
   	
   	
   	
   43	
  
	
  	
  1.2.6.-­‐	
  Vía	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  LINE-­‐1	
  independiente	
  	
  
	
  	
  de	
  la	
  endonucleasa	
  (ENi)	
  y	
  reparación	
  del	
  DNA	
   	
   48	
  
1.3.-­‐	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  (Fanconi	
  Anemia	
  o	
  FA)	
   53	
  
	
  	
  1.3.1.-­‐	
  Introducción	
   	
   	
   	
   	
   53	
  
	
  	
  1.3.2.-­‐	
  Sintomatología	
   	
   	
   	
   	
   55	
  
	
  	
  1.3.3.-­‐	
  Diagnóstico	
  y	
  tratamiento	
   	
   	
   58	
  
	
  	
  1.3.4.-­‐	
  Etiología	
  y	
  bases	
  moleculares:	
  ruta	
  de	
  	
  
	
  	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   	
   	
   	
   62	
  
	
  	
  1.3.5.-­‐	
  Miembros	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  Anemia	
  De	
  Fanconi	
   64	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.1.-­‐	
  FANCA	
   	
   	
   	
   	
   69	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.2.-­‐	
  FANCB	
   	
   	
   	
   	
   69	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.3.-­‐	
  FANCC	
   	
   	
   	
   	
   70	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.4.-­‐	
  FANCD1	
  (BRCA2)	
   	
   	
   	
   70	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.5.-­‐	
  FANCD2	
   	
   	
   	
   	
   72	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.6.-­‐	
  FANCE	
   	
   	
   	
   	
   74	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.7.-­‐	
  FANCF	
   	
   	
   	
   	
   75	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.8.-­‐	
  FANCG	
   	
   	
   	
   	
   75	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.9.-­‐	
  FANCI	
   	
   	
   	
   	
   76	
  



	
  

	
  	
  	
  	
  1.3.5.10.-­‐	
  FANCJ	
   	
   	
   	
   	
   77	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.11.-­‐	
  FANCL	
   	
   	
   	
   	
   78	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.12.-­‐	
  FANCM	
   	
   	
   	
   	
   78	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.13.-­‐	
  FANCN	
   	
   	
   	
   	
   79	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.14.-­‐	
  FANCO	
   	
   	
   	
   	
   79	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.15.-­‐	
  FANCP	
   	
   	
   	
   	
   80	
  
	
  	
  	
  	
  1.3.5.16.-­‐	
  FAN1	
   	
   	
   	
   	
   80	
  
	
  	
  1.3.6.-­‐	
  Reparación	
  de	
  cruzamientos	
  intercatenarios	
   81	
  
	
  	
  1.3.7.-­‐	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  y	
  actividad	
  de	
  LINE-­‐1	
   	
   88	
  
	
  
2.-­‐	
  HIPÓTESIS	
  Y	
  OBJETIVOS	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  2.1.-­‐	
  Hipótesis	
  	
   	
   	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  2.2.-­‐	
  Objetivos	
  	
   	
   	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  	
  	
  2.2.1.-­‐	
  Determinar	
  si	
  se	
  produce	
  la	
  retrotransposición	
  	
  
	
  	
  	
  	
  por	
  la	
  vía	
  ENi	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  	
  
	
  	
  	
  	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  	
  	
  2.2.2.-­‐	
  Determinar	
  las	
  características	
  de	
  las	
  inserciones	
  	
  
	
  	
  	
  	
  de	
  L1	
  producidas	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  	
  
	
  	
  	
  	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  	
  	
  2.2.3.-­‐	
  Establecer	
  la	
  relación	
  entre	
  la	
  actividad	
  de	
  L1	
  y	
  	
  
	
  	
  	
  	
  la	
  inestabilidad	
  genómica	
  presente	
  en	
  la	
  	
  
	
  	
  	
  	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   	
   	
   	
   90	
  
	
  	
  	
  	
  2.2.4.-­‐	
  Determinar	
  los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  	
  
	
  	
  	
  	
  células	
  deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   90	
  
	
  
MATERIAL	
  Y	
  MÉTODOS	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
  
3.-­‐	
  MATERIALES	
   	
   	
   	
   	
   92	
  
	
  	
  3.1.-­‐	
  Antibióticos	
  y	
  productos	
  químicos	
   	
   92	
  
	
  	
  3.2.-­‐	
  Medios	
  de	
  cultivo	
  bacteriano	
  	
   	
   	
   95	
  
	
  	
  3.3.-­‐	
  Medios	
  de	
  cultivo	
  celular	
  	
   	
   	
   96	
  
	
  	
  3.4.-­‐	
  Reactivos	
  de	
  transfección	
  lipídicos	
   	
   97	
  
	
  	
  3.5.-­‐	
  Soluciones	
   	
   	
   	
   	
   98	
  
	
  	
  3.6.-­‐	
  Cepas	
  bacterianas	
   	
   	
   	
   99	
  
	
  	
  3.7.-­‐	
  Líneas	
  celulares	
   	
   	
   	
   	
   100	
  
	
  	
  	
  	
  3.7.1.-­‐	
  Humanas	
   	
   	
   	
   	
   100	
  
	
  	
  	
  	
  3.7.2.-­‐	
  Hámster	
   	
   	
   	
   	
   102	
  	
  
	
  	
  3.8.-­‐	
  Vectores	
  y	
  plásmidos	
  recombinantes	
   	
   105	
  
	
  	
  3.9.-­‐	
  RNAs	
  de	
  interferencia	
   	
   	
   	
   108	
  
	
  	
  3.10.-­‐	
  Oligonucleótidos	
  sintéticos	
   	
   	
   112	
  



	
  

4.-­‐	
  MÉTODOS	
   	
   	
   	
   	
   118	
  
	
  	
  4.1.-­‐	
  Cultivos	
  celulares	
  	
   	
   	
   	
   118	
  
	
  	
  4.2.-­‐	
  Preparación	
  de	
  bacterias	
  competentes	
   	
   119	
  
	
  	
  4.3.-­‐	
  Transformación	
  de	
  plásmidos	
  superenrollados	
  	
  121	
  
	
  	
  4.4.-­‐	
  Aislamiento	
  y	
  purificación	
  de	
  DNA	
  plasmídico	
   122	
  
	
  	
  4.5.-­‐	
  Aislamiento	
  y	
  purificación	
  de	
  DNA	
  genómico	
   123	
  
	
  	
  4.6.-­‐	
  Cuantificación	
  de	
  ácidos	
  nucleicos	
   	
   124	
  
	
  	
  4.7.-­‐	
  Transfección	
  de	
  vectores	
  	
   	
   	
   127	
  
	
  	
  4.8.-­‐	
  Preparación	
  y	
  transfección	
  de	
  RNAs	
  	
  
	
  	
  de	
  interferencia	
   	
   	
   	
   	
   128	
  
	
  	
  4.9.-­‐	
  Cotransfección	
  de	
  vectores	
  y	
  RNAs	
  	
  
	
  	
  de	
  interferencia	
   	
   	
   	
   	
   131	
  
	
  	
  4.10.-­‐	
  Ensayos	
  en	
  líneas	
  celulares	
   	
   	
   133	
  
	
  	
  	
  	
  4.10.1.-­‐	
  Ensayo	
  de	
  resistencia	
  a	
  mitomicina	
  C	
   	
   133	
  
	
  	
  	
  	
  4.10.2.-­‐	
  Ensayo	
  de	
  retrotransposición	
   	
   	
   135	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.10.2.1.-­‐	
  Selección	
  por	
  neomicina	
   	
   	
   139	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.10.2.2.-­‐	
  Selección	
  por	
  blasticidina	
   	
   	
   140	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.10.2.3.-­‐	
  Con	
  RNAs	
  de	
  interferencia	
  	
   	
   	
   141	
  
	
  	
  4.11.-­‐	
  Recuperacion	
  de	
  inserciones	
  de	
  LINE-­‐1	
  	
   143	
  
	
  	
  4.12.-­‐	
  Caracterización	
  de	
  las	
  inserciones	
  	
  
	
  	
  recuperadas	
   	
   	
   	
   	
   	
   151	
  
	
  
RESULTADOS	
  	
  
	
  
5.-­‐	
  RESULTADOS	
   	
   	
   	
   	
   154	
  
	
  	
  5.1-­‐	
  ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  	
  
	
  	
  células	
  de	
  hámster	
  	
   	
   	
   	
   	
   154	
  
	
  	
  	
  	
  5.1.1.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  	
  
	
  	
  	
  	
  deficientes	
  en	
  FANCG	
   	
   	
   	
   	
   155	
  
	
  	
  	
  	
  5.1.2.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  	
  
	
  	
  	
  	
  deficientes	
  en	
  FANCC	
   	
   	
   	
   	
   157	
  
	
  	
  	
  	
  5.1.3.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  	
  
	
  	
  	
  	
  deficientes	
  en	
  FANCA	
   	
   	
   	
   	
   158	
  
	
  	
  	
  	
  5.1.4.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  	
  
	
  	
  	
  	
  deficientes	
  en	
  FANCD1/BRCA2	
  	
   	
   	
   160	
  
	
  	
  5.2.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  	
  
	
  	
  células	
  de	
  hámster	
  complementadas	
   	
   	
   161	
  
	
  	
  	
  	
  5.2.1.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  	
  
	
  	
  	
  	
  CLV5B	
  complementadas	
  con	
  el	
  gen	
  humano	
  FANCC	
   162	
  
	
  	
  	
  	
  	
  



	
  

	
  	
  	
  5.2.2.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  
	
  	
  	
  	
  VH4	
  complementadas	
  con	
  el	
  gen	
  humano	
  FANCA	
   164	
  
	
  	
  5.3.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  	
  
	
  	
  fibroblastos	
  de	
  pacientes	
  de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   167	
  
	
  	
  	
  	
  5.3.1.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  fibroblastos	
  
	
  	
  	
  	
  de	
  pacientes	
  deficientes	
  en	
  FANCG	
  o	
  FANCD1/BRCA2	
   167	
  
	
  	
  	
  	
  5.3.2.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  fibroblastos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  de	
  pacientes	
  deficientes	
  en	
  FANCI	
  o	
  FANCD2	
   	
   168	
  
	
  	
  5.4.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  	
  
	
  	
  fibroblastos	
  de	
  pacientes	
  de	
  	
  
	
  	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  complementados	
   	
   	
   170	
  
	
  	
  	
  	
  5.4.1.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  fibroblastos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  PD20F	
  complementados	
  con	
  el	
  gen	
  FANCD2	
   	
   170	
  
	
  	
  	
  	
  5.4.2.-­‐	
  Ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  fibroblastos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  ANKN	
  complementados	
  con	
  el	
  gen	
  FANCI	
   	
   173	
  
	
  	
  5.5.-­‐	
  Recuperación	
  y	
  caracterización	
  de	
  	
  
	
  	
  eventos	
  de	
  retrotransposición	
   	
   	
   176	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
	
  	
  	
  	
  5.5.1.-­‐	
  Eventos	
  de	
  retrotransposición	
  recuperados	
  	
  
	
  	
  	
  	
  en	
  células	
  de	
  hámster	
   	
   	
   	
   	
   178	
  	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.1.1.-­‐	
  Inserciones	
  recuperadas	
  de	
  elementos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  (D205A)	
   178	
  	
  	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.1.2.-­‐	
  Inserciones	
  recuperadas	
  de	
  elementos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  salvajes	
  (WT)	
   	
   	
   	
   	
   179	
  
	
  	
  	
  	
  5.5.2-­‐	
  Eventos	
  de	
  retrotransposición	
  recuperados	
  	
  
	
  	
  	
  	
  en	
  fibroblastos	
  humanos	
   	
   	
   	
   181	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.2.1.-­‐	
  Inserciones	
  recuperadas	
  de	
  elementos	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  (D205A)	
   181	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.2.2.-­‐	
  Inserciones	
  recuperadas	
  de	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  elementos	
  salvajes	
  (WT)	
   	
   	
   	
   183	
  
	
  	
  	
  	
  5.5.3.-­‐	
  Análisis	
  de	
  las	
  inserciones	
  anómalas	
  	
  
	
  	
  	
  	
  recuperadas	
  en	
  líneas	
  celulares	
  deficientes	
  	
  
	
  	
  	
  	
  en	
  la	
  ruta	
  FA	
   	
   	
   	
   	
   	
   187	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.3.1.-­‐	
  Inserciones	
  con	
  TSDs	
  inusualmente	
  largas	
   187	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.3.2.-­‐	
  Inserciones	
  asociadas	
  a	
  deleciones	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción	
   	
   	
   	
   188	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  5.5.3.3.-­‐	
  Inserciones	
  con	
  secuencias	
  de	
  relleno	
   	
   189	
  
	
  	
  5.6.-­‐	
  ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  tratadas	
  	
  
	
  	
  con	
  RNAs	
  de	
  interferencia	
   	
   	
   	
   191	
  
	
  
	
  



	
  

DISCUSIÓN	
  
	
  
6.-­‐	
  DISCUSIÓN	
   	
   	
   	
   	
   201	
  
	
  	
  6.1.-­‐	
  Actividad	
  desregulada	
  de	
  L1	
  en	
  la	
  	
  
	
  	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   	
   	
   	
   202	
  
	
  	
  	
  	
  6.1.1.-­‐	
  La	
  retrotransposición	
  de	
  L1	
  por	
  la	
  vía	
  ENi	
  	
  
	
  	
  	
  	
  está	
  aumentada	
  en	
  líneas	
  celulares	
  de	
  hámster	
  y	
  	
  
	
  	
  	
  	
  fibroblastos	
  de	
  pacientes	
  con	
  defectos	
  en	
  la	
  	
  
	
  	
  	
  	
  vía	
  de	
  reparación	
  FA	
   	
   	
   	
   	
   203	
  
	
  6.1.2.-­‐	
  La	
  complementación	
  de	
  líneas	
  deficientes	
  en	
  
	
  miembros	
  de	
  FA	
  revierte	
  el	
  aumento	
  de	
  movilidad	
  	
  
	
  de	
  	
  	
  los	
  elementos	
  L1	
  mutantes	
  en	
  distintos	
  
	
  miembros	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  FA	
   	
   	
   	
   204	
  

	
  	
  	
  	
  6.1.3.-­‐	
  Las	
  inserciones	
  de	
  L1	
  en	
  líneas	
  deficientes	
  en	
  	
  
	
  	
  	
  	
  la	
  ruta	
  FA	
  presentan	
  características	
  anómalas	
  	
  
	
  	
  	
  	
  asociadas	
  a	
  procesos	
  de	
  inestabilidad	
  genómica	
  	
   205	
  
	
  	
  	
  	
  6.1.4.-­‐	
  El	
  silenciamiento	
  de	
  genes	
  de	
  la	
  ruta	
  FA	
  y	
  genes	
  	
  
	
  	
  	
  	
  asociados	
  altera	
  los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  L1	
  207	
  
	
  	
  6.2.-­‐	
  Inestabilidad	
  genómica	
  causada	
  por	
  la	
  	
  
	
  	
  actividad	
  de	
  L1	
  en	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
   	
   209	
  
	
  	
  6.3.-­‐	
  Vía	
  de	
  retrotransposición	
  independiente	
  de	
  	
  
	
  	
  endonucleasa	
  de	
  L1	
  ante	
  deficiencias	
  en	
  la	
  	
  
	
  	
  reparación	
  del	
  DNA	
   	
   	
   	
   	
   211	
  
	
  	
  6.4.-­‐	
  Reparación,	
  replicación	
  del	
  DNA	
  y	
  actividad	
  	
  
	
  	
  de	
  L1	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   213	
  
	
  	
  	
  	
  6.4.1.-­‐	
  Maquinaria	
  de	
  LINE-­‐1	
  y	
  la	
  reparación	
  	
  
	
  	
  	
  	
  del	
  DNA	
  en	
  FA	
  	
   	
   	
   	
   	
   215	
  
	
  	
  	
  	
  6.4.2.-­‐	
  Recombinación	
  homóloga	
  acoplada	
  a	
  la	
  replicación	
  	
  
	
  	
  	
  	
  y	
  actividad	
  de	
  L1	
  en	
  FA	
   	
   	
   	
   218	
  
	
  	
  	
  	
  6.4.3.-­‐	
  Replicación	
  del	
  DNA	
  y	
  actividad	
  de	
  L1	
   	
   226	
  
	
  	
  	
  	
  6.4.4.-­‐	
  Deleciones	
  y	
  duplicaciones	
  largas	
  en	
  el	
  sitio	
  	
  
	
  	
  	
  	
  de	
  inserción:	
  mecanismos	
  moleculares	
   	
   	
   230	
  
	
  	
  6.5.-­‐	
  Posibles	
  implicaciones	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  L1	
  	
  
	
  	
  en	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  FA	
  y	
  la	
  oncogénesis	
   	
   235	
  
	
  	
  6.6.-­‐	
  Posibilidad	
  de	
  tratamiento	
  expandido	
  de	
  la	
  FA	
   237	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  



	
  

CONCLUSIONES	
  
	
  
7.-­‐	
  CONCLUSIONES	
   	
   	
   	
   	
   242	
  
	
  
BIBLIOGRAFÍA	
  
	
  
8.-­‐	
  BIBLIOGRAFIA	
   	
   	
   	
   	
   244	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  



	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
INTRODUCCIÓN	
  	
  
Y	
  OBJETIVOS	
  
	
  
	
  
	
  



	
   1	
  

1.-­‐	
  INTRODUCCIÓN	
  
	
  
1.1.-­‐	
  Genomas	
  y	
  elementos	
  móviles	
  
	
  
1.1.1.-­‐	
  Complejidad	
  de	
  los	
  genomas.	
  
	
  
	
   Charles	
   Darwin	
   y	
   Alfred	
   Wallace,	
   en	
   el	
   año	
  
1859,	
  fue	
  el	
  primero	
  en	
  descifrar	
  algunas	
  de	
  las	
  claves	
  
de	
  la	
  evolución	
  biológica	
  y	
  en	
  describir	
  un	
  mecanismo	
  
que	
  explicara	
  el	
  enorme	
  potencial	
  y	
   la	
  diversidad	
  de	
  
las	
   formas	
   de	
   vida	
   (Wallace	
  &	
   Smith,	
   1858;	
   Darwin,	
  
1859).	
   Desde	
   nuestro	
   punto	
   de	
   vista	
   del	
   siglo	
   XXI,	
  
más	
   actualizado,	
   estos	
   mecanismos	
   ya	
   no	
   suponen	
  
ninguna	
  sorpresa,	
  pero	
  resulta	
  innegable	
  que	
  Darwin	
  
pudo	
  llegar	
  a	
  esa	
  conclusión	
  sin	
  conocer	
  la	
  existencia	
  
de	
   la	
   información	
   genética	
   en	
   la	
   manera	
   en	
   que	
   la	
  
conocemos	
  actualmente,	
  aunque	
  de	
  alguna	
  forma	
  fue	
  
capaz	
  de	
  intuirla.	
  	
  	
  
	
   Darwin,	
  mediante	
  la	
  mera	
  observación,	
  llegó	
  a	
  
deducir	
   que	
   la	
   evolución	
   es	
   la	
   consecuencia	
   de	
   una	
  
combinación	
   de	
   la	
   herencia	
   y	
   la	
   aleatoriedad	
   del	
  
cambio	
   heredable.	
   Esto	
   le	
   permitió	
   formular	
   su	
  
“Teoría	
   de	
   la	
   selección	
   natural”,	
   que	
   sería	
   la	
   fuerza	
  
que	
  gradualmente	
  va	
  adaptando	
  a	
  los	
  seres	
  vivos	
  a	
  las	
  
condiciones	
   ambientales.	
   No	
   obstante,	
   los	
  
mecanismos	
  biológicos	
  que	
  se	
  ocultaban	
  detrás	
  de	
  las	
  
observaciones	
   de	
   Darwin	
   seguirían	
   siendo	
   un	
  
misterio	
  durante	
  varias	
  décadas.	
  
	
   Años	
   más	
   tarde,	
   tras	
   la	
   experimentación	
   en	
  
Drosophila	
   llevada	
   a	
   cabo	
   por	
   el	
   grupo	
   del	
   Dr.	
  
Morgan,	
   tuvo	
   lugar	
   la	
   primera	
   propuesta	
   de	
   la	
  
existencia	
   de	
   un	
   genoma	
   (Morgan,	
   1926).	
  
Posteriormente	
   se	
   produjo	
   el	
   	
   descubrimiento	
   de	
   la	
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estructura	
   del	
   DNA	
   y	
   el	
   código	
   genético	
   (Griffith,	
  
1928;	
   Avery	
   et	
   al.,	
   1944;	
   Watson	
   &	
   Crick,	
   1953;	
  
Gardner	
  et	
  al.,	
  1962;	
  Wahba	
  et	
  al.,	
  1963),	
  y	
  se	
  	
  retomó	
  
la	
  visión	
  de	
  Darwin,	
  estableciéndose	
   los	
  mecanismos	
  
de	
   herencia	
   y	
   mutación.	
   Ahora	
   bien,	
   después	
   de	
  
establecer	
  el	
  concepto	
  de	
  genoma	
  como	
  un	
  principio,	
  
se	
   planteó	
   un	
   enigma	
   de	
   difícil	
   respuesta:	
   ¿es	
   el	
  
genoma	
   una	
   serie	
   de	
   bloques	
   moldeado	
   por	
   la	
  
selección	
   natural,	
   se	
   trata	
   más	
   bien	
   de	
   una	
  
combinación	
   aleatoria	
   de	
   genes,	
   o	
   tal	
   vez	
   una	
  
combinación	
  de	
  ambos	
  conceptos?	
  
	
   Nuestro	
  conocimiento	
  de	
  los	
  genomas	
  empezó	
  
a	
  aumentar	
  en	
  el	
  año	
  1976,	
  cuando	
  se	
  secuenció	
  por	
  
primera	
  vez	
  un	
  genoma	
  	
  completo,	
  el	
  del	
  bacteriófago	
  
MS2	
   (Fiers	
   et	
   al.,	
   1976);	
   desde	
   entonces	
   se	
   han	
   ido	
  
secuenciado	
   multitud	
   de	
   genomas	
   de	
   los	
   diferentes	
  
reinos	
   de	
   seres	
   vivos,	
   cambiando	
   por	
   completo	
  
nuestro	
  entendimiento	
  acerca	
  de	
   los	
  genomas,	
  de	
   su	
  
estructura,	
   y	
   de	
   las	
   relaciones	
   entre	
   ambos.	
   La	
  
secuenciación	
  del	
  genoma	
  humano	
  se	
  completó	
  en	
  el	
  
año	
   2001	
   (Lander	
   et	
   al.,	
   2001),	
   y	
   nos	
   permitió	
  
descubrir	
  datos	
  tan	
  sorprendentes	
  como	
  que	
  tan	
  sólo	
  
un	
   1-­‐2%	
   de	
   nuestro	
   DNA	
   codifica	
   para	
   genes,	
  
mientras	
   que	
   el	
   resto	
   no	
   es	
   codificante.	
   	
   Unos	
   años	
  
más	
   tarde,	
   tras	
   completarse	
   la	
   secuenciación	
   del	
  
genoma	
   de	
   chimpancé,	
   se	
   pudo	
   comprobar	
   que	
   éste	
  
presenta	
  una	
  homología	
  del	
  96-­‐98%	
  con	
   	
   el	
   genoma	
  
humano	
  (Newman	
  et	
  al.,	
  2005).	
  
	
   Sin	
   embargo,	
  mucho	
   antes	
   de	
   que	
   concluyese	
  
la	
   secuenciación	
  del	
   primer	
   genoma,	
   se	
   produjo	
   una	
  
de	
   las	
  mayores	
   sorpresas	
   que	
   han	
   tenido	
   lugar	
   a	
   lo	
  
largo	
  de	
  muchos	
  años	
  de	
  investigación	
  en	
  el	
  campo	
  de	
  
la	
   Genética.	
   La	
   investigadora	
   Barbara	
   McClintock	
  
describió	
   la	
  presencia	
  de	
  DNA	
  móvil	
  en	
   la	
  planta	
  del	
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maíz	
   (McClintock,	
   1950).	
   Hasta	
   ese	
   momento	
   se	
  
pensaba	
   que	
   el	
   DNA	
   debía	
   de	
   ser	
   algo	
   estático	
   y	
  
estable,	
   inmóvil,	
   con	
  una	
   tasa	
   de	
  mutación	
   estimada	
  
de	
   10-­‐8	
   por	
   nucleótido,	
   un	
   número	
   realmente	
   bajo,	
  
que	
   	
   respaldaba	
  el	
  concepto	
  de	
  que	
  el	
  genoma	
  debía	
  
ser	
  algo	
  estático.	
  	
  Este	
  descubrimiento	
  plantearía	
  a	
  su	
  
vez	
  muchas	
  preguntas	
  como:	
  ¿Cómo	
  y	
  por	
  qué	
  existen	
  
los	
  elementos	
  móviles?	
  ¿Tienen	
  alguna	
  relación	
  con	
  la	
  
evolución?	
   Y	
   si	
   nos	
   centramos	
   exclusivamente	
   en	
   el	
  
individuo	
  ¿Qué	
  efectos	
  pueden	
  tener	
  en	
  el	
  desarrollo	
  
de	
   su	
   vida?	
   ¿Pueden	
   afectar	
   a	
   los	
   descendientes	
   del	
  
individuo?	
   ¿Cuándo	
   tiene	
   lugar	
   su	
  movilización?	
   Las	
  
respuestas	
   a	
   muchas	
   estas	
   preguntas	
   aún	
   no	
   están	
  
claras,	
   a	
   pesar	
   de	
   que	
   cada	
   vez	
   se	
   conocemos	
   más	
  
acerca	
  de	
  estos	
  elementos.	
  
	
  
1.1.2.-­‐	
  Elementos	
  móviles.	
  
	
   	
  
	
   Los	
   elementos	
   móviles	
   son	
   secuencias	
  
repetidas	
   que	
   poseen	
   la	
   capacidad,	
   de	
   movilizarse,	
  
como	
   su	
   propio	
   nombre	
   indica,	
   dentro	
   de	
   los	
  
genomas	
   de	
   las	
   células	
   que	
   los	
   portan	
   o	
   “genomas	
  
hospedadores”	
   (Doolittle	
   &	
   Sapienza,	
   1980;	
   Orgel	
   &	
  
Crick,	
  1980).	
  
	
   De	
   acuerdo	
   con	
   la	
   teoría	
   de	
   Darwin,	
   se	
  
especuló	
   que	
   la	
   presencia	
   de	
   los	
   elementos	
  móviles	
  
en	
   los	
   genomas	
   podía	
   aportar	
   alguna	
   ventaja	
   a	
   los	
  
organismos	
   (Blot,	
   1994).	
  Anteriormente,	
   en	
   los	
   años	
  
80,	
   se	
   propuso	
  que	
   la	
   expansión	
  de	
   estos	
   elementos	
  
podía	
   deberse	
   únicamente	
   a	
   su	
   capacidad	
   para	
  
replicarse	
   dentro	
   de	
   los	
   genomas	
   (Orgel	
   &	
   Crick	
  
1980).	
   	
   Su	
   	
   capacidad	
   de	
   replicarse	
   les	
   proporciona	
  
una	
   ventaja	
   con	
   respecto	
   a	
   otros	
   genes	
   a	
   la	
   hora	
   de	
  
transmitirse	
  de	
  una	
  generación	
  a	
  otra,	
  lo	
  que	
  hizo	
  que	
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se	
   empezaran	
   a	
   considerar	
   como	
   DNA	
   egoísta	
   y	
  
parásito,	
  que	
  carecía	
  de	
  utilidad	
  para	
  el	
  hospedador	
  y	
  
de	
  importancia	
  en	
  su	
  evolución.	
  En	
  definitiva,	
   fueron	
  
considerados	
  como	
  DNA	
  “basura”	
  (“junk	
  DNA”)	
  (Orgel	
  
&	
  Crick	
  1980).	
  
	
   No	
   obstante,	
   poco	
   a	
   poco	
   fueron	
   apareciendo	
  
nuevas	
  evidencias	
  a	
  nivel	
  molecular	
  mostrando	
  que,	
  a	
  
pesar	
   de	
   que	
   en	
   su	
   mayoría	
   pueden	
   considerarse	
  
como	
   auténticos	
   parásitos	
   del	
   genoma,	
   estos	
  
elementos	
   podían,	
   en	
   algunos	
   casos,	
   proporcionar	
  
características	
   que	
   sirvieran	
   a	
   los	
   intereses	
   de	
   sus	
  
hospedadores.	
  Por	
  ejemplo,	
  en	
  genomas	
  de	
  bacterias	
  
donde	
   parecen	
   cooperar	
   para	
   la	
   coevolución	
   de	
  
ambos	
   (Blot,	
   1994),	
   o	
   en	
   Saccharomyces	
   cerevisiae,	
  
donde	
  se	
  han	
  encontrado	
  asociados	
  a	
  reordenaciones	
  
del	
  genoma	
  favorables	
  para	
  la	
  evolución	
  de	
  la	
  especie	
  
(Dunham,	
  2002).	
  
	
   Si	
  tenemos	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  evolución	
  se	
  basa	
  
en	
  la	
  generación	
  de	
  la	
  novedad	
  o	
  variedad	
  a	
  partir	
  del	
  
material	
   preexistente,	
   más	
   que	
   en	
   la	
   aparición	
  
espontánea	
   de	
   características	
   ausentes	
  
anteriormente,	
   los	
   elementos	
   móviles	
   constituyen	
  
una	
   base	
   perfecta	
   para	
   la	
   modificación.	
   En	
   algunos	
  
casos,	
   ésta	
   puede	
   llevar	
   a	
   la	
   obtención	
   de	
  
características	
   útiles	
   para	
   sus	
   hospedadores	
  
(McDonald,	
  1993);	
  y	
  de	
  hecho,	
  se	
  han	
  descrito	
  varios	
  
ejemplos	
   de	
   este	
   fenómeno	
   (Wessler	
   et	
   al.	
   1995,	
  
Britten	
   1996),	
   que	
   se	
   conoce	
   como	
   “domesticación	
  
molecular”	
   (Miller	
   et	
   al.,	
   1997).	
   Este	
   fenómeno	
  
consiste	
   en	
   que	
   el	
   genoma	
   hospedador	
   utiliza	
   parte	
  
de	
   la	
   secuencia	
   del	
   elemento	
   móvil,	
   para	
   construir	
  
una	
  nueva	
   función,	
   como	
  por	
  ejemplo	
  ocurre	
  con	
  un	
  
elemento	
   P	
   en	
   Drosophila	
   que	
   ha	
   dado	
   lugar	
   a	
   una	
  
proteína	
   con	
   capacidad	
   represora	
   de	
   los	
   propios	
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elementos	
  móviles,	
   protegiendo	
   así	
   el	
   genoma	
   de	
   la	
  
especie	
  (Nouaud	
  &	
  Anxolabéhère,	
  1997).	
  
	
   Por	
   tanto,	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   millones	
   de	
   años	
   de	
  
evolución,	
   los	
   seres	
   vivos	
   han	
   tenido	
   que	
   tratar	
   con	
  
estos	
   elementos,	
   controlando	
   su	
   expansión	
   en	
   sus	
  
genomas;	
   pero	
   a	
   su	
   vez,	
   de	
   manera	
   accidental	
   o	
  
motivados	
   por	
   la	
   propia	
   selección	
   natural,	
   han	
  
conseguido	
   domesticarlos	
   y	
   usarlos	
   para	
   su	
   propio	
  
beneficio.	
   	
   Estos	
   elementos,	
   debido	
   a	
   su	
   movilidad,	
  
son	
  en	
  sí	
  mismos	
  una	
  fuente	
  potencial	
  de	
  variabilidad,	
  
y	
  por	
  lo	
  tanto,	
  contrariamente	
  a	
  lo	
  que	
  se	
  pensaba	
  en	
  
los	
  años	
  80,	
  pueden	
  actuar	
  como	
  verdaderos	
  motores	
  
evolutivos	
  (revisado	
  en	
  Kazazian,	
  2004).	
  
	
   En	
   muchas	
   ocasiones,	
   como	
   por	
   ejemplo	
  
ocurre	
  con	
  el	
   retrotransposón	
  humano	
  LINE-­‐1,	
  estos	
  
elementos	
   contienen	
   secuencias	
   reguladoras,	
   tales	
  
como	
   promotores,	
   sitios	
   de	
   unión	
   de	
   factores	
   de	
  
transcripción	
   o	
   islas	
   CpG	
   (Swergold,	
   1990;	
   Speek	
   et	
  
al.,	
   2001;	
   Yang	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Athanikar	
   et	
   al.,	
   2004).	
  
Esto	
   los	
   hace	
   especialmente	
   interesantes	
   a	
   nivel	
   de	
  
regulación	
   génica,	
   ya	
   que	
   no	
   sólo	
   son	
   capaces	
   de	
  
afectar	
   a	
   los	
   genomas	
   de	
   los	
   individuos	
   a	
   nivel	
   de	
  
secuencia	
  de	
  DNA	
  (Kazazian,	
  1999),	
  sino	
  que	
  también	
  
pueden	
   afectar	
   a	
   el	
  modo	
   en	
   el	
   que	
   se	
   expresan	
   los	
  
genes,	
  o	
  incluso	
  a	
  el	
  estado	
  de	
  la	
  cromatina	
  en	
  el	
  lugar	
  
donde	
  se	
  movilizan	
  (García-­‐Pérez	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
	
   Todas	
   estas	
   características	
   han	
   hecho	
   de	
   los	
  
elementos	
   móviles	
   unos	
   aliados	
   valiosos	
   para	
   la	
  
evolución	
   de	
   los	
   seres	
   vivos	
   como	
   ya	
   se	
   ha	
  
mencionado;	
   sin	
   embargo,	
   son	
   estas	
   mismas	
  
capacidades	
  las	
  que	
  los	
  convierten	
  en	
  un	
  riesgo	
  para	
  
los	
   individuos,	
   ya	
   que	
   su	
   movilización	
   en	
   áreas	
  
críticas	
   para	
   el	
   funcionamiento	
   correcto	
   de	
   la	
   célula	
  
pueden	
  conducir	
  a	
  la	
  muerte	
  de	
  ésta,	
  o	
  a	
  la	
  pérdida	
  de	
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capacidades	
   necesarias	
   para	
   el	
   desarrollo	
   adecuado	
  
del	
  individuo.	
  Precisamente	
  es	
  este	
  último	
  aspecto	
  el	
  
que	
  da	
  una	
  gran	
  relevancia	
  a	
  su	
  estudio	
  en	
  el	
  campo	
  
de	
   la	
   Biomedicina,	
   ya	
   que	
   la	
   actividad	
   de	
   estos	
  
elementos	
   puede	
   ser	
   la	
   causa	
   de	
   una	
   enfermedad	
  
genética.	
   	
  En	
  humanos,	
  el	
  primero	
  que	
  describió	
  este	
  
fenómeno	
   fue	
   el	
   Dr.	
   Haig	
   Kazazian	
   en	
   el	
   año	
   1988;	
  
encontró	
   que	
   una	
   inserción	
   del	
   retrotransposón	
  
LINE-­‐1	
  en	
  un	
  exón	
  del	
  gen	
  del	
  factor	
  VIII	
  era	
  causante	
  
de	
   hemofilia	
   A	
   (Kazazian,	
   1988).	
   Otro	
   ejemplo	
   de	
  
patología	
   humana	
   que	
   puede	
   ser	
   causada	
   por	
   la	
  
inserción	
  de	
  un	
  retrotransposón	
  lo	
  encontramos	
  en	
  la	
  
distrofia	
   muscular	
   de	
   Duchenne	
   (Miciak,	
   1992).	
  
Desde	
   entonces,	
   se	
   han	
   caracterizado	
   cerca	
   de	
   100	
  
enfermedades	
   genéticas	
   en	
   seres	
   humanos	
  
producidas	
  por	
  la	
  movilidad	
  de	
  LINE-­‐1	
  (Hancks	
  et	
  al.,	
  
2012).	
  
	
  
1.1.3.-­‐	
  Clases	
  de	
  elementos	
  móviles.	
  
	
  
	
   Existen	
   muchos	
   tipos	
   de	
   secuencias	
   móviles,	
  
que	
  se	
  pueden	
  englobar	
  dentro	
  de	
  2	
  grandes	
  grupos:	
  
	
   -­‐	
  Elementos	
  que	
  utilizan	
  un	
  intermediario	
  de	
  
DNA	
  para	
  movilizarse	
  (o	
  elementos	
  móviles	
  de	
  clase	
  
II)	
  y,	
  
	
   -­‐	
  Elementos	
  que	
  utilizan	
  un	
  intermediario	
  de	
  
RNA	
   durante	
   su	
   movilización	
   (elementos	
   móviles	
  
de	
  clase	
  I).	
  
	
   La	
   variedad	
   dentro	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   estos	
  
grupos	
   es	
   muy	
   amplia	
   (revisado	
   en	
   Goodier	
   and	
  
Kazazian,	
   2008),	
   y	
   el	
   hecho	
   de	
   que	
   se	
   encuentren	
  
presentes	
  en	
  casi	
  todos	
  los	
  seres	
  vivos,	
  unido	
  a	
  que	
  en	
  
cada	
   grupo	
   evolucionen	
   de	
   manera	
   independiente,	
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complica	
   enormemente	
   su	
   clasificación,	
   pero	
   a	
  
grandes	
  rasgos	
  los	
  agrupamos	
  en	
  la	
  siguiente	
  tabla:	
  
	
  

	
  
Tabla	
   1:	
   Tipos	
   de	
   elementos	
   móviles.	
   Elementos	
  
móviles	
   presentes	
   en	
   los	
   seres	
   vivos.	
   Abreviaturas:	
   LTR	
   (Long	
  
Terminal	
  Repeats):	
  terminaciones	
  largas	
  repetidas.	
  
	
   	
  
	
   Sin	
   embargo,	
   aunque	
   los	
   elementos	
   móviles	
  
están	
  presentes	
  en	
  casi	
  todos	
  los	
  seres	
  vivos,	
  tanto	
  el	
  
tipo	
  de	
  elemento	
  como	
  su	
  proporción	
  en	
  los	
  genomas	
  
varían	
  enormemente	
  de	
  una	
  especie	
  a	
  otra	
  (figura	
  1).	
  
Por	
  ejemplo,	
  en	
  el	
  genoma	
  de	
  Caenorhabditis	
  elegans	
  
el	
   90%	
   de	
   los	
   elementos	
  móviles	
   pertenecen	
   a	
   DNA	
  
transposones,	
  en	
  S.	
  cerevisiae	
  sólo	
  aparece	
  un	
  tipo	
  de	
  
retrotransposón,	
  mientras	
   que	
   en	
   humanos	
   un	
   75%	
  

Elemento(móvil( Organismo( Intermediario(
Elementos)IS)(secuencias)de)inserción)
bacterianas)) Procariotas) DNA)
Transposones)bacterianos) Procariotas) DNA)
Transposones)autónomos)de)DNA)
subclase)I)(de)cortar<pegar)) Eucariotas) DNA)

Polintones/Mavericks))
(subclase)II)de)transposones)de)DNA)) Eucariotas)y)

Procariotas) DNA)

Helitrones)(subclase)II)de)transposones)
de)DNA)) Eucariotas)y)

Procariotas) DNA)

Transposones)de)DNA)no)autónomos)) Eucariotas)y)
Procariotas) DNA)

Intrones)tipo)II)) Procariotas) RNA)
Retrotransposones)LTR) Eucariotas) RNA)
Retrotransposones)LTR)no)autónomos) Eucariotas) RNA)
Retrotransposones)no)LTR)autónomos) Eucariotas) RNA)
Retrotransposones)no)LTR)no)autónomos) Eucariotas) RNA)
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de	
  los	
  elementos	
  móviles	
  pertenece	
  a	
  un	
  solo	
  tipo	
  de	
  
retrotransposón	
  (revisado	
  en	
  Feschotte	
  and	
  Pritham,	
  
2007).	
  
	
  

	
  
	
  
Figura	
   1:	
   Proporción	
   relativa	
   de	
   elementos	
  
móviles	
  en	
  genomas	
  de	
  distintas	
  especies.	
  La	
  figura	
  
muestra	
   el	
   porcentaje	
   que	
   representa	
   cada	
   clase	
   de	
   elemento	
  
móvil	
   (retrotransposones	
   en	
   rojo	
   y	
   transposones	
   de	
   DNA	
   en	
  
azul).	
   Abreviaturas	
   de	
   nombres	
   de	
   especies:	
   Sc:	
  Saccharomyces	
  
cerevisiae;	
   Sp:	
   Schizosaccharomyces	
   pombe;	
   Hs:	
   Homo	
   sapiens;	
  
Mm:	
  Mus	
  musculus;	
  Os:	
  Oryza	
  sativa;	
  Ce:	
  Caenorhabditis	
  elegans;	
  
Dm:	
  Drosophila	
  melanogaster;	
  Ag:	
  Anopheles	
  gambiae;	
  Aa:	
  Aedes	
  
aegypti;	
   Eh:	
   Entamoeba	
  histolytica;	
   Ei:	
   Entamoeba	
   invadens;	
   Tv:	
  
Trichomonas	
   vaginalis.	
   (Adaptado	
   de	
   Feschotte	
   &	
   Pritham,	
  
2007).	
  
	
  
	
  
1.1.3.1.-­‐	
  DNA	
  Transposones.	
  
	
  
	
   Los	
  DNA	
  transposones	
  son	
  elementos	
  móviles	
  
que	
   se	
   caracterizan	
   por	
   dispersarse	
   por	
   el	
   genoma	
  
utilizando	
   un	
   intermediario	
   de	
   DNA	
   de	
   cadena	
  
sencilla	
   (descrito	
   únicamente	
   en	
   procariotas	
   (Ton	
  
Hoang	
   et	
   al.,	
   2005)	
   o	
   de	
   cadena	
   doble;	
   dicho	
  
intermediario	
  se	
  inserta	
  en	
  una	
  nueva	
  localización	
  del	
  

Especie'

Co
nt
ri
bu
ci
ón
''

re
la
ti
va
'(%

)'

Transposones'de'DNA'Retrotransposones'
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genoma,	
   generalmente	
   mediante	
   la	
   acción	
   de	
   una	
  
transposasa	
   (Craig	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Ton-­‐Hoang	
   et	
   al.,	
  
2005).	
   Están	
   presentes	
   en	
   casi	
   todos	
   los	
   seres	
   vivos	
  
(Figura	
   2,	
   Feschotte	
   &	
   Pritham,	
   2007),	
   aunque	
   en	
  
algunos,	
   como	
   ocurre	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   los	
   seres	
  
humanos,	
   han	
   perdido	
   su	
   capacidad	
   para	
   seguir	
  
movilizándose.	
  
	
  

	
  
	
  
	
  

	
  
Figura	
  2:	
  Transposones	
  de	
  DNA	
  en	
  los	
  seres	
  vivos	
  
Representación	
  de	
  los	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  transposones	
  de	
  DNA	
  
presentes	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
   los	
   	
  grupos	
  de	
  seres	
  vivos	
  (Adaptado	
  
de	
  Feschotte	
  &	
  Pritham,	
  2007).	
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Tabla	
   2:	
   Tipos	
   de	
   transposones	
   de	
   DNA.	
   La	
   tabla	
  
muestra	
   los	
   principales	
   tipos	
   de	
   elementos	
   de	
   DNA	
   móvil	
  
presentes	
   en	
   los	
   seres	
   vivos.	
   Abreviaturas:	
   IS:	
   Insertional	
  
Sequence;	
  TIR:	
  Terminal	
  Inverted	
  Repeats.	
  
	
  
	
   A	
  pesar	
  de	
  que	
  podemos	
  encontrarlos	
  tanto	
  en	
  
procariotas	
   como	
   en	
   eucariotas	
   (tabla	
   2),	
   sus	
  
características	
   y	
   mecanismo	
   de	
   movilización	
   varían,	
  
pero	
   centrándonos	
   exclusivamente	
   en	
   los	
   elementos	
  
móviles	
  de	
  DNA	
  de	
  eucariotas	
  podemos	
  distinguir:	
  	
  
	
  
-­‐	
  Transposones	
   de	
   DNA	
   de	
   cortar	
   y	
   pegar:	
   estos	
  
elementos	
  se	
  escinden	
  como	
  DNA	
  de	
  doble	
  cadena	
  y	
  
se	
   reintegran	
   en	
   otra	
   parte	
   del	
   genoma;	
   deben	
   su	
  
nombre	
  a	
  que	
  abandonan	
  su	
  lugar	
  original	
  para	
  	
  de	
  su	
  
replicación	
   (Kapitonov	
  &	
   Jurka,	
   2006;	
   Pritham	
   et	
  al.	
  
2007),	
  aunque	
  su	
  mecanismo	
  de	
  movilización	
  aún	
  no	
  

TRANSPOSONES)CON)INTERMEDIARIO)DE)DNA)

Tipo) Caracterís8cas)estructurales) Mecanismo)de)movilización) Ejemplos)

Elementos)IS)

Repeticiones*invertidas*de*
≈50pb*que*5lanquean*una*
transposasa*y,*en*algunos,*una*
resolvasa*

Escisión*o*copia*del*DNA*e*
integración*en*el*sitio*diana* IS1,*IS10***

Transposones)
bacterianos)

Gen*de*resistencia*a*antibiótico*
en*la*región*central*5lanqueado*
por*elementos*IS*

Copia*del*DNA*e*integración*
en*el*sitio*diana* Tn9**

Transposones))
de)cortar)y)
pegar))

TIRs*que*5lanquean*una*región*
que*codi5ica*una*transposasa*

Escisión*del*DNA*e*
integración*en*el*sitio*diana*
mediante*la*transposasa*

Elementos*P*
(Drosophila)*

Polintons)o)
Mavericks)

Largas*TIRs,*codi5ican*una*
polimerasa*y*una*integrasa.**

Parecen*movilizarse*
utilizando*una*polimerasa*
codi5icada*por*ellos*mismos*

PolintonM1_D
R*(Danio+
Rerio)*

Helitrones)
No*poseen*TIRs,*pero*sí*un*
dominio*replicasa**y*un*
dominio*helicasa.*

Relacionado*con*la*
replicación*del*círculo*
rodante*,*autónomos*o*no*
autónomos*

HeliBat1*
(Myotis*
lucifugus)*

MITEs)
Secuencias*de*80M600pb,*que*
contienen*las*TIRs*pero*no*
codi5ican*una*transposasa*

Escisión*del*DNA*e*
integración*en*el*sitio*DNA*
mediante*la*transposasa*de*
un*transposón*autónomo*

Stowaway**
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se	
  ha	
  descrito	
  completamente.	
  También	
  forman	
  parte	
  
de	
  la	
  subclase	
  II	
  de	
  transposones	
  de	
  DNA.	
  
	
  
-­‐	
   MITEs	
   (Miniature	
   Inverted	
   repeats	
   Transposable	
  
Elements):	
   en	
   este	
   grupo	
   encontramos	
   transposones	
  
de	
  DNA	
  no	
  autónomos,	
  que	
  requieren	
  la	
  intervención	
  
de	
   la	
   transposasa	
   codificada	
   por	
   los	
   transposones	
  
autónomos.	
   Son	
   elementos	
   muy	
   diversos,	
   pero	
  
generalmente	
  cortos,	
  de	
  unas	
  80-­‐600	
  pares	
  de	
  bases	
  
de	
  longitud,	
  que	
  poseen	
  las	
  TIRs	
  características	
  de	
  los	
  
transposones	
   autónomos	
   (o	
   similares),	
   pero	
   que	
   no	
  
codifican	
  su	
  propia	
  transposasa.	
  	
  
	
  
	
   Los	
   DNA	
   transposones	
   mejor	
   conocidos	
  
pertenecen	
   mayoritariamente	
   al	
   grupo	
   de	
   los	
  
transposones	
   de	
   cortar	
   y	
   pegar.	
   Se	
   movilizan	
  
abandonando	
  su	
  sitio	
  en	
  el	
  genoma	
  para	
  ocupar	
  uno	
  
nuevo	
   (Engels	
   et	
   al.,	
   1990).	
   Típicamente	
   las	
  
terminaciones	
  invertidas	
  terminales	
  o	
  TIRs	
  flanquean	
  
la	
   secuencia	
  que	
  codifica	
   la	
   transposasa	
   (Craig	
  et	
  al.,	
  
2002).	
  
	
   La	
   transposasa	
   reconoce	
   y	
   corta	
   las	
   TIRs,	
  
liberando	
   así	
   la	
   secuencia	
   completa	
   del	
   transposón;	
  
posteriormente,	
  para	
   la	
  mayoría	
  de	
   las	
  transposasas,	
  
sostiene	
  los	
  extremos	
  del	
  transposón	
  juntos	
  mientras	
  
encuentra	
   otra	
   localización	
   genómica	
   donde	
  
integrarlo	
   (Mizuuchi,	
   1992).	
   El	
   sitio	
   de	
   inserción	
  
suele	
  ser	
  aleatorio,	
  aunque	
  es	
  muy	
  frecuente	
  que	
  sea	
  
un	
  	
  sitio	
  cercano	
  a	
  la	
  localización	
  genómica	
  de	
  la	
  que	
  
se	
   escinde	
  el	
   elemento,	
   conociéndose	
  este	
   fenómeno	
  
como	
  local	
  hopping	
  (Bancroft,	
  1993).	
  
	
   Dado	
   que	
   un	
   DNA	
   transposón	
   no	
   suele	
   dejar	
  
una	
   copia	
   en	
   el	
   sitio	
   del	
   que	
   se	
   ha	
   liberado,	
   este	
  
mecanismo	
  se	
   llama	
  de	
  “cortar	
  y	
  pegar”	
   (Craig	
  et	
  al.,	
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2002).	
  Aunque	
  a	
  veces	
  pueden	
  generarse	
  dos	
   copias	
  
del	
   transposón	
   en	
   la	
   nueva	
   localización	
   genómica	
  
(Delattre	
  et	
  al.,	
  2000),	
  la	
  manera	
  de	
  propagarse	
  por	
  los	
  
genomas	
  puede	
  producirse	
  por	
  dos	
  mecanismos:	
  	
  
	
   -­‐	
   Mediante	
   la	
   recombinación	
   homóloga:	
   al	
  
escindirse	
   el	
   transposón	
   de	
   una	
   cadena	
   de	
   DNA	
  
genera	
   una	
   rotura	
   de	
   doble	
   cadena,	
   ésta	
   puede	
   ser	
  
reconocida	
  por	
  la	
  maquinaria	
  de	
  reparación	
  celular	
  y	
  
reparada	
   mediante	
   la	
   recombinación	
   homóloga,	
   por	
  
lo	
   que	
   se	
   puede	
   volver	
   a	
   introducir	
   la	
   copia	
   del	
  
elemento	
   presente	
   en	
   el	
   otro	
   cromosoma	
   (Engels	
   et	
  
al.,	
  1990).	
  
	
   -­‐	
   Una	
   segunda	
   opción	
   descrita	
   recientemente	
  
horquillas	
   de	
   replicación	
   (Spradling	
   et	
  al.,	
   2011),	
   de	
  
esta	
  manera	
  pueden	
  ser	
  duplicados	
  por	
  las	
  replicasas	
  
del	
   hospedador	
   antes	
   de	
   movilizarse	
   a	
   una	
   nueva	
  
localización	
  o	
   aterrizar	
   en	
  una	
   región	
   justo	
   antes	
   de	
  
que	
  sea	
  replicada.	
  	
  
	
   -­‐	
   Una	
   combinación	
   de	
   los	
   dos	
   mecanismos	
  
anteriores	
   supone	
   un	
   escenario	
   idóneo	
   para	
   el	
  
elemento,	
  que	
  puede	
  escindirse	
  generando	
  una	
  rotura	
  
de	
   doble	
   cadena	
   en	
   su	
   localización	
   original	
   a	
   la	
   vez	
  
que	
  se	
  introduce	
  en	
  una	
  región	
  que	
  va	
  a	
  ser	
  replicada	
  
(Spradling	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  La	
  copia	
  que	
  aterriza	
  en	
  una	
  
horquilla	
   de	
   replicación	
   se	
   replica	
   utilizando	
   la	
  
maquinaria	
   celular	
   y	
   se	
   establece	
   en	
   ambos	
  
cromosomas,	
  mientras	
  que	
  en	
  la	
  localización	
  original	
  
la	
   rotura	
   de	
   doble	
   cadena	
   se	
   repara	
   mediante	
   la	
  
recombinación	
   homóloga,	
   regenerando	
   la	
   copia	
  
perdida.	
   De	
   esta	
   manera	
   el	
   elemento	
   puede	
   ganar	
  
hasta	
  2	
   copias	
  nuevas	
  netas	
   en	
  el	
  proceso	
   completo.	
  
Todo	
  el	
  proceso	
  está	
   favorecido	
  durante	
   la	
   fase	
  S,	
  ya	
  
que	
   las	
   roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   se	
   reparan	
  
preferentemente	
   mediante	
   la	
   recombinación	
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homóloga	
   durante	
   la	
   replicación	
   del	
   DNA	
   (Deans	
   &	
  
West,	
  2011).	
  
	
   A	
  pesar	
  de	
  todo	
  lo	
  mencionado	
  anteriormente,	
  
los	
   transposones	
   de	
   DNA	
   pierden	
   de	
   manera	
  
relativamente	
   rápida	
   su	
   actividad	
   en	
   los	
   genomas,	
  
debido	
  a	
  mutaciones	
  de	
  distintos	
  tipo	
  que	
  afectan	
  a	
  la	
  
secuencia	
  de	
   la	
   transposasa,	
  dejándola	
   inactiva,	
  pero	
  
que	
   no	
   afectan	
   a	
   las	
   TIRs.	
   Así,	
   cada	
   vez	
   hay	
   menos	
  
transposasas	
   activas	
   para	
   reconocer	
   más	
   TIRs,	
   y	
   la	
  
secuencia	
   de	
   la	
   transposasa	
   activa	
   puede	
   llegar	
  
incluso	
  a	
  desaparecer	
   (Hart	
  et	
  al.,	
   1997).	
  Para	
  evitar	
  
su	
  extinción,	
  la	
  mejor	
  opción	
  para	
  el	
  elemento	
  reside	
  
en	
  la	
  transferencia	
  horizontal	
  (Hart	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Esto	
  
ocurre	
   normalmente	
   entre	
   especies	
   cercanas	
  
evolutivamente,	
   como	
  por	
   ejemplo	
   se	
  ha	
  descrito	
   en	
  
Drosophila	
   (Loreto	
   et	
   al.,	
   2008).	
   En	
   la	
   transferencia	
  
horizontal	
   el	
   elemento	
   pasa	
   de	
   su	
   hospedador	
  
original	
   a	
  uno	
  nuevo,	
   invadiendo	
  su	
  genoma,	
  que	
  no	
  
posee	
   mecanismos	
   adecuados	
   para	
   controlar	
   su	
  
movilidad	
  y	
  no	
  presenta	
  muchas	
  secuencias	
  como	
  las	
  
TIRs	
  propias	
  del	
   elemento,	
   lo	
  que	
  puede	
  dar	
   lugar	
   a	
  
una	
  expansión	
  inicial	
  muy	
  rápida	
  del	
  transposón	
  en	
  el	
  
genoma	
   de	
   su	
   nuevo	
   hospedador	
   (Hart	
   et	
   al.,	
   1997;	
  
Loreto	
  et	
  al.,	
  2008).	
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1.1.3.2	
  Retrotransposones.	
  
	
  
	
   El	
  segundo	
  gran	
  grupo	
  principal	
  de	
  elementos	
  
móviles	
   son	
   los	
   llamados	
   retrotransposones	
   o	
  
retroelementos.	
   Estos	
   elementos	
   tienen	
   en	
   común	
  
que	
   durante	
   su	
   proceso	
   de	
   movilización	
   utilizan	
   un	
  
RNA	
   intermediario	
   que,	
   mediante	
   una	
   transcriptasa	
  
inversa	
  (o	
  reversotranscriptasa),	
  se	
  retrotranscribe	
  a	
  
una	
   copia	
   de	
   DNA	
   que	
   se	
   inserta	
   en	
   el	
   genoma.	
   A	
  
diferencia	
   de	
   lo	
   que	
   ocurre	
   con	
   los	
   transposones	
   de	
  
DNA	
  que	
  utilizan	
  el	
  mecanismo	
  	
  “cortar	
  y	
  pegar”	
  o	
  “no	
  
replicativo”,	
   los	
   retrotransposones	
   no	
   abandonan	
   en	
  
ningún	
  momento	
  su	
  localización	
  inicial,	
  por	
  lo	
  que	
  su	
  
mecanismo	
   de	
   movilización	
   se	
   llama	
   de	
   “copiar	
   y	
  
pegar”	
   o	
   “replicativo”	
   (Kazazian	
  &	
   Scott,	
   1993;	
   Luan	
  
et	
   al.,	
   1993;	
   revisado	
   en	
   Goodier	
   &	
   Kazazian,	
   2008;	
  
Havecker	
  et	
  al.,	
  2004	
  y	
  Malik	
  &	
  Eickbush,	
  2001).	
  
	
   Al	
   igual	
   que	
   ocurre	
   con	
   los	
   transposones	
   de	
  
DNA,	
   existen	
   muchos	
   tipos	
   de	
   retrotransposones,	
  
tanto	
   autónomos	
   como	
   no	
   autónomos	
   (tabla3),	
   y	
  
podemos	
   encontrarlos	
   en	
   casi	
   todos	
   los	
   grupos	
   de	
  
seres	
  vivos;	
  si	
  bien,	
  existe	
  una	
  diferencia	
   importante	
  
entre	
   ellos	
   en	
   el	
   momento	
   y	
   el	
   lugar	
   en	
   el	
   que	
   se	
  
produce	
  la	
  transcripción	
  inversa	
  de	
  su	
  RNA	
  a	
  DNA.	
  La	
  
clasificación	
   de	
   los	
   retrotransposones	
   se	
   realiza	
   en	
  
base	
   a	
   sus	
   características	
   estructurales,	
   que	
  
determinan	
   su	
   mecanismo	
   de	
   movilización	
   (tabla	
   3,	
  
figuras	
  3	
  y	
  4).	
  	
  
	
  



	
   15	
  

	
  
Tabla	
   3:	
   Tipos	
   de	
   retrotransposones.	
   Abreviaturas:	
  
IEP	
   (Intron	
  Encoded	
  Protein),	
   proteína	
   codificada	
  por	
   el	
   intrón;	
  
RT,	
   reversotranscriptasa;	
   EN,	
   endonucleasa;	
   VLP	
   (Viral-­‐Like	
  
Particle),	
   partícula	
   similar	
   a	
   las	
   partículas	
   virales;	
   RNP	
  
(RiboNucleic	
   Particle),	
   partícula	
   de	
   RNA	
   y	
   proteína(s);	
   TPRT	
  
(Target-­‐Primed	
   Reverse	
   Transcription),	
   reversotranscripción	
  
iniciada	
   en	
   el	
   sitio	
   diana;	
   ERVs	
   (Endogenous	
   RetroVirus),	
  
retrovirus	
  endógenos	
  
	
   	
  
	
   Existen	
   dos	
   grandes	
   tipos	
   de	
  
retrotransposones	
   atendiendo	
   a	
   la	
   presencia	
   o	
  
ausencia	
   de	
   las	
   LTRs.	
   Así,	
   los	
   elementos	
   que	
   las	
  
poseen	
   se	
   llaman	
   retrotransposones	
   tipo	
   LTR	
   y	
   los	
  
que	
   carecen	
   de	
   ellas	
   retrotransposones	
   tipo	
   no	
   LTR	
  
(revisado	
  en	
  Goodier	
  &	
  Kazazian,	
  2008).	
  Los	
  intrones	
  

RETROTRANSPOSONES)(INTERMEDIARIO)DE)RNA))

Tipo) Características)estructurales) Mecanismo)de)movilización) Ejemplos)

Intrones)tipo)
II)
(tipo)noCLTR))

RNA$catalítico$altamente$

estructurado,$codi4ica$una$IEP$

con$actividad$RT,$maturasa$y$

normalmente$una$EN$

Retrohoming:$formación$de$

una$RNP$que$

reversotranscribe$el$RNA$a$

DNA$en$el$sitio$diana$

Ecl5$(E.coli),$
L1.LtrB$

(Lactococcus,)$

LTR)

LTRs$de$≈250$a$600pb,$que$

4lanquean$una$región$que$

contiene$una$RT,$una$integrasa$

y$una$proteína$similar$a$las$

“Gag”$de$retrovirus,$y$en$

algunos,$un$gen$env$

Transcripción$del$RNA$desde$

la$LTR$de$5’$del$elemento,$

formación$de$una$VLP,$

retrotrancripción$por$la$RT$a$

DNA$y$posterior$integración$

en$el$sitio$diana$

Ty1,$Ty3$

(Drosophila),$
ERVs$

(mamíferos)$

LTR)
no)
autónomos)

LTRs$de$≈250$a$600pb,$que$

4lanquean$una$región$que$$

puede$contener$o$no$proteínas$$

típicas$de$los$autónomos$,$pero$

no$todas$

Transcripción$del$RNA$desde$

la$LTR$de$5’$del$elemento,$$

capturan$la$maquinaria$de$los$

elementos$LTR$autónomos$

Dasheng,$

ZeonV1$(maíz)$

NoCLTR)
autónomos)

Longitud$variable,$

generalmente$largos,$actividad$

promotora$en$su$región$5’,$

codi4ican$una$RT$y$$

normalmente$una$EN,$

contienen$una$región$rica$en$A/

T$en$3’$

Transcripción$del$elemento$

desde$la$región$5’,$formación$

de$una$RNP,$integración$

mediante$TPRT:$

reversotranscipción$del$RNA$

a$DNA$en$el$sitio$de$inserción$

Elementos$F$y$

G$(Drosophila);$
R2Bm$

(Bombyx,mori),$
LINEs$$

NoCLTR))
No)
autónomos)
)

Longitud$variable$,$

generalmente$cortos,$no$

codi4ican$RT,$contienen$una$

región$rica$en$A/T$en$3’$

Transcripción$del$elemento,$

su$RNA$captura$la$maquinaria$

de$los$elementos$noVLTR$

autónomos$

SINEs$

(mamíferos);$

pseudogenes$

procesados$$
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tipo	
  II	
  son	
  retroelementos	
  de	
  procariotas	
  de	
  tipo	
  no-­‐
LTR,	
   pero	
   se	
   consideran	
   como	
   grupo	
   independiente	
  
por	
   presentar	
   grandes	
   diferencias	
   con	
   respecto	
   al	
  
resto	
   de	
   retrotransposones	
   no-­‐LTR	
   (Lambowitz	
   &	
  
Zimmerly,	
  2011).	
  
	
  
	
   Si	
   nos	
   centramos	
   en	
   los	
   retroelementos	
  
autónomos,	
   responsables	
   de	
   su	
   movilidad	
   y	
   de	
   la	
  
movilidad	
   de	
   los	
   elementos	
   no	
   autónomos,	
  
encontramos	
   características	
   similares	
   dentro	
   de	
   los	
  
elementos	
   del	
   mismo	
   tipo	
   (figura	
   3);	
   sin	
   embargo,	
  
entre	
   los	
   diferentes	
   tipos	
   de	
   retroelementos	
  
autónomos,	
   la	
  única	
   característica	
  que	
   comparten	
  es	
  
la	
   presencia	
   de	
   un	
   dominio	
   reversotranscriptasa	
   (o	
  
RT)	
  funcional.	
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Figura	
  3:	
  Retrotransposones	
  autónomos.	
  LTR	
  (Long	
  
Terminal	
  Repeat),	
   terminación	
   larga	
   repetida	
   directa.	
   Intrones	
  
tipo	
   II:	
   E1,	
   exón	
   1;	
   E2,	
   exón	
   2;	
   RT,	
   reversotranscriptasa;	
   X,	
  
dominio	
   maturasa;	
   D,	
   dominio	
   de	
   unión	
   a	
   DNA;	
   EN,	
   dominio	
  
endonucleasa.	
   Ejemplos:	
   L1.LtrB	
   de	
   Lactococcus,	
   RmInt1	
   de	
  
Sinorhizobium.	
  LINEs	
  (Long	
  INterspersed	
  Elements):	
  TSD	
  (Target	
  
Site	
  Duplication),	
  duplicación	
  del	
  sitio	
  diana;	
  UTR	
  (UnTranslated	
  
Region),	
   región	
   no	
   traducida;	
   RRM	
   (RNA	
   Recognition	
   Motif),	
  
dominio	
   de	
   unión	
   a	
   RNA;	
   EN,	
   endonucleasa;	
   RT,	
  
reversotranscriptasa;	
   C,	
   dominio	
   rico	
   en	
   cisteínas;	
   An,	
   cola	
   de	
  
poliA.	
   Ejemplos:	
   LINE-­‐1	
   de	
  mamíferos,	
   R2Bm	
   de	
  Bombyx	
  mori.	
  
ERVs	
  y	
  pseudovirus	
  (Endogenous	
  RetroVirus):	
  TSD,	
  duplicación	
  
del	
   sitio	
   diana;	
   Prt,	
   proteasa;	
   RT,	
   retrotranscriptasa;	
   INT,	
  
integrasa;	
   Env	
   (Envelope),	
   proteína	
   de	
   la	
   cubierta.	
   Ejemplos:	
  
hERV-­‐K	
   de	
  mamíferos,	
   Ty1/Copia	
   de	
  Drosophila.	
   (Adaptado	
   de	
  
Lambowitz	
  &	
  Zimmerly,	
  2011;	
  Goodier	
  &	
  Kazazian,	
  2008;	
  Mills	
  
et	
  al.,	
  2007;	
  Malik	
  &	
  Eickbush,	
  2000;	
  Havecker	
  et	
  al.,	
  2004)	
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1.3.2.1.-­‐	
  Intrones	
  tipo	
  II.	
  
	
  
	
   Estos	
   elementos	
   están	
   presentes	
   en	
   los	
  
genomas	
   de	
   procariotas,	
   arqueas	
   y	
   en	
   los	
   orgánulos	
  
celulares	
  de	
  algunos	
  eucariotas.	
   	
  Se	
  pueden	
  clasificar	
  
como	
   retroelementos	
   no-­‐LTR	
   al	
   carecer	
   de	
   dichas	
  
repeticiones,	
  pero	
  presentan	
  algunas	
  diferencias	
   con	
  
los	
  retrotransposones	
  no-­‐LTR	
  de	
  eucariotas.	
  
	
   Los	
  intrones	
  tipo	
  II	
  codifican	
  un	
  RNA	
  catalítico	
  
altamente	
   estructurado	
   que	
   presenta	
   6	
   dominios	
  
estructurales,	
  denominados	
  de	
  DI	
  a	
  DVI	
  (figura	
  4).	
  En	
  
su	
   dominio	
   IV,	
   codifican	
   una	
   proteína	
   llamada	
   IEP	
  
(Intron	
   Encoded	
   Protein),	
   que	
   contiene	
   la	
   actividad	
  
reversotranscriptasa	
   (RT)	
   y	
  maturasa,	
   un	
  motivo	
   de	
  
unión	
   a	
   DNA,	
   y	
   generalmente	
   un	
   dominio	
  
endonucleasa.	
   La	
   IEP	
   y	
   el	
   RNA	
   conforman	
   una	
  
partícula	
   ribonucleoproteica	
   (RNP,	
   por	
  
RiboNucleoproteic	
  Particle)	
  (revisado	
  en	
  Lambowitz	
  &	
  
Zimmerly,	
  2011).	
   	
  
	
  

	
  
Figura	
   4:	
   Estructura	
   secundaria	
   del	
   RNA	
   de	
   un	
  
intrón	
  tipo	
  II.	
  (Adaptado	
  de	
  Lambowitz	
  &	
  Zimmerly,	
  2011).	
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   El	
  elemento	
  completo	
  es	
  transcrito	
  a	
  RNA,	
  que	
  
es	
   liberado	
   por	
   splicing	
   y	
   madura	
   mediante	
   su	
  
actividad	
   catalítica,	
   adquiriendo	
   su	
   conformación	
  
estructural	
   secundaria.	
   	
   La	
   IEP	
   se	
   	
   puede	
   unir	
  
entonces	
   al	
   RNA	
   conformando	
   la	
   RNP	
   activa.	
   Esta	
  
RNP	
   reconoce	
   una	
   región	
   específica	
   en	
   el	
   genoma	
  
bacteriano	
  y	
  produce	
  un	
  corte	
  en	
  una	
  de	
  las	
  cadenas	
  
del	
   DNA,	
   tras	
   lo	
   cual	
   inicia	
   su	
   retrotranscripción	
   o	
  
splicing	
   reverso,	
  mediante	
  el	
  cual	
  genera	
  una	
  cadena	
  
de	
   DNA	
   copia	
   del	
   elemento	
   (Belfort	
   et	
   al.,	
   2002,	
  
Mobile	
   DNA	
   II).	
   La	
   síntesis	
   de	
   la	
   cadena	
  
complementaria	
   y	
   los	
   procesos	
   finales	
   de	
   la	
  
integración	
   parece	
   que	
   son	
   realizados	
   por	
   la	
  
maquinaria	
  del	
  hospedador	
  (Yao	
  et	
  al.,	
  2013).	
  
	
   A	
   este	
   mecanismo	
   se	
   le	
   conoce	
   como	
  
retrohoming	
   (figura	
   5),	
   y	
   es	
   similar	
   en	
   muchos	
  
aspectos	
   a	
   la	
   reacción	
   “TPRT”	
   de	
   los	
   elementos	
   no	
  
LTR	
   de	
   eucariotas	
   (descrita	
   más	
   adelante).	
   Por	
  
último,	
  cabe	
  destacar	
  que	
  aunque	
  los	
  intrones	
  tipo	
  II	
  
normalmente	
   reconocen	
   una	
   secuencia	
   consenso,	
  
estos	
  elementos	
  pueden	
  integrarse	
  en	
  sitios	
  distintos,	
  
conociéndose	
   este	
   fenómeno	
   como	
   “retrohoming	
  
ectópico”	
  o	
  retrotransposición,	
  aunque	
  esto	
  es	
  mucho	
  
menos	
   frecuente	
   (figura	
   5)	
   (Belfort	
   et	
   al.,	
   2002,	
  
Mobile	
  DNA	
  II).	
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Figura	
   5:	
   Retrohoming:	
   mecanismo	
   de	
  
movilización	
  de	
  un	
  intrón	
  tipo	
  II.	
   (Adaptado	
  de	
  Yao	
  et	
  
al.,	
  2013)	
  
	
  
	
  
1.1.3.2.2.-­‐	
  Retrotransposones	
  LTR.	
  
	
  
	
   Este	
   tipo	
   de	
   retrotransposones	
   deben	
   su	
  
nombre	
   a	
   la	
   presencia	
   de	
   terminaciones	
   largas	
  
directas	
   repetidas	
   (Long	
   Terminal	
   Repeats	
   o	
   LTRs)	
  
(Kennedy	
  et	
  al.,	
  1982),	
  a	
  diferencia	
  de	
  las	
  TIRs	
  de	
  los	
  
transposones	
  de	
  DNA,	
  estas	
  LTRs	
  se	
  encuentran	
  en	
  el	
  
mismo	
   sentido	
   5’-­‐3’	
   al	
   principio	
   y	
   al	
   final	
   del	
  
elemento.	
  Estas	
  repeticiones	
  varían	
  de	
  tamaño	
  según	
  
el	
   elemento,	
   aunque	
   suelen	
   ser	
   de	
   unas	
   300-­‐1000	
  
pares	
  de	
  bases	
  (Kennedy	
  et	
  al.,	
  1982).	
  En	
  general,	
  los	
  
retrotransposones	
   tipo	
   LTR	
   son	
  muy	
   similares	
   a	
   los	
  
retrovirus	
  en	
  varios	
  aspectos	
  de	
  su	
  biología.	
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   Estos	
   retrotransposones	
   contienen	
   un	
  
promotor	
   en	
   la	
   región	
   5’	
   de	
   su	
   LTR	
   que	
   dirige	
   la	
  
transcripción	
   del	
   elemento.	
   Una	
   vez	
   el	
   rna	
   se	
  
encuentra	
  en	
  el	
   citoplasma,	
   las	
  proteínas	
  codificadas	
  
por	
  el	
  gen	
  gag	
  se	
  encargan	
  de	
  empaquetar	
  su	
  propio	
  
RNA,	
  formando	
  unas	
  vesículas	
  muy	
  similares	
  a	
  las	
  de	
  
los	
   virus,	
   llamadas	
   VLPs	
   (Viral-­‐Like	
   Particles)	
  
(Pochart	
   et	
   al.,	
   1993).	
   Dentro	
   de	
   estas	
   partículas	
   se	
  
retrotranscribe	
  el	
  RNA	
  del	
  elemento	
  a	
  DNA	
  por	
  la	
  RT	
  
codificada	
  por	
  el	
  gen	
  pol,	
  en	
  un	
  proceso	
  complejo	
  que	
  
se	
   produce	
   en	
   varios	
   pasos	
   (Rachidi	
   et	
   al.,	
   2005).	
  
Posteriormente	
   el	
   DNA	
   de	
   doble	
   cadena	
   sale	
   de	
   las	
  
VLPs	
  y	
  vuelve	
  al	
  núcleo	
  para	
  integrarse	
  en	
  el	
  genoma	
  
hospedador	
   mediante	
   la	
   acción	
   de	
   una	
   integrasa	
  
también	
   codificada	
   por	
   el	
   gen	
   pol	
   del	
   elemento	
  
(Wilhelm	
   &	
   Wilhelm,	
   2001).	
   Su	
   mecanismo	
   de	
  
movilización	
   se	
   resume	
   de	
   forma	
   esquemática	
   en	
   la	
  
figura	
   6.	
   Frecuentemente	
   aparecen	
   flanqueados	
   por	
  
duplicaciones	
   cortas	
   del	
   sitio	
   diana	
   de	
   inserción,	
  
llamadas	
   TSDs	
   (de	
   Target	
   Site	
   Duplications),	
   que	
   se	
  
generan	
   en	
   el	
   proceso	
   de	
   integración	
   (Sverdlov,	
  
1998).	
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Figura	
   6:	
   Mecanismo	
   de	
   movilización	
   de	
   un	
  
retrotransposón	
   de	
   tipo	
   LTR.	
   Los	
   elementos	
   LTR	
   son	
  
transcritos	
  y	
  exportados	
  al	
  citoplasma,	
  donde	
  forman	
  las	
  VLPs,	
  y	
  
sintetizan	
   su	
   DNA,	
   que	
   vuelve	
   al	
   núcleo	
   para	
   integrarse	
   en	
   el	
  
genoma.	
  
	
  
	
   El	
   mecanismo	
   de	
   replicación	
   de	
   estos	
  
retrotransposones	
   es	
   casi	
   idéntico	
   al	
   de	
   los	
  
retrovirus,	
  y	
  ambos	
  codifican	
  proteínas	
  muy	
  similares	
  
(Wilhelm	
   &	
   Wilhelm,	
   2001);	
   no	
   obstante,	
   los	
  
retrovirus	
   parece	
   que	
   han	
   evolucionado	
   a	
   partir	
   de	
  
ellos,	
   mediante	
   la	
   adquisición	
   de	
   una	
   propiedad	
  
adicional,	
   la	
   capacidad	
   de	
   formar	
   una	
   cubierta	
   que	
  
protege	
   el	
  material	
   genético	
  del	
   virus	
   en	
   su	
   viaje	
   de	
  
una	
  célula	
  a	
  otra,	
  esto	
  sería	
  posible	
  con	
  la	
  adquisición	
  
de	
   un	
   gen	
   env	
   por	
   parte	
   de	
   un	
   elemento	
   LTR;	
   otros	
  
genes	
  accesorios	
  asimismo	
  podrían	
  haber	
  dado	
  lugar	
  
a	
   otros	
   tipos	
   de	
   virus	
   (Purcell	
   et	
   al.,	
   1996;	
   Lerat	
   &	
  
Capy,	
  1999).	
  Como	
  ejemplo,	
  el	
  virus	
  VIH	
  que	
  causa	
  la	
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enfermedad	
   humana	
   Sindrome	
   de	
   la	
  
Inmunodeficiencia	
  Adquirida	
  o	
  SIDA,	
  es	
  un	
  retrovirus	
  
complejo,	
   con	
   varios	
   genes	
   accesorios	
   que	
   permiten	
  
entre	
   otros	
   procesos	
   la	
   evasión	
   del	
   sistema	
  
inmunitario	
  (Piguet	
  et	
  al.,	
  2000).	
  
	
   Se	
   ha	
   propuesto	
   que	
   este	
   gen	
   env	
   puede,	
   en	
  
algunos	
   casos,	
   convertir	
   al	
   elemento	
   en	
   infectivo,	
  
permitiendo	
  el	
  paso	
  de	
  una	
  célula	
  a	
  otra,	
  como	
  ocurre	
  
con	
   los	
   elementos	
   gypsy	
   de	
   Drosophila	
   (Song	
   et	
   al.,	
  
1994;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  1994).	
  
	
   La	
   situación	
   se	
   complica	
   cuando	
   examinamos	
  
ciertos	
   tipos	
   de	
   retroelementos	
   LTR,	
   que	
   poseen	
   un	
  
gen	
   similar	
   a	
   los	
   env	
   de	
   retrovirus;	
   este	
   es	
   por	
  
ejemplo	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  retrovirus	
  endógenos	
  (ERV	
  por	
  
Endogenous	
   Retroviruses),	
   estos	
   retroelementos	
  
parecen	
   haberse	
   originado	
   a	
   partir	
   de	
   un	
   retrovirus	
  
ancestral,	
  que	
  infectó	
  la	
  línea	
  germinal	
  y	
  se	
  integró	
  de	
  
manera	
  permanente	
  en	
  el	
  genoma	
  del	
  hospedador	
  (Yi	
  
et	
  al.,	
  2004).	
   	
  
	
   Por	
   último,	
   los	
   retrotransposones	
   de	
   tipo	
  
LTR	
  no	
  autónomos	
  son	
  elementos	
  que	
  poseen	
  unas	
  
LTRs	
   idénticas	
   o	
   similares	
   a	
   las	
   del	
   elemento	
  
autónomo	
   responsable	
   de	
   su	
   movilización,	
   pero	
  
carecen	
  de	
  alguno	
  o	
   todos	
   los	
  genes	
  necesarios	
  para	
  
su	
   replicación	
   e	
   integración.	
   La	
   maquinaria	
   de	
   un	
  
retroelemento	
  LTR	
  autónomo	
  puede	
  reconocer	
  estas	
  
LTRs	
   y	
   llevar	
   a	
   cabo	
   el	
   ciclo.	
   Este	
   	
   es	
   el	
   caso	
   por	
  
ejemplo	
  del	
  elemento	
  no	
  autónomo	
  Dasheng	
  del	
  maíz	
  
y	
   su	
   correspondiente	
   autónomo	
   RIRE2	
   (Jiang	
   et	
   al.,	
  
2002).	
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1.1.3.2.2.-­‐	
  Retrotransposones	
  No-­‐LTR.	
  
	
   	
  
	
   Este	
   tipo	
   de	
   retrotransposones	
   deben	
   su	
  
nombre	
   a	
   que	
   carecen	
   de	
   las	
   LTRs,	
   y	
   tanto	
   su	
  
estructura	
   como	
   su	
  mecanismo	
   de	
  movilización	
   son	
  
muy	
  diferentes	
  a	
  los	
  retrotransposones	
  de	
  tipo	
  LTR	
  y	
  
los	
   retrovirus.	
   Se	
   pueden	
   dividir	
   en	
   dos	
   grupos	
  
principales	
  atendiendo	
  a	
  la	
  longitud	
  de	
  su	
  secuencia:	
  
	
   -­‐	
   Los	
   LINEs	
   (Long	
   INterspersed	
   Elements)	
   o	
  
LINE-­‐like,	
  con	
  una	
  secuencia	
  más	
  larga	
  (generalmente	
  
alrededor	
   de	
   6kB),	
   suelen	
   ser	
   retrotransposones	
  
autónomos	
  (Revisado	
  en	
  Kazazian	
  &	
  Goodier,	
  2002).	
  
	
   -­‐	
  Los	
  SINEs	
  (Short	
  INterspersed	
  Elements),	
  más	
  
cortos,	
  generalmente	
  de	
  unos	
  pocos	
  cientos	
  de	
  bases,	
  
que	
   son	
   retrotransposones	
   no	
   autónomos	
   (revisado	
  
en	
  Okada,	
  1991).	
  
	
  
	
   Los	
   LINEs	
   suelen	
   contener	
   una	
   secuencia	
  
promotora	
   interna	
   situada	
   en	
   su	
   región	
   5’	
   no	
  
traducida	
   (5’UTR)	
   para	
   iniciar	
   su	
   expresión	
  
(Swergold,	
  1990),	
  una	
  región	
  intermedia,	
  de	
  longitud	
  
y	
  características	
  variables	
  según	
  el	
   tipo	
  de	
  elemento,	
  
que	
  contiene	
  las	
  proteínas	
  del	
  elemento	
  (ORFs);	
  y	
  por	
  
último,	
  una	
  secuencia	
  no	
   traducida	
  en	
  su	
  extremo	
  3’	
  
(3’UTR)	
  rica	
  en	
  adeninas	
  y	
  timinas	
  que	
  acaba	
  en	
  una	
  
señal	
  de	
  poliadenilación	
  débil.	
  
	
   Los	
   LINEs	
   (figura	
   3)	
   constituyen	
   el	
   grupo	
   de	
  
retroelemenentos	
   con	
   mayor	
   éxito	
   evolutivo	
   en	
  
mamíferos,	
   siendo	
   LINE-­‐1	
   (figura	
   10),	
   descrito	
   con	
  
más	
  detalle	
  en	
  el	
  siguiente	
  apartado,	
  su	
  representante	
  
más	
  extendido.	
  La	
   región	
  central	
  de	
  estos	
  elementos	
  
móviles	
   está	
   compuesta	
   por	
   una	
   secuencia	
   que	
  
codifica	
   dos	
   proteínas	
   necesarias	
   para	
   la	
  
retrotransposición	
   (Kulpa	
   &	
   Moran,	
   2005),	
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denominadas	
   como	
   ORF1	
   y	
   ORF2;	
   sin	
   embargo,	
   en	
  
otros	
  retroelementos	
  de	
  tipo	
  no	
  LTR,	
  sólo	
  se	
  requiere	
  
una	
   poliproteína,	
   como	
   ocurre	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   los	
  
elementos	
  R2	
  de	
  Bombyx	
  mori	
  (Luan	
  et	
  al.,	
  1993).	
  	
  	
  
	
   Para	
   su	
  movilización,	
   el	
   RNA	
   resultante	
   de	
   la	
  
transcripción	
   del	
   elemento	
   va	
   al	
   citoplasma	
  
(Skorowski	
   &	
   Singer,	
   1985),	
   donde	
   se	
   traducen	
   las	
  
proteínas	
   necesarias	
   para	
   la	
   retrotransposición	
  
(Alisch	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Dmitriev	
  et	
  al.,	
  2007)	
  y	
  se	
  unen	
  al	
  
RNA	
   formando	
   una	
   ribonucleopartícula	
   (RNP),	
   que	
  
vuelve	
  al	
  núcleo	
  (Kulpa	
  &	
  Moran,	
  2006).	
  Una	
  vez	
  allí,	
  
se	
   produce	
   la	
   reversotranscripción	
   in	
   situ	
   e	
  
integración	
  del	
  elemento,	
  en	
  un	
  proceso	
  denominado	
  
Target	
  Primed	
  Reverse	
  Transcription	
  o	
  TPRT	
  (Luan	
  et	
  
al.,	
   1993),	
   descrito	
   con	
   más	
   detalle	
   más	
   adelante	
  
(figura	
  11).	
  	
  
	
   El	
   sitio	
   de	
   inserción	
   de	
   estos	
   elementos	
   varía	
  
dependiendo	
  del	
   elemento,	
   en	
   algunos	
   casos	
   es	
  muy	
  
específico,	
   como	
   ocurre	
   por	
   ejemplo	
   con	
   los	
  
elementos	
  R1	
   y	
  R2	
  de	
   insectos,	
   que	
   sólo	
   se	
   insertan	
  
en	
   secuencias	
   muy	
   concretas	
   de	
   los	
   genes	
   de	
   RNA	
  
ribosomal	
   (Luan	
   et	
   al.,	
   1993);	
   en	
   otros	
   casos,	
   en	
  
cambio,	
   el	
   sitio	
   diana	
   es	
   mucho	
   más	
   variable,	
  
pudiendo	
   insertarse	
   en	
   casi	
   cualquier	
   región	
   del	
  
genoma,	
  como	
  ocurre	
  por	
  ejemplo	
  con	
  los	
  elementos	
  
LINE-­‐1	
   humanos	
   (L1),	
   que	
   a	
   nivel	
   de	
   secuencia	
   sólo	
  
necesitan	
  la	
  presencia	
  de	
  una	
  región	
  corta	
  rica	
  en	
  AT	
  
para	
  iniciar	
  su	
  inserción	
  por	
  TPRT	
  (Jurka,	
  1997).	
  
	
   Los	
   SINEs	
   y	
   otros	
   retroelementos	
   no	
   LTR	
   no	
  
autónomos	
  carecen	
  de	
  reversotranscriptasa,	
  y	
  por	
   lo	
  
general	
   su	
   secuencia	
   carece	
  de	
  potencial	
   codificante,	
  
aunque	
  poseen	
   la	
   capacidad	
  de	
  secuestrar	
  de	
  alguna	
  
manera	
   la	
   maquinaría	
   de	
   los	
   retrotransposones	
  
autónomos	
   (Dewannieux	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Hancks	
   et	
   al,	
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2012).	
   En	
   este	
   tipo	
   de	
   elementos	
   apreciamos	
   una	
  
región	
   rica	
   en	
   adeninas	
   y	
   timinas	
   en	
   el	
   extremo	
   3’,	
  
por	
   donde	
   empiezan	
   la	
   reversotranscripción	
   los	
  
retrotransposones	
  no	
  LTR	
  autónomos.	
  
	
   A	
   este	
   grupo	
   pertenecen	
   retrotransposones	
  
como	
   los	
   elementos	
   B1	
   de	
   ratón	
   o	
   Alu	
   o	
   SVA	
   (por	
  
SINE	
   VNTR	
   Alu)	
   en	
   humanos,	
   cuya	
   movilidad	
   es	
  
dirigida	
   por	
   los	
   elementos	
   LINE	
   (revisado	
   en	
  
Babushok	
  &	
  Kazazian,	
  2007).	
  
	
  
	
  
1.1.4.-­‐	
  	
  Elementos	
  móviles	
  en	
  el	
  genoma	
  humano.	
  
	
  
	
   Una	
  de	
   las	
  grandes	
  sorpresas	
   tras	
   terminar	
   la	
  
secuenciación	
   del	
   genoma	
   humano	
   fue	
   comprobar	
  
que,	
  a	
  pesar	
  de	
  su	
  gran	
  tamaño,	
  tan	
  sólo	
  un	
  1-­‐2%	
  de	
  
su	
   contenido	
   correspondía	
   a	
   secuencias	
   codificantes	
  
(Lander	
   et	
  al.,	
   2001).	
   Se	
   comprobó	
   que	
   una	
   enorme	
  
proporción	
   del	
   genoma	
   (más	
   del	
   50%)	
   estaba	
  
formada	
  por	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  secuencias	
  repetidas,	
  
destacando	
   entre	
   ellas	
   los	
   elementos	
   móviles,	
   que	
  
suponen	
   aproximadamente	
   un	
   45%	
   del	
   genoma	
  
(Tabla	
   4	
   y	
   Figura	
   7),	
   destacando	
   la	
   importante	
  
presencia	
   de	
   los	
   	
   retroelementos	
   de	
   tipo	
   no-­‐LTR	
  
(Lander	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Cordaux	
   &	
   Batzer,	
   2009).	
   Por	
  
otro	
   lado,	
   estudios	
   mas	
   recientes	
   indican	
   que	
   hasta	
  
mas	
  de	
  un	
  70%	
  del	
  genoma	
  humano	
  es	
  derivado	
  de	
  la	
  
actividad	
   de	
   DNA	
   móvil,	
   aunque	
   la	
   presencia	
   de	
  
mutaciones	
  dificulta	
  su	
  clasificación	
  (de	
  Koning	
  et	
  al.,	
  	
  
2011).	
  
	
   Si	
   analizamos	
   en	
   mayor	
   profundidad	
   la	
  
proporción	
   de	
   elementos	
   móviles	
   en	
   el	
   genoma	
  
humano	
   encontramos	
   la	
   siguiente	
   distribución,	
  
recogida	
  en	
  la	
  tabla	
  4	
  y	
  la	
  figura	
  7.	
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Tabla	
  4:	
  Proporción	
  de	
  elementos	
  repetidos	
  en	
  el	
  
genoma	
   humano.	
   Tipos	
   de	
   secuencias	
   repetidas	
   y	
   su	
  
porcentaje	
   total	
   en	
   el	
   genoma	
  humano	
   (adaptado	
  de	
   Lander	
  et	
  
al.,	
  2001).	
  hATs:	
  ;	
  MIR:	
  ;	
  MaLRs:	
  .	
  
	
  

Específicos de 
 primate (%) 

Fracción de  
genoma (%) 

LINEs 
 LINE1 
 LINE2 
 L3/CR1 

SINEs 
 B1 
 B2 
 B4/RSINE 
 ID 
 MIR/MIR3 

Elementos LTR 
 ERV claseI 
 ERV claseII 
 ERV claseIII 
 MaLRs (III) 

Elementos de DNA 
 Charlie 
 Otros hATs 
 Tigger 
 Mariner 

Sin clasificar 
 
Total 

20.99 
17.37 
3.30 
0.32 

13.64 
10.74 

- 
- 
- 

2.90 
8.55 
2.92 
0.30 
1.55 
3.78 
3.03 
1.41 
0.31 
1.06 
0.10 
0.15 
 

46.36 

7.94 
7.94 

- 
- 

10.74 
10.74 

- 
- 
- 
- 

4.09 
2.02 
0.30 
0.19 
1.58 
1.00 
0.14 

- 
0.76 
0.07 
0.14 

 
24.05 

Elementos 
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Figura	
   7:	
   Elementos	
   repetidos	
   en	
   el	
   genoma	
  
humano.	
   Un	
   45%	
   del	
   genoma	
   humano	
   está	
   compuesto	
   por	
  
secuencias	
  repetidas.	
  	
  
	
  
	
   Casi	
   un	
   3%	
   del	
   genoma	
   humano	
   está	
  
compuesto	
   por	
   transposones	
   de	
   DNA	
   de	
   cortar	
   y	
  
pegar,	
   concretamente	
   encontramos	
   elementos	
  
Charlie,	
   Mariner	
   y	
   Tigger	
   (Lander	
   et	
   al.,	
   2001;	
  
Goodier	
  &	
  Kazazian,	
  2008;	
  Mills	
  et	
  al.,	
  2007),	
  aunque	
  
ya	
   no	
   son	
   activos.	
   Los	
   motivos	
   por	
   los	
   que	
   estos	
  
elementos	
   han	
   perdido	
   su	
   capacidad	
   de	
  movilizarse	
  
en	
   el	
   genoma	
   humano	
   no	
   se	
   conocen	
   por	
   completo,	
  
pero	
   las	
  evidencias	
  genéticas	
   indican	
  que	
  dejaron	
  de	
  
ser	
   móviles	
   en	
   nuestro	
   genoma	
   hace	
   millones	
   de	
  
años.	
  
	
   Dentro	
  de	
   los	
  retrotransposones	
  encontramos	
  
las	
   dos	
   clases	
   principales:	
   los	
   de	
   tipo	
   LTR,	
  
representados	
   mayoritariamente	
   por	
   los	
  
denominados	
   hERVs	
   (por	
   human	
   endogenous	
  
retroviruses),	
  que	
  parecen	
  no	
  ser	
  activos,	
  y	
  los	
  de	
  tipo	
  
no-­‐LTR,	
   que	
   constituyen	
   por	
   sí	
   solos	
   un	
   tercio	
   de	
  
nuestro	
   genoma	
   (Lander	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Precisamente	
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dentro	
   de	
   este	
   segundo	
   tipo	
   encontramos	
   un	
   grupo	
  
de	
   elementos	
   que	
   continúa	
   movilizándose	
   de	
   forma	
  
activa	
   dentro	
   de	
   nuestro	
   genoma,	
   lo	
   que	
   los	
   hace	
  
especialmente	
   relevantes	
   para	
   su	
   estudio	
   en	
  
biomedicina,	
   dado	
   que	
   su	
   movilización	
   puede	
  
provocar	
   la	
   aparición	
   de	
   enfermedades	
   genéticas	
  
tales	
   como	
  por	
   ejemplo	
   la	
  hemofilia	
   (Kazazian	
  et	
  al.,	
  
1988)	
  o	
  la	
  distrofia	
  muscular	
  de	
  Duchenne	
  (Narita	
  et	
  
al.,	
  1993).	
  
	
   LINE-­‐1	
  es	
  el	
  único	
   retrotransposón	
  autónomo	
  
activo	
   en	
   la	
   actualidad	
   en	
   el	
   genoma	
   humano,	
   y	
   sus	
  
inserciones	
  de	
  novo	
  continúan	
  impactando	
  en	
  nuestro	
  
genoma.	
   Además,	
   su	
   actividad	
   es	
   responsable	
   de	
   la	
  
movilización	
   del	
   resto	
   de	
   elementos	
   activos	
   no	
  
autónomos,	
   constituidos	
   por	
   Alu,	
   SVA	
   y	
   los	
  
pseudogenes	
   procesados	
   o	
   retrogenes	
   (figura	
   8)	
  
(revisado	
  en	
  Goodier	
  &	
  Kazazian,	
  2008).	
  

	
  
	
  
Figura	
  8:	
  Retrotransposones	
  no	
  autónomos	
  en	
  el	
  
genoma	
  humano	
  movilizados	
   por	
   LINE-­‐1.	
   Esquema	
  
de	
  las	
  secuencias	
  movilizadas	
  por	
  L1:	
   SINEs	
  (Short	
  INterspersed	
  
Elements),	
  Alu:	
  A,	
  caja	
  A;	
  B,	
  caja	
  B;	
  A+,	
  región	
  rica	
  en	
  adeninas.	
  
SVA	
  (SINE-­‐VNTR-­‐Alu):	
  Alu-­‐like,	
  región	
  similar	
  a	
  Alu;	
  VNTR	
  (por	
  
Variable	
   Number	
   Tandem	
   Repeats),	
   repeticiones	
   en	
   tándem	
   de	
  
número	
  variable.	
  (Adaptado	
  de	
  Goodier	
  &	
  Kazazian,	
  2008	
  y	
  Mills	
  
et	
  al.,	
  2007)	
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1.2.-­‐	
   Los	
   elementos	
   LINE-­‐1	
   (L1)	
   en	
   el	
  
genoma	
  humano.	
  
	
  
	
  
1.2.1.-­‐	
  Descubrimiento.	
  
	
  
	
   A	
  finales	
  de	
  los	
  años	
  60	
  ya	
  se	
  había	
  descrito	
  la	
  
existencia	
  de	
  secuencias	
  repetidas	
  en	
  los	
  genomas	
  de	
  
eucariotas,	
   estimándose	
  que	
   representaban	
  entre	
  un	
  
20-­‐60%	
   del	
   tamaño	
   total	
   del	
   genoma.	
   Este	
   tipo	
   de	
  
secuencias	
   se	
   dividían	
   entre	
   secuencias	
   altamente	
  
repetidas	
   y	
   secuencias	
   moderadamente	
   repetidas	
  
(Britten	
   &	
   Kohne,	
   1968);	
   unos	
   años	
   después,	
   se	
  
encontró	
   por	
   primera	
   vez	
   una	
   secuencia	
   repetida	
  
inusualmente	
   larga	
   (de	
   aproximadamente	
   6.4kb)	
   en	
  
las	
  proximidades	
  del	
  gen	
  de	
  la	
  beta-­‐globina	
  (Adams	
  et	
  
al.,	
  1980).	
  
	
  
	
   Años	
   más	
   tarde	
   se	
   describió	
   que	
   esta	
  
secuencia	
   estaba	
   compuesta	
   por	
   cuatro	
   subfamilias	
  
distintas,	
   que	
   pertenecían	
   a	
   una	
   misma	
   familia	
   de	
  
secuencias	
   repetidas	
   en	
   el	
   genoma,	
   denominadas	
   en	
  
ese	
   momento	
   como	
   Kpn	
   I	
   (Shafit-­‐Zagardo,	
   1982);	
  
concretamente	
   pertenecían	
   a	
   las	
   subfamilias	
   Kpn	
   I	
  
1.2kb,	
   1.5kb	
   y	
   dos	
   subfamilias	
   de	
   Kpn	
   I	
   1.8kb.	
   Se	
  
comprobó	
  además	
  que	
  estas	
  secuencias	
  aparecían	
  en	
  
el	
   mismo	
   orden	
   (5'-­‐pBK(1.8)26-­‐pBK(1.5)54-­‐
pBK(1.2)11-­‐pBK(1.8)11-­‐3'),	
   conformando	
   una	
  
secuencia	
   repetida	
   con	
   un	
   tamaño	
   total	
   de	
   6.4kb	
  
(Shafit-­‐Zagardo,	
   1982;	
   Thayer	
   &	
   Singer,	
   1983).	
  
Además,	
   se	
   comprobó	
   que	
   esta	
   secuencia	
   aparecía	
  
dispersa	
   por	
   el	
   genoma,	
   presentaba	
   múltiples	
  
polimorfismos	
   y,	
   al	
   menos	
   en	
   algunos	
   casos,	
   podía	
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transcribirse	
  a	
  RNA	
  (DiGiovanni	
  et	
  al.,	
  1983;	
  Lerman	
  
et	
  al.,	
  1983).	
  	
  
	
  
	
   Esta	
  secuencia	
  se	
  caracterizó	
  con	
  más	
  detalle	
  y	
  
pasó	
   a	
   conocerse	
   como	
   LINE-­‐1	
   (Singer,	
   1982;	
  
Grimaldi,	
   1984).	
   Poco	
   después,	
   en	
   el	
   citoplasma	
   de	
  
varias	
   líneas	
   celulares,	
   se	
   descubrió	
   la	
   existencia	
   de	
  
transcritos	
   de	
   estas	
   secuencias	
   de	
   hasta	
   6,5kb	
   de	
  
longitud	
  (Skorowski	
  &	
  Singer,	
  1985),	
  demostrándose	
  
así	
  que	
  era	
  capaz	
  de	
  expresarse.	
  
	
  
	
   Cómo	
   estas	
   secuencias	
   se	
   habían	
   hecho	
   tan	
  
abundantes	
  en	
  el	
   genoma	
  seguía	
   siendo	
  un	
  misterio,	
  
pero	
   un	
   análisis	
   más	
   exhaustivo	
   reveló	
   otra	
   gran	
  
sorpresa:	
   la	
   existencia	
   de	
   una	
   región	
   dentro	
   de	
   los	
  
elementos	
  LINE-­‐1	
  que	
  codificaba	
  una	
  proteína	
  similar	
  
a	
   otras	
   reversotranscriptasas	
   conocidas	
   (Muranyi,	
  
1988);	
  	
  pruebas	
  adicionales	
  apuntaban	
  que	
  ésta	
  podía	
  
seguir	
  siendo	
  funcional	
  (Sakaki,	
  1987).	
  
	
  
	
   Así,	
  el	
  descubrimiento	
  de	
  que	
  en	
  humanos	
  este	
  
tipo	
  de	
  elemento	
  continuaba	
  movilizándose	
  de	
  forma	
  
activa	
  se	
  produjo	
  poco	
  después,	
  y	
  coincidiendo	
  con	
  la	
  
descripción	
   del	
   	
   primer	
   caso	
   	
   de	
   una	
   enfermedad	
  
humana	
   causada	
   por	
   LINE-­‐1,	
   la	
   hemofilia	
   A.	
   Se	
  
detectó	
   la	
  presencia	
  de	
  dos	
   inserciones	
  distintas	
   (de	
  
3.8	
  y	
  2.3kb	
  de	
  longitud)	
  de	
  este	
  elemento	
  	
  en	
  el	
  exón	
  
14	
  del	
  gen	
  del	
  factor	
  VIII,	
  en	
  2	
  pacientes	
  	
  de	
  hemofilia	
  
A	
   (de	
   un	
   total	
   de	
   240)	
   (Kazazian,	
   1988).	
   Años	
   más	
  
tarde,	
   se	
   consiguió	
   aislar	
   el	
   elemento	
   completo	
   de	
  
estos	
  individuos,	
  y	
  se	
  comprobó	
  que	
  se	
  trataba	
  de	
  dos	
  
elementos	
   del	
   mismo	
   tamaño	
   pero	
   	
   parcialmente	
  
distintos	
  a	
  nivel	
  de	
  secuencia,	
  denominándose	
  L1.1	
  y	
  
L1.2.	
  En	
  el	
  mismo	
  estudio	
  se	
  consiguió	
  además	
  aislar	
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un	
   tercer	
   elemento	
   también	
   distinto,	
   llamado	
   L1.3	
  
(Dombroski	
  et	
  al.,	
  1991).	
  
	
  
	
   Años	
  más	
  tarde,	
  en	
  el	
   laboratorio	
  del	
  Dr.	
  Haig	
  
Kazazian,	
  el	
  también	
  Dr.	
  John	
  V.	
  Moran,	
  aprovechando	
  
las	
   propiedades	
   del	
   retrotransposón	
   y	
   mediante	
   el	
  
empleo	
   de	
   un	
   ensayo	
   de	
   gen	
   reportero,	
   diseñó	
   un	
  
ensayo	
   pionero	
   para	
   poder	
   estudiar	
   en	
   células	
   en	
  
cultivo	
   la	
   capacidad	
   de	
   movilizarse	
   de	
   estos	
  
elementos,	
   (Moran	
  et	
  al.,	
   1996);	
   el	
  Dr.	
  Moran	
  utilizó	
  
un	
   casete	
  diseñado	
  originalmente	
  para	
   el	
   estudio	
  de	
  
la	
   movilidad	
   de	
   retrovirus	
   (Heidmann	
   et	
   al.,	
   1988;	
  
Freeman	
  et	
  al.,	
  1994)	
  y	
  lo	
  adapto	
  al	
  elemento	
  LINE-­‐1.	
  
Sorprendentemente,	
   este	
   sistema	
   no	
   sólo	
   demostró	
  
que	
  el	
  elemento	
  es	
  activo,	
  sino	
  que	
  además	
  su	
  tasa	
  de	
  
movilización	
  es	
  muy	
  alta	
  en	
  líneas	
  celulares	
  humanas	
  
transformadas	
   (Moran	
   et	
  al.,	
   1996).	
  Desde	
   entonces,	
  
este	
  sistema	
  de	
  movilidad	
  in	
  vitro	
  se	
  ha	
  utilizado	
  por	
  
numerosos	
   laboratorios	
   del	
   mundo	
   para	
   descifrar	
  
procesos	
  de	
  la	
  biología	
  de	
  LINE-­‐1.	
  
	
  
	
  
1.2.2.-­‐	
  Estructura.	
  	
  
	
  
	
   Los	
   elementos	
   LINE-­‐1	
   están	
   compuestos	
   por	
  
una	
   región	
   5’	
   no	
   traducida	
   (5’	
   UTR),	
   que	
   contiene	
  
actividad	
  promotora	
  interna	
  (Swergold,	
  1990),	
  y	
  una	
  
actividad	
   promotora	
   antisentido	
   (ASP)	
   menos	
  
potente	
   (Speek,	
   2001)	
   (figura	
   9).	
   Seguidamente	
   se	
  
encuentra	
   un	
   marco	
   abierto	
   de	
   lectura	
   bicistrónico	
  
que	
   codifica	
   las	
   proteínas	
   responsables	
   de	
   la	
  
movilidad	
   de	
   L1,	
   conocidas	
   como	
   ORF1	
   y	
   ORF2	
  
(Mcmillan	
   &	
   Singer,	
   1993),	
   descritas	
   en	
   detalle	
  
posteriormente;	
   entre	
   ambas	
   proteínas	
   existe	
   una	
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pequeña	
  región	
  intergénica	
  que	
  puede	
  ser	
  modificada	
  
sin	
   afectar	
   en	
   gran	
   medida	
   la	
   retrotransposición	
  
(Alisch	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Tanto	
   ORF1	
   como	
   ORF2	
   son	
  
requeridas	
  para	
  la	
  movilización	
  del	
  elemento	
  (Feng	
  et	
  
al.,	
   1996;	
   Kulpa	
   &	
   Moran,	
   2005).	
   Finalmente,	
  
contienen	
   una	
   región	
   3’	
   no	
   traducida	
   (3’	
   UTR	
   por	
  
Untranslated	
   Region),	
   que	
   termina	
   en	
   una	
   señal	
   de	
  
poliadenilación	
   relativamente	
  débil,	
   lo	
   cual	
  hace	
  que	
  
sea	
   frecuente	
   encontrar	
   transducciones	
   de	
   otras	
  
secuencias	
  situadas	
  aguas	
  abajo	
  del	
  elemento	
  tras	
  su	
  
movilización	
   (Moran	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Pickeral	
   et	
   al.,	
  
2000).	
  Cuando	
  se	
  analiza	
  el	
  genoma,	
  lo	
  más	
  frecuente	
  
es	
   encontrar	
   estos	
   elementos	
   flanqueados	
   por	
  
duplicaciones	
  del	
  sitio	
  diana	
  de	
  unas	
  2	
  a	
  20	
  pares	
  de	
  
bases	
  (Kazazian	
  et	
  al.,	
  1988).	
  
	
  
	
  

	
  
Figura	
   9:	
   Estrutura	
   de	
   un	
   elemento	
   LINE-­‐1	
  
humano.	
   Representación	
   esquemática	
   de	
   las	
   secuencias	
  
contenidas	
   en	
   el	
   retroelemento:	
   UTR,	
   región	
   sin	
   traducir;	
   ORF,	
  
marco	
  abierto	
  de	
  lectura;	
  An,	
  cola	
  de	
  poliAdeninas.	
  
	
  
	
   En	
   la	
  región	
  5’UTR,	
  además	
  de	
   las	
  actividades	
  
promotoras,	
  encontramos	
  sitios	
  de	
  unión	
  de	
  diversos	
  
factores	
   de	
   transcripción,	
   de	
   entre	
   los	
   que	
   destacan	
  
YY-­‐1	
   (Athanikar	
   et	
   al.,	
   2004)	
   y	
   RUNX3	
   (Yang	
   et	
   al.,	
  
2003).	
   La	
   región	
   5’UTR	
   de	
   L1	
   contiene	
   también	
  
múltiples	
   sitios	
   susceptibles	
   de	
   sufrir	
   metilación	
  
(islas	
  CpG),	
  especialmente	
  importantes	
  para	
  la	
  célula	
  
para	
  ejercer	
  un	
  control	
  de	
  la	
  expresión	
  del	
  elemento.	
  
La	
   región	
   5’UTR	
   se	
   encuentra	
   fuertemente	
  metilada	
  
en	
   células	
   diferenciadas,	
   mientras	
   que	
   el	
   nivel	
   de	
  

ORF1 5’UTR ORF2 3’UTR An 
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metilación	
   es	
   bajo	
   en	
   células	
   indiferenciadas,	
   como	
  
ocurre	
   por	
   ejemplo	
   al	
   reprogramar	
   las	
   células	
   a	
  
células	
  pluripotentes	
   inducidas	
  (o	
   iPSCs)	
   (Wissing	
  et	
  
al.,	
  2012).	
  
	
  
	
  
	
   ORF1	
   (figura	
   10)	
   es	
   una	
   proteína	
   de	
  
aproximadamente	
  40kDa	
  con	
  actividad	
  chaperona	
  de	
  
ácidos	
   nucleicos	
   (Martin	
   &	
   Buschman,	
   2001).	
   En	
   la	
  
región	
  N-­‐terminal,	
  necesaria	
  para	
  la	
  interacción	
  de	
  la	
  
proteína	
  con	
  otras	
  proteínas,	
  destaca	
   la	
  presencia	
  de	
  
un	
  dominio	
  de	
  cremallera	
  de	
  leucina	
  (Leucine	
  Zipper	
  o	
  
LZ)	
   (Holmes	
   et	
   al.,	
   1992;	
   Martin,	
   2003).	
   A	
  
continuación	
  se	
  encuentra	
  un	
  motivo	
  de	
  unión	
  a	
  RNA	
  
denominado	
   RRM	
   (RNA	
   Recognition	
  Motif)	
   (Khazina	
  
et	
  al.,	
  2009),	
  seguido	
  de	
  un	
  dominio	
  C-­‐terminal	
  (CTD)	
  
y	
  la	
  cooperación	
  de	
  ambos	
  se	
  requiere	
  para	
  su	
  unión	
  
al	
  RNA	
  (Khazina	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  
	
  

	
  
Figura	
   10:	
   Estructura	
   de	
   ORF1	
   de	
   un	
   elemento	
  
LINE-­‐1	
   humano.	
   Los	
   números	
   indican	
   las	
   posiciones	
   de	
  
aminoácidos	
  de	
  inicio	
  y	
  final	
  de	
  cada	
  dominio.	
  LZ,	
  cremallera	
  de	
  
leucina;	
  RRM,	
  dominio	
  de	
  reconocimiento	
  de	
  RNA;	
  CTD,	
  dominio	
  
C-­‐terminal.	
  
	
   	
  
	
   En	
   la	
   traducción	
   del	
   mensajero	
   de	
   LINE-­‐1	
   se	
  
producen	
   múltiples	
   copias	
   de	
   ORF1,	
   que	
   forman	
  
homotrímeros	
  mediante	
   la	
   interacción	
   cola	
   con	
   cola	
  
(coiled-­‐coil	
   o	
   C-­‐C)	
   de	
   su	
   parte	
   N-­‐terminal,	
   estos	
  

ORF1 

LZ## RRM# CTD#

90# 131# 157# 252# 317# 338#1#
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trímeros	
  se	
  unen	
  al	
  RNA	
  mediante	
  sus	
  dominios	
  RRM	
  
y	
   CTD,	
   formando	
   así	
   parte	
   de	
   la	
   RNP	
   completa	
   de	
  
LINE-­‐1	
   (Martin,	
   2003;	
   Khazina	
   et	
  al.,	
   2011,	
   revisado	
  
en	
  Martin,	
  2006).	
  
	
  
	
   ORF2	
  (figura	
  11)	
  es	
  una	
  proteína	
  multidominio	
  
de	
   aproximadamente	
   150kDA.	
   Está	
   compuesta	
   por	
  
los	
   dominios	
   endonucleasa	
   (EN),	
   un	
   dominio	
  
intermedio	
   llamado	
   dominio	
   Z	
   de	
   función	
  
desconocida	
   (Clements	
   &	
   Singer,	
   1998),	
   un	
   dominio	
  
reversotranscriptasa	
   (RT)	
   y	
   un	
   motivo	
   C-­‐terminal	
  
rico	
  en	
  cisteínas	
  (C)	
  (Clements	
  &	
  Singer,	
  1998).	
  
	
  
	
  

	
  
Figura	
   11:	
   Estructura	
   de	
   ORF2	
   de	
   un	
   elemento	
  
LINE-­‐1	
   humano.	
   Los	
   números	
   indican	
   las	
   posiciones	
   de	
  
aminoácidos	
   de	
   inicio	
   y	
   final	
   de	
   cada	
   dominio;	
   EN,	
   dominio	
  
endonucleasa;	
   Z,	
   dominio	
   Z;	
   RT,	
   dominio	
   reversotranscriptasa;	
  
C,	
   dominio	
   rico	
   en	
   cisteínas.	
   Adaptado	
   de	
   Clements	
   &	
   Singer,	
  
1998.	
  
	
  
	
   A	
   destacar,	
   mutaciones	
   en	
   los	
   tres	
   dominios	
  
principales	
   identificados	
   en	
   L1-­‐ORF2p	
   (EN,	
   RT	
   y	
   C),	
  
indican	
   que	
   son	
   actividades	
   necesarias	
   para	
   la	
  
retrotransposición	
   (Moran	
   et	
   al.,	
   1996),	
   aunque	
   se	
  
desconocen	
   bastantes	
   detalles	
   de	
   su	
   mecanismo	
   de	
  
acción.	
  
	
  
	
  

ORF2 

EN# Z# RT# C#

239# 380# 480# 498# 773# 1147#1# 1275#1130#



	
   36	
  

	
  
1.2.3.-­‐	
   Mecanismo	
   de	
   movilización	
   de	
   L1:	
   TPRT	
  
(Target	
  Primed	
  Reverse	
  Transcription).	
  
	
  
	
   Los	
   retrotransposones	
   L1	
   son	
   capaces	
   de	
  
hacer	
   una	
   copia	
   de	
   sí	
   mismos	
   en	
   otro	
   lugar	
   del	
  
genoma,	
  permaneciendo	
  en	
  su	
  localización	
  original	
  en	
  
el	
  DNA.	
  Para	
  ello,	
   a	
   través	
  de	
  un	
  RNA	
   intermediario,	
  
son	
   capaces	
   de	
   retrotranscribir	
   su	
   secuencia	
   a	
   una	
  
nueva	
  localización	
  (Singer,	
  1982).	
  	
  
	
   Los	
   elementos	
   L1	
   durante	
   su	
   movilicación	
  
producen	
   un	
   corte	
   en	
   una	
   de	
   las	
   cadenas	
   del	
   DNA	
  
(denominada	
  cadena	
   inferior	
  o	
  bottom-­‐strand)	
   (Feng	
  
et	
  al.,	
  1996),	
  y	
  utilizando	
  como	
  cebador	
  (o	
  primer)	
  el	
  
extremo	
   3’-­‐OH	
   que	
   queda	
   liberado	
   tras	
   el	
   corte	
   y	
  
como	
   molde	
   el	
   RNA	
   del	
   elemento	
   comienza	
   la	
  
reversotranscripción,	
   luego	
   se	
   sintetiza	
   la	
   cadena	
  
complementaria	
  y	
  una	
   ligasa	
   celular	
   sella	
   los	
  huecos	
  
(Luan	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Las	
  fases	
  finales	
  de	
  la	
  integración	
  
aun	
  no	
  están	
  muy	
  claras,	
  pero	
  es	
  frecuente	
  encontrar	
  
duplicaciones	
   cortas	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
   (Target	
  
SiteDuplications	
   o	
   TSDs)	
   de	
   unas	
   2	
   a	
   20	
   pares	
   de	
  
bases	
   flanqueando	
   a	
   estos	
   elementos,	
   siendo	
   estas	
  
TSDs	
   muy	
   características	
   de	
   este	
   mecanismo	
   de	
  
inserción	
  (Jurka	
  et	
  al.,	
  1997).	
  El	
  proceso	
  se	
  resume	
  en	
  
4	
   etapas	
   cuyo	
   esquema	
   se	
   muestra	
   en	
   la	
   figura	
   12	
  
(Luan	
  et	
  al.,	
  1993)	
  y	
  que	
  a	
  continuación	
  de	
  detallan:	
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Figura	
   12:	
   Target	
   Primed	
   Reverse	
   Transcription	
  
(TPRT).	
   Mecanismo	
   de	
   integración	
   de	
   L1	
   en	
   el	
   genoma	
  
(detalles	
  en	
  el	
  texto).	
  Adaptado	
  de	
  Luan	
  et	
  al.,	
  1993.	
  
	
  
1.	
   La	
   endonucleasa	
   del	
   L1	
   corta	
   en	
   una	
   cadena	
   del	
  
DNA	
   (cadena	
   inferior	
   o	
   bottom	
   strand)	
   donde	
  
reconoce	
   la	
   secuencia	
   consenso	
   5’	
   TTTT/A	
  3’,	
   o	
   una	
  
secuencia	
   similar,	
   revelando	
   el	
   extremo	
   3’-­‐OH	
   de	
   la	
  
base.	
  	
  
2.	
   Usando	
   como	
   molde	
   el	
   RNA	
   mensajero	
   de	
   L1,	
   y	
  
como	
  cebador	
  el	
  extremo	
  3’-­‐OH	
   libre	
  del	
  sitio	
  donde	
  
se	
  dará	
  la	
  inserción,	
  se	
  inicia	
  la	
  síntesis	
  de	
  la	
  primera	
  
cadena	
  de	
  DNA	
  del	
  retroelemento,	
  empezando	
  por	
  la	
  
cola	
  de	
  poliA	
  situada	
  en	
  el	
  extremo	
  3’	
  del	
  RNA.	
  
3.	
  Mientras	
   tiene	
   lugar	
   la	
  síntesis	
  de	
  cDNA	
  de	
  L1,	
   se	
  
produce	
   un	
   corte	
   en	
   la	
   segunda	
   cadena	
   (cadena	
  
superior	
   o	
   top	
   strand),	
   pero	
   normalmente	
   no	
   se	
  
produce	
  en	
  la	
  misma	
  posición	
  que	
  el	
  primer	
  corte.	
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4.	
   Se	
   va	
   sintetizando	
   la	
   cadena	
   complementaria	
   de	
  
DNA	
  de	
  L1,	
  a	
  la	
  vez	
  que	
  se	
  sintetiza	
  el	
  DNA	
  del	
  sitio	
  de	
  
inserción;	
   el	
   corte	
   de	
   la	
   cadena	
   superior	
   se	
   produce	
  
aguas	
   abajo	
   con	
   respecto	
   a	
   la	
   posición	
   del	
   primer	
  
corte	
  (cadena	
  inferior,	
  3’-­‐5’).	
  
5.	
   Al	
   actuar	
   una	
   polimerasa	
   a	
   ambos	
   lados	
   de	
   la	
  
inserción,	
   se	
   duplica	
   la	
   información	
   parcial,	
   dando	
  
lugar	
   a	
   duplicaciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
   o	
   TSDs	
  
(Target	
   Site	
   Duplications),	
   generalmente	
   de	
   2	
   a	
   20	
  
pares	
   de	
   bases	
   de	
   longitud,	
   características	
   del	
  
mecanismo	
  de	
  inserción	
  por	
  TPRT.	
  
	
  
	
   Es	
   importante	
   destacar	
   que,	
   por	
   las	
  
propiedades	
  de	
  la	
  reversotranscriptasa	
  del	
  L1,	
  existe	
  
la	
   posibilidad	
   de	
   que	
   sea	
   el	
   propio	
   L1	
   el	
   que,	
  
mediante	
   un	
   cambio	
   de	
   molde	
   (template	
   switching),	
  
pase	
   a	
   utilizar	
   como	
   cebador	
   el	
   extremo	
   que	
   queda	
  
libre	
   de	
   la	
   cadena	
   superior	
   para	
   continuar	
  
sintetizando	
   DNA	
   en	
   la	
   cadena	
   inferior,	
   que	
  
posteriormente	
   sería	
   sellada	
   por	
   una	
   ligasa.	
   Sin	
  
embargo,	
   a	
   dia	
   de	
   hoy	
   no	
   se	
   conoce	
   si	
   es	
   una	
  
polimerasa	
  celular	
  o	
  la	
  propia	
  RT	
  del	
  L1	
  la	
  encargada	
  
de	
   realizar	
   las	
   síntesis	
   de	
   las	
   cadenas	
  
complementarias.	
  
	
   Asimismo,	
   las	
   propiedades	
   de	
   las	
  
ribonucleopartículas	
   de	
   L1,	
   como	
   el	
   “template	
  
switching”,	
   permiten	
   la	
   aparición	
   de	
   inserciones	
   que	
  
contienen	
   dos	
   fragmentos	
   truncados	
   de	
   L1	
  
enfrentados	
   en	
   direcciones	
   opuestas,	
   con	
   una	
  
inversión	
   de	
   parte	
   de	
   la	
   secuencia,	
   dichos	
   eventos	
  
proceden	
  de	
  una	
  reacción	
  de	
  “doble	
  síntesis”	
  o	
  “twin	
  
priming”	
  (Ostertag	
  et	
  al.,	
  2001).	
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1.2.4.-­‐	
  Consecuencias	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  L1.	
  
	
  
	
   En	
   el	
   genoma	
   humano,	
   las	
   secuencias	
  
repetidas	
   móviles	
   activas	
   o	
   inactivas	
   suponen	
  
aproximadamente	
   un	
   45%	
   del	
   total	
   (Cordaux	
   &	
  
Batzer,	
   2009);	
   y	
   aunque	
   la	
   mayoría	
   no	
   tienen	
   ya	
  
capacidad	
   para	
   moverse,	
   otras	
   sí	
   que	
   conservan	
   el	
  
potencial	
   de	
  movilizarse	
   (revisado	
   en	
  Carreira	
  et	
  al.,	
  
2014),	
   pudiendo	
   tener	
   numerosos	
   efectos.	
   No	
  
obstante,	
  para	
  asegurar	
  su	
  continuidad	
  evolutiva,	
   las	
  
secuencias	
  repetidas	
  deben	
  movilizarse	
  en	
  las	
  células	
  
germinales	
   y/o	
   durante	
   el	
   desarrollo	
   embrionario	
  
temprano.	
   Cada	
   día	
   hay	
   más	
   evidencias	
   de	
   que	
   la	
  
movilidad	
   en	
   las	
   células	
   germinales	
   es	
   baja	
   o	
   casi	
  
inexistente,	
   de	
   manera	
   similar	
   a	
   lo	
   que	
   ocurre	
   en	
  
muchas	
   células	
   somáticas	
   adultas	
   (Belancio	
   et	
   al.,	
  
2010),	
   mientras	
   que	
   en	
   las	
   células	
   embrionarias,	
  
donde	
  el	
  genoma	
  está	
  demetilado	
  a	
  nivel	
  general,	
   los	
  
niveles	
   de	
   expresión	
   y	
   movilidad	
   son	
   mucho	
   más	
  
altos	
   (García-­‐Pérez	
   et	
   al.,	
   2007).	
   De	
   hecho,	
   estudios	
  
posteriores	
   usando	
   un	
  modelo	
  murino	
   de	
  movilidad	
  
de	
   un	
   elemento	
   LINE-­‐1	
   humano	
   revelaron	
   que	
   la	
  
mayoría	
   de	
   inserciones	
   heredables	
   se	
   producen	
  
durante	
   el	
   desarrollo	
   embrionario,	
   mientras	
   que	
   las	
  
inserciones	
  en	
  células	
  germinales	
  son	
  raras	
  (Kano	
  et	
  
al.,	
  2009).	
  
	
   No	
  obstante,	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  estas	
  secuencias	
  
se	
   movilicen	
   durante	
   el	
   desarrollo	
   embrionario	
   se	
  
traduce,	
   en	
   la	
  mayoría	
   de	
   las	
   nuevas	
   inserciones,	
   en	
  
un	
   mosaicismo	
   en	
   el	
   individuo	
   (García-­‐Pérez	
   et	
   al.,	
  
2007).	
   Las	
  nuevas	
   copias	
  de	
   secuencias	
   repetidas	
   se	
  
encontrarán	
   sólo	
   en	
   algunas	
   células	
   y	
   sus	
  
descendientes	
  y	
  tan	
  sólo	
  algunas	
  de	
  estas	
  inserciones	
  
pasarán	
  a	
  la	
  siguiente	
  generación.	
  De	
  hecho,	
  mediante	
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la	
   caracterización	
   de	
   nuevas	
   inserciones	
   que	
  
producen	
   una	
   enfermedad	
   genética	
   humana,	
   se	
   ha	
  
demostrado	
  que	
   éstas	
   se	
   acumulan	
  durante	
   estadios	
  
tempranos	
   del	
   desarrollo	
   y	
   que	
   los	
   seres	
   humanos	
  
somos	
  un	
  mosaico	
  para	
  nuestro	
  contenido	
  en	
  LINE-­‐1	
  
(Van	
  der	
  Huk	
  et	
  al.,	
   2007).	
   Por	
  otro	
   lado,	
   durante	
   la	
  
vida	
  de	
  un	
  individuo	
  siguen	
  existiendo	
  células	
  madre	
  
o	
  progenitoras	
  que	
  podrian	
  albergar	
  nuevos	
  eventos	
  
de	
   retrotransposición,	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   ha	
   descrito	
   en	
  
células	
  progenitoras	
  neuronales	
  (Muotri	
  et	
  al.,	
  2005),	
  
aunque	
  se	
  desconoce	
  que	
  otras	
  células	
  madre	
  adultas	
  
podrían	
  albergar	
  movilidad	
  de	
  LINE-­‐1.	
  	
  
	
   Dado	
  que	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción	
  del	
  elemento	
  es	
  
casi	
   aleatorio,	
   LINE-­‐1	
   se	
   puede	
   insertar	
   en	
  
prácticamente	
   cualquier	
   localización	
   del	
   genoma.	
  
Esto	
  quiere	
  decir	
  que	
  en	
  ocasiones	
  su	
  inserción	
  puede	
  
producirse	
  en	
  un	
   intrón	
  o	
  en	
  un	
  exón	
  afectando	
  a	
   la	
  
expresión	
  y/o	
  a	
  la	
  función	
  de	
  los	
  genes	
  situados	
  en	
  el	
  
área	
  cercana	
  (Beck	
  et	
  al.,	
  2011).	
  
	
   Asimismo,	
   en	
   el	
   elemento	
   LINE-­‐1	
   existen	
  
distintas	
  secuencias	
  reguladoras,	
  tales	
  como	
  sitios	
  de	
  
unión	
   de	
   factores	
   de	
   transcripción,	
   una	
   señal	
   de	
  
poliadenilación	
   y	
   dos	
   actividades	
   promotoras	
  
distintas	
   (sentido	
   y	
   antisentido).	
   Esto	
   provoca	
   que	
  
una	
  nueva	
  inserción	
  de	
  LINE-­‐1	
  pueda	
  afectar	
  en	
  gran	
  
medida	
   al	
   funcionamiento	
   de	
   las	
   zonas	
   donde	
   se	
  
integra,	
   alterando	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
   situados	
   en	
  
zonas	
   próximas	
   de	
   muchas	
   maneras	
   diferentes	
  
(revisado	
  en	
  Beck	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  
	
   A	
   los	
   efectos	
   intrínsecos	
   a	
   la	
   secuencia	
  
nucleotídica	
   de	
   LINE-­‐1	
   además	
   hay	
   que	
   añadirle	
   el	
  
efecto	
   de	
   su	
   movilidad	
   en	
   células	
   indiferenciadas,	
  
donde	
   el	
   sitio	
   de	
   inserción	
   es	
   silenciado	
  
epigenéticamente	
  mediante	
  deacetilación	
  de	
  histonas	
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(García-­‐Pérez	
   et	
   al,	
   2010).	
   Este	
   fenómeno	
   es	
  
específico	
   para	
   el	
   mecanismo	
   de	
   inserción	
   de	
   los	
  
elementos	
   LINE	
   (TPRT)	
   y	
   no	
   ocurre	
   en	
   el	
   caso	
   de	
  
inserciones	
   virales	
   (García-­‐Pérez	
   et	
   al,	
   2010);	
   por	
  
tanto	
   la	
   actividad	
   de	
   LINE-­‐1	
   también	
   es	
   capaz	
   de	
  
alterar	
   la	
   epigenética	
   la	
   región	
   donde	
   se	
  
retrotranscribe.	
  
	
  
	
   Todo	
  esto	
  supone	
  que	
  la	
   importancia	
  de	
  estos	
  
elementos	
   no	
   queda	
   restringida	
   al	
   plano	
   evolutivo,	
  
sino	
   también	
   a	
   nivel	
   biomédico,	
   ya	
   que	
   su	
   actividad	
  
puede	
   afectar	
   a	
   la	
   aparición	
   o	
   al	
   desarrollo	
   de	
  
enfermedades	
   genéticas.	
  Actualmente	
   se	
   conocen	
  65	
  
enfermedades	
   en	
   humanos	
   causadas	
   por	
   las	
  
inserciones	
   de	
   L1,	
   Alu	
   y	
   SVAs,	
   y	
   aunque	
   dichas	
  
enfermedades	
   son	
   causadas	
   por	
   lo	
   que	
   podríamos	
  
considerar	
  una	
  mutación	
  puntual,	
   se	
  ha	
  descrito	
  que	
  
la	
  actividad	
  de	
  LINE-­‐1,	
  ya	
  sea	
  por	
  su	
  movilización	
  o	
  la	
  
movilización	
   de	
   Alu	
   y	
   SVA,	
   puede	
   contribuir	
   al	
  
desarrollo	
   y	
   progresión	
   de	
   tumores	
   (Iskow	
   et	
   al.,	
  
2010).	
  
	
   Otra	
   de	
   las	
   consecuencias	
   ocasionales	
   de	
   la	
  
movilidad	
   de	
   LINE-­‐1	
   es	
   la	
   pérdida	
   de	
   información	
  
genética,	
   pudiendo	
   causar	
   delecciones	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
  
inserción	
   (Gilbert	
   et	
   al.,	
   2002).	
   	
   	
   Estas	
   delecciones	
  
pueden	
  ser	
  de	
  tamaño	
  considerable,	
  como	
  en	
  el	
  caso	
  
de	
  una	
  inserción	
  de	
  L1	
  en	
  el	
  componente	
  X	
  del	
  gen	
  de	
  
la	
  piruvato	
  deshidrogenasa	
  (PDHX)	
  donde	
  el	
   tamaño	
  
de	
   la	
   delección	
   producida	
   es	
   de	
   46	
   kb,	
   o	
   por	
   poner	
  
otro	
  ejemplo	
  producir	
   	
   la	
  delección	
  de	
  un	
  gen	
  entero	
  
como	
  el	
   	
  HLA-­‐A	
  tras	
  una	
  inserción	
  de	
  SVA	
  (Gilbert	
  et	
  
al.,	
  2002;	
  Takasu,	
  2007).	
  	
  
	
   Además,	
   es	
   relativamente	
   frecuente	
   (entre	
  un	
  
10%	
   y	
   un	
   20%	
   de	
   las	
   ocasiones),	
   que	
   durante	
   la	
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expresión	
   del	
   retroelemento	
   LINE-­‐1	
   la	
   señal	
   de	
  
poliadenilación,	
   que	
   es	
   relativamente	
   débil,	
   no	
   sea	
  
capaz	
  de	
  frenar	
  la	
  transcripción	
  (Moran	
  et	
  al.,	
  1999).	
  
A	
  el	
  mensajero	
  formado	
  se	
  le	
  añade	
  un	
  fragmento	
  de	
  
DNA	
   genómico,	
   independiente	
   del	
   elemento,	
   que	
  
puede	
   ser	
  movilizado	
   igualmente	
   en	
   la	
   actividad	
   del	
  
retrotransposón.	
   Este	
   fenómeno	
   es	
   conocido	
   como	
  
transducción	
  en	
  3’	
  (Moran	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  
	
   También,	
  aunque	
  de	
  manera	
  menos	
  frecuente,	
  
se	
   puede	
   dar	
   la	
   transcripción	
   del	
   elemento,	
   ya	
   sea	
  
LINE-­‐1,	
  Alu	
  o	
  SVA,	
  desde	
  un	
  promotor	
  situado	
  aguas	
  
arriba,	
  dando	
  lugar	
  a	
  transducciones	
  en	
  5’	
  (Damert	
  et	
  
al.,	
  2009).	
  
	
   Si	
   sumamos	
   estas	
   dos	
   actividades	
   podemos	
  
considerar	
   que	
   la	
   actividad	
   de	
   LINE-­‐1	
   puede	
   servir	
  
para	
  producir	
  un	
  “barajamiento”	
  de	
  exones	
  (Moran	
  et	
  
al.,	
   	
   1999),	
   pudiendo	
   dar	
   lugar	
   a	
   la	
   aparición	
   de	
  
nuevos	
  genes,	
  o	
  bien	
  nuevas	
  características	
  en	
  genes	
  
preexistentes	
  (Esnault	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Un	
  claro	
  ejemplo	
  
de	
  este	
  fenómeno	
  lo	
  encontramos	
  en	
  la	
  transducción	
  
de	
   la	
   secuencia	
   entera	
   del	
   gen	
  AMAC1	
   (acyl-­‐malonyl	
  
condensing	
  enzyme	
  1)	
  en	
  la	
  movilización	
  de	
  elementos	
  
SVA,	
   que	
   ha	
   generado	
   múltiples	
   copias	
  
transcripcionalmente	
   activas	
   del	
   gen	
   en	
   el	
   genoma	
  
humano	
  (Xing,	
  2006).	
  
	
   Otra	
   manera	
   que	
   han	
   tenido	
   los	
  
retrotransposones	
  de	
  afectar	
   los	
  genomas	
  en	
  los	
  que	
  
habitan	
   es	
   la	
   recombinación.	
   Debido	
   a	
   la	
   enorme	
  
cantidad	
  de	
  estas	
  secuencias	
  presentes	
  en	
  el	
  genoma,	
  
es	
   frecuente	
   que	
   se	
   produzca	
   recombinación	
  
homóloga	
   entre	
   dos	
   elementos	
   del	
   mismo	
   tipo	
  
situados	
  en	
  dos	
  regiones	
  distintas	
  del	
  genoma	
  (Jinks-­‐
Robertson	
   &	
   Petes,	
   1986).	
   Esta	
   recombinación	
   es	
  
especialmente	
  frecuente	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  secuencias	
  Alu,	
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donde	
   podemos	
   encontrar	
   hasta	
   50	
   ejemplos	
   de	
  
recombinación	
   de	
   estos	
   elementos	
   que	
   causan	
   la	
  
aparición	
   de	
   una	
   enfermedad	
   genética,	
   como	
   por	
  
ejemplo	
   hipercolesterolemia	
   (Lehrman	
   et	
   al.,	
   1987),	
  
la	
  distrofia	
  muscular	
  de	
  Duchenne	
  (Hu	
  et	
  al.,	
  1991)	
  o	
  
leucemia	
  de	
  linaje	
  mixto	
  (MLL,	
  Aplan,	
  2006).	
  	
  
	
   Además,	
   en	
   el	
   genoma	
   humano	
   encontramos	
  
un	
  enriquecimiento	
   importante	
  de	
   elementos	
  Alu	
   en	
  
las	
   cercanías	
  de	
  duplicaciones	
   segmentales,	
   algo	
  que	
  
en	
  el	
  caso	
  de	
  ratones	
  ocurre	
  para	
  elementos	
  LINE1	
  y	
  
retrotransposones	
  LTR,	
  pero	
  no	
  con	
  SINEs	
  (Bailey	
  et	
  
al.,	
  2006;	
  She	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  
	
  
	
   No	
  obstante,	
  la	
  actividad	
  de	
  L1	
  también	
  puede	
  
ser	
   causante	
   de	
   efectos	
   beneficiosos	
   para	
   el	
  
individuo;	
   el	
   caso	
  mejor	
   conocido	
   es	
   el	
   de	
   la	
   fusión	
  
mediada	
   por	
   la	
   retrotransposición	
   del	
   gen	
   de	
   la	
  
ciclofilina	
  A	
  en	
  el	
  gen	
  TRIM-­‐5,	
  formando	
  un	
  nuevo	
  gen	
  
llamado	
  TRIMcyp,	
  que	
  aporta	
  resistencia	
  ante	
  el	
  virus	
  
HIV	
  en	
  Aotus	
  	
  (Sayah	
  et	
  al.,	
  2004).	
  
	
  
1.2.5.-­‐	
  Regulación	
  de	
  LINE-­‐1.	
  
	
   	
  
	
   Dado	
   el	
   inherente	
   potencial	
  mutagénico	
   de	
   la	
  
actividad	
   de	
   estos	
   elementos,	
   el	
   control	
   de	
   su	
  
movilidad	
   resulta	
   esencial	
   para	
   mantener	
   la	
  
estabilidad	
   del	
   genoma.	
   Dicho	
   control	
   se	
   efectúa	
   a	
  
varios	
   niveles,	
   empezando	
   por	
   el	
   control	
   de	
   su	
  
transcripción.	
   Para	
   ello,	
   principalmente	
   en	
   células	
  
somáticas,	
   se	
   prodcue	
   una	
   fuerte	
   metilación	
   de	
   la	
  
región	
   5’UTR	
   del	
   elemento.	
   De	
   esta	
   manera	
   el	
  
promotor	
  queda	
  silenciado,	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  sus	
  niveles	
  
de	
   expresión	
   suelen	
   ser	
   muy	
   bajos	
   (Hata	
   &	
   Sakaki,	
  
1997).	
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   No	
   obstante,	
   en	
   células	
   indiferenciadas,	
   tales	
  
como	
  células	
  progenitoras	
  y	
  células	
  embrionarias,	
  los	
  
niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   LINE-­‐1	
   suelen	
   ser	
   altos,	
   y	
  
generalmente	
   la	
   metilación	
   del	
   promotor	
   no	
   se	
  
produce	
   o	
   es	
   débil	
   (García-­‐Pérez	
   et	
  al.,	
   2007),	
   como	
  
ocurre	
  por	
  ejemplo	
  durante	
   la	
  embriogénesis,	
  donde	
  
se	
   produce	
   una	
   demetilación	
   generalizada	
   del	
  
genoma	
   (Fadloun	
   et	
   al.,	
   2014).	
   Ante	
   estos	
   casos,	
   en	
  
los	
   que	
   la	
   transcripción	
   del	
   elemento	
   no	
   puede	
  
silenciarse	
  mediante	
  la	
  metilación	
  de	
  su	
  promotor,	
  el	
  
genoma	
   humano	
   dispone	
   de	
   una	
   segunda	
   línea	
   de	
  
defensa,	
  que	
  consiste	
  en	
  el	
  uso	
  de	
  micro	
  RNAs	
  (Aravin	
  
et	
   al.,	
   2007;	
   Heras	
   et	
   al.,	
   2013)	
   para	
   evitar	
   la	
  
expresión	
  del	
  elemento	
  (figura	
  13).	
  
	
  
	
   No	
   obstante,	
   algunas	
   células	
   progenitoras	
   a	
  
pesar	
   de	
   presentar	
   niveles	
   de	
   expresión	
   muy	
  
elevados,	
   no	
   expresan	
   las	
   proteínas	
   necesarias	
   para	
  
desarrollar	
   el	
   mecanismo	
   de	
   silenciamiento	
  
previamente	
  descrito;	
   es	
   el	
   caso,	
  por	
  ejemplo,	
  de	
   las	
  
células	
   progenitoras	
   neuronales	
   o	
   NPCs	
   (por	
  Neural	
  
Progenitor	
  Cells),	
  en	
  las	
  que	
  	
  parece	
  que	
  el	
  control	
  de	
  
la	
  expresión	
  de	
  LINE-­‐1	
  se	
  ejerce	
  mediante	
  el	
  represor	
  
transcripcional	
   MeCP2	
   (por	
  Methyl	
   Cytosine	
   binding	
  
Protein	
  2)	
  (Muotri	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
	
   Asimismo	
   otras	
   proteínas,	
   como	
   MOV10L1,	
  
también	
   parecen	
   limitar	
   la	
   movilidad	
   del	
   elemento.	
  
En	
   concreto,	
   esta	
   proteína	
   actúa	
   en	
   la	
  
espermatogénesis,	
  colaborando	
  con	
  la	
  maquinaria	
  de	
  
formación	
   de	
   piRNAs	
   para	
   prevenir	
   la	
   movilización	
  
de	
   los	
   retrotransposones	
   (L1,	
  Alu,	
   SVA).	
   La	
   ausencia	
  
de	
   MOV10L1	
   provoca	
   un	
   aumento	
   notable	
   de	
   la	
  
expresión	
  de	
  L1	
  y	
  un	
  bloqueo	
  de	
  la	
  espermatogénesis	
  
(Frost	
   et	
   al.,	
   2010),	
   aunque	
   no	
   se	
   han	
   detectado	
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niveles	
  de	
  expresión	
  significativos	
  de	
  esta	
  proteína	
  en	
  
placenta	
  o	
  testículos	
  (Reichman	
  et	
  al.,	
  2013).	
  
	
   MOV10	
   es	
   una	
   helicasa	
   de	
   RNA	
   que	
   forma	
  
parte	
  del	
  complejo	
  silenciador	
  RISC	
  (por	
  RNA	
  Induced	
  
Silencing	
   Complex).	
   	
   Se	
   ha	
   encontrado	
   colocalizada	
  
con	
  la	
  ribonucleopartícula	
  de	
  L1	
  en	
  gránulos	
  de	
  estrés	
  
en	
   distintos	
   tipos	
   celulares	
   y	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
  
inhibe	
   la	
   expresión	
   y	
   retrotransposición	
   del	
  
elemento,	
  aunque	
  aún	
  no	
  está	
  claro	
  si	
  esta	
  inhibición	
  
se	
   produce	
   a	
   nivel	
   transcripcional	
   o	
   post-­‐
transcripcional	
  (Goodier	
  et	
  al.,	
  2013).	
  
	
   Tex	
  19.1	
  es	
  otra	
  de	
   las	
  proteínas	
  que	
  parecen	
  
estar	
   implicadas	
   en	
   el	
   control	
   de	
   la	
   movilidad	
   del	
  
retroelemento,	
  aunque	
  curiosamente,	
  esta	
  proteína	
  se	
  	
  
expresa	
  en	
  la	
  placenta,	
  y	
  no	
  en	
  el	
  embrión	
  (Reichman	
  
et	
   al.,	
   2013);	
   su	
   deficiencia	
   provoca	
   un	
   notable	
  
aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   LINE-­‐1	
   en	
   la	
   placenta	
   y	
  
conlleva	
   retrasos	
   en	
   el	
   desarrollo	
   embrionario	
  
intrauterino	
  en	
  ratones	
  (Reichman	
  et	
  al.,	
  2013).	
  
	
   Aun	
  así,	
  si	
  el	
  elemento	
  es	
  capaz	
  de	
  formar	
  una	
  
ribonucleopartícula	
   funcional,	
   existe	
   una	
   tercera	
   vía	
  
para	
  controlar	
  su	
  movilidad,	
  se	
  trata	
  de	
  las	
  proteínas	
  
APOBEC,	
   conocidas	
   por	
   su	
   actividad	
   antiviral,	
  
especialmente	
   frente	
  al	
   virus	
  HIV.	
  Concretamente	
   su	
  
mecanismo	
   de	
   acción	
   consiste	
   en	
   editar	
   el	
   RNA	
   del	
  
virus	
   mediante	
   deaminación	
   (Mangeat	
   et	
   al.,	
   2003).	
  
Estas	
   proteínas	
   también	
   son	
   capaces	
   de	
   controlar	
   la	
  
movilidad	
  de	
  los	
  retroelementos	
  (Bogerd	
  et	
  al.,	
  2006;	
  
Wissing	
   et	
   al.,	
   2012),	
   si	
   bien	
   en	
   este	
   caso	
   su	
  
mecanismo	
  de	
  inhibición	
  parece	
  funcionar	
  incluso	
  sin	
  
la	
   participación	
   de	
   su	
   actividad	
   deaminasa	
   (Horn	
   et	
  
al.,	
  2013).	
  
	
   Además	
   de	
   los	
   mecanismos	
   de	
   defensa	
   ya	
  
mencionados,	
   en	
   células	
   indiferenciadas	
   existe	
   otro	
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nivel	
   de	
   control	
   adicional,	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   que	
   el	
  
elemento	
   sea	
   capaz	
   de	
   completar	
   la	
  
retrotransposición.	
   Este	
   mecanismo	
   consiste	
   en	
  
silenciar	
   las	
   secuencias	
   introducidas	
   por	
   el	
  
retroelemento	
  mediante	
  deacetilación	
  de	
  las	
  histonas	
  
de	
   la	
   región,	
   produciéndose	
   un	
   tipo	
   de	
  marca	
   en	
   el	
  
DNA	
   que	
   puede	
   mantenerse	
   incluso	
   tras	
   la	
  
diferenciación	
  (García-­‐Pérez	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  
	
   Este	
   proceso	
   se	
   puede	
   revertir	
   mediante	
   la	
  
adición	
  de	
  inhibidores	
  de	
  las	
  deacetilasas	
  de	
  histonas	
  
(Histone	
   deacetylases	
   o	
   HDACs).	
   Este	
   mecanismo	
   de	
  
silenciamiento	
   se	
   produce	
   específicamente	
   ante	
  
secuencias	
   introducidas	
   mediante	
   la	
   TPRT,	
   y	
   no	
   se	
  
produce	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   las	
   inserciones	
   retrovirales	
  
(García-­‐Pérez	
  et	
  al.,	
   2010).	
   Es	
  de	
  destacar	
  que,	
   en	
   el	
  
caso	
   de	
   las	
   células	
   indiferenciadas,	
   si	
   se	
   retira	
   el	
  
inhibidor	
   de	
   las	
   HDACs,	
   se	
   vuelve	
   a	
   producir	
   el	
  
silenciamiento	
   de	
   la	
   región;	
   sin	
   embargo,	
   esto	
   no	
  
ocurre	
   después	
   de	
   que	
   las	
   células	
   se	
   hayan	
  
diferenciado,	
   es	
   decir,	
   en	
   este	
   caso	
   al	
   retirar	
   el	
  
inhibidor	
   la	
   región	
   no	
   se	
   vuelve	
   a	
   silenciar	
   (García-­‐
Pérez	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Los	
   mecanismos	
   detrás	
   de	
   esta	
  
especificidad	
   de	
   marca	
   epigenética	
   aún	
   no	
   se	
   han	
  
descubierto,	
  pero	
  este	
   fenómeno	
  pone	
  de	
  manifiesto	
  
la	
   importancia	
   del	
   elemento	
   a	
   la	
   hora	
   de	
   afectar	
   la	
  
expresión	
   de	
   las	
   zonas	
   donde	
   se	
   integra	
   en	
   células	
  
indiferenciadas.	
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Figura	
   13:	
   Vías	
   de	
   control	
   de	
   la	
   movilidad	
   de	
  
LINE-­‐1.	
  Represión	
  de	
  la	
  transcripción	
  mediante	
  metilación	
  de	
  
DNA,	
  mediada	
  por	
  la	
  proteína	
  MeCP2,	
  o	
  por	
  deacetilación	
  de	
  las	
  
histonas	
   de	
   la	
   región	
   mediante	
   HDACs.	
   Degradación	
   del	
   RNA	
  
mediante	
   siRNAs	
   y	
   miRNAs.	
   Inhibición	
   de	
   la	
   formación	
   de	
  
ribonucleopartículas	
   mediante	
   MOV10.	
   Reparación	
   de	
   las	
  
roturas	
  causadas	
  por	
  la	
  endonucleasa	
  del	
  elemento	
  mediante	
  la	
  
maquinaria	
   de	
   reparación	
   del	
   DNA.	
   Inhibición	
   de	
   la	
   TPRT	
  
mediante	
  las	
  proteínas	
  APOBECs.	
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1.2.6.-­‐	
   Vía	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   LINE-­‐1	
  
independiente	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   (ENi)	
   y	
  
reparación	
  del	
  DNA.	
  
	
  
	
   En	
   el	
   año	
   1996,	
   además	
   de	
   realizarse	
   por	
  
primera	
   vez	
   el	
   ensayo	
   clásico	
   de	
   retrotransposición	
  
(Moran	
   et	
   al.,	
   1996),	
   se	
   demostró	
   que	
   un	
   dominio	
  
endonucleasa	
   funcional	
   era	
   necesario	
   para	
   que	
   se	
  
produjera	
  la	
  retrotransposición	
  (Feng	
  et	
  al.,	
  1996),	
  es	
  
decir,	
  que	
  el	
  elemento	
  L1	
  sólo	
  es	
  capaz	
  de	
  movilizarse	
  
mediante	
   el	
   mecanismo	
   clásico	
   de	
   TPRT	
   descrito	
  
anteriormente	
  (Luan	
  et	
  al.,	
  1993).	
  	
  
	
   Sin	
   embargo,	
   unos	
   años	
   más	
   tarde,	
   en	
   el	
  
laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Moran,	
   se	
   describió	
   que	
   el	
  
retroelemento	
  es	
  capaz	
  de	
  movilizarse,	
  incluso	
  sin	
  un	
  
dominio	
  endonucleasa	
  funcional,	
  en	
  células	
  CHO	
  (por	
  
Chinese	
  Hamster	
   Ovary)	
   deficientes	
   en	
   la	
   reparación	
  
del	
   DNA	
   por	
   la	
   vía	
   de	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
  
homólogos	
   (Non-­‐Homologous	
   End	
   Joining	
   o	
   	
   NHEJ)	
  
(Morrish	
  et	
  al.,	
  2002).	
  
	
   Posteriormente,	
   se	
   describió	
   que	
   además	
   el	
  
retroelemento	
   es	
   capaz	
   de	
   insertarse	
   en	
   regiones	
  
teloméricas	
   y	
   subteloméricas,	
   en	
   células	
   cuyos	
  
telómeros	
   se	
   encuentran	
   desprotegidos	
   por	
   una	
  
deficiencia	
   en	
   las	
   proteínas	
   DNA-­‐PKCs	
   de	
   la	
   ruta	
  
NHEJ,	
   incluso	
   teniendo	
   mutado	
   su	
   dominio	
  
endonucleasa	
  (Morrish	
  &	
  García-­‐Pérez	
  et	
  al.,	
  2007).	
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Figura	
   14.	
   Retrotransposición	
   independiente	
   de	
  
endonucleasa	
   (ENi	
   o	
   Endonuclease	
   independent	
  
retrotransposition).	
   El	
   proceso	
   de	
   retrotransposición	
  
transcurre	
  de	
  manera	
  casi	
   idéntica	
  al	
  mecanismo	
  de	
  TPRT,	
   con	
  
la	
  diferencia	
  de	
  que	
  el	
  extremo	
  3’	
  hidroxilo	
  libre	
  necesario	
  para	
  
iniciar	
  el	
  proceso	
  no	
  es	
  generado	
  por	
  la	
  actividad	
  endonucleasa	
  
del	
  L1.	
  
	
  
	
   En	
  estudios	
  en	
  el	
  genoma	
  humano,	
  se	
  describió	
  
que	
   los	
   elementos	
   L1	
   presentan	
   un	
   alto	
   grado	
   de	
  
variabilidad	
   en	
   su	
   secuencia.	
   Uno	
   de	
   estos	
   estudios	
  
determinó	
   que	
   ciertas	
   mutaciones	
   puntuales	
   en	
  
cualquiera	
  de	
  los	
  3	
  dominios	
  fundamentales	
  (EN,	
  RT	
  y	
  
C)	
   podían	
   anular	
   la	
   movilidad	
   del	
   elemento,	
   pero	
  
describió	
   también	
  que	
  otras,	
  a	
  pesar	
  de	
  afectar	
  a	
   los	
  
niveles	
  relativos	
  de	
  retrotransposición,	
  no	
  impiden	
  su	
  
movilización	
   (Seleme	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Asimismo,	
   en	
   un	
  
estudio	
   posterior,	
   Sen	
   y	
   colaboradores	
   analizaron	
  
inserciones	
   en	
   el	
   genoma	
   humano	
   que	
   presentaban	
  
características	
   anómalas,	
   denominándolas	
   como	
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“NCLI”	
   por	
   “Non	
  Classical	
  L1	
   insertions”,	
   y	
   estimaron	
  
que	
  el	
  número	
  total	
  de	
  inserciones	
  atípicas	
  presentes	
  
en	
   el	
   genoma	
   humano	
   podía	
   ascender	
   hasta	
   2000-­‐
2800	
   desde	
   que	
   se	
   produjo	
   la	
   radiación	
   de	
   los	
  
primates	
   (Sen	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Estos	
   autores	
  
describieron	
   que	
   estas	
   inserciones	
   atípicas	
   se	
  
producían	
   mediante	
   regiones	
   de	
   microhomología	
  
entre	
   el	
   RNA	
   del	
   elemento	
   y	
   roturas	
   en	
   el	
   genoma,	
  
actuando	
   como	
   sustrato	
   para	
   reparar	
   roturas	
   de	
  
doble	
   cadena	
   en	
   el	
   DNA,	
   que	
   se	
   produce	
   sin	
  
intervención	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   del	
   elemento,	
   y	
  
concluyeron	
   que	
   esta	
   vía	
   de	
   retrotransposición	
   ha	
  
podido	
  tener	
  un	
  alto	
  impacto	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  dar	
  forma	
  al	
  
genoma	
   humano	
   actual,	
   así	
   como	
   que	
   existe	
   una	
  
relación	
   entre	
   los	
   retroelementos	
   y	
   la	
   reparación	
  de	
  
roturas	
  de	
  doble	
  cadena	
  del	
  DNA	
  (Sen	
  et	
  al.,	
  2007).	
  
	
   Años	
   más	
   tarde,	
   Beck	
   describió	
   algunos	
  
ejemplos	
   de	
   movilidad	
   por	
   esta	
   vía	
   en	
   el	
   genoma	
  
humano	
   (Beck	
   et	
   al.,	
   2010),	
   demostrando	
  
definitivamente	
   que	
   la	
   vía	
   de	
   retrotransposición	
  
independiente	
   de	
   endonucleasa,	
   o	
   vía	
   de	
  
retrotransposición	
   ENi,	
   es	
   una	
   vía	
   alternativa	
   de	
  
movilización	
   de	
   L1	
   que	
   continua	
   produciéndose	
   de	
  
forma	
  activa	
  en	
  nuestros	
  genomas	
  (Beck	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
	
   Otra	
   gran	
   sorpresa	
   se	
   produjo	
   al	
   analizar	
   las	
  
inserciones	
   que	
   se	
   producían	
   como	
   consecuencia	
   de	
  
la	
   vía	
   de	
   retrotransposición	
   ENi,	
   ya	
   que	
   las	
  
características	
   de	
   éstas	
   eran	
   muy	
   diferentes,	
   en	
  
muchos	
   casos,	
   a	
   las	
   que	
   se	
   observan	
   en	
   inserciones	
  
producidas	
   cuando	
   el	
   retroelemento	
   se	
  moviliza	
   por	
  
la	
  vía	
  clásica	
  (Moran	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Gilbert	
  et	
  al.,	
  2002),	
  
dependiente	
   de	
   su	
   endonucleasa;	
   así,	
   mientras	
   que	
  
normalmente	
   se	
   aprecia	
   la	
   presencia	
   de	
   una	
   cola	
   de	
  
poliA	
   en	
   el	
   extremo	
  3’	
   de	
   una	
   inserción	
   típica,	
   en	
   el	
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caso	
   de	
   las	
   inserciones	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   dicha	
   cola	
   no	
  
siempre	
   está	
   presente,	
   y	
   de	
   hecho	
   es	
   frecuente	
  
encontrar	
   elementos	
   truncados	
   en	
  3’	
   (Morrish	
  et	
  al.,	
  
2002;	
   Gilbert	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Symer	
   et	
   al.,	
   2002).	
  	
  
También	
   resulta	
   llamativa	
   la	
   ausencia	
   de	
   las	
  
duplicaciones	
   que	
   suelen	
   aparecer	
   flanqueando	
   el	
  
elemento	
   (TSDs),	
   e	
   incluso	
   ocasionalmente	
   se	
  
observan	
  delecciones	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción	
  (Gilbert	
  
et	
  al.,	
  2002).	
  Por	
  último,	
  es	
  frecuente	
  encontrar	
  estas	
  
inserciones	
   acompañadas	
   de	
   secuencias	
   cortas	
   de	
  
DNA	
   que	
   parecen	
   proceder	
   de	
   otros	
   cDNAs	
  
endógenos	
  (Gilbert	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Morrish	
  et	
  al.,	
  2002).	
  
	
   	
  
	
   Por	
   tanto,	
   dada	
   su	
   capacidad	
   de	
   causar	
  
alteraciones	
   cromosómicas	
   en	
   la	
   región	
   donde	
   se	
  
inserta,	
   controlar	
   la	
   actividad	
   de	
   L1	
   es	
   de	
   vital	
  
importancia	
  para	
  el	
  correcto	
  desarrollo	
  de	
  la	
  célula	
  y	
  
el	
   individuo.	
   Estas	
   alteraciones	
   pueden	
   incluir	
  
deleciones	
   (Gilbert	
   et	
   al.,	
   2002),	
   reordenaciones	
   de	
  
material	
   genético	
   (Moran	
   et	
   al.,	
   1999),	
   o	
   promover	
  
traslocaciones	
   al	
   recombinarse	
   dos	
   secuencias	
  
homólogas,	
   principalmente	
   de	
   L1	
   o	
   Alu,	
   como	
   se	
  
describió	
   anteriormente.	
   Por	
   tanto,	
   la	
   actividad	
   de	
  
LINE-­‐1,	
   que	
   incluso	
   en	
   condiciones	
   normales	
   es	
   una	
  
fuente	
  potencial	
  de	
  inestabilidad	
  genómica	
  (Gilbert	
  et	
  
al.,	
   2002;	
   Symer	
   et	
   al.,	
   2002),	
   puede	
   aumentar	
   su	
  	
  
impacto	
   en	
   el	
   genoma	
   ante	
   deficiencias	
   en	
   los	
  
mecanismos	
   de	
   reparación	
   (Morrish	
   et	
   al.,	
   2002,	
  
Morrish	
  &	
  García-­‐Pérez	
  et	
  al.,	
  2007).	
  
	
  
	
   Ahora	
   bien,	
   sabiendo	
   que	
   la	
   movilidad	
   de	
   L1	
  
por	
   la	
  vía	
  ENi	
  se	
  produce	
  de	
   forma	
  natural,	
  y	
  que	
  su	
  
frecuencia	
   aumenta	
   enormemente	
   ante	
   fallos	
   en	
   la	
  
reparación	
   del	
   DNA	
   por	
   la	
   vía	
   de	
   NHEJ,	
   nos	
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planteamos	
   qué	
   ocurriría	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   otras	
  
deficiencias	
  en	
   la	
   reparación	
  del	
  DNA,	
  en	
   las	
  que	
   los	
  
niveles	
   de	
   movilidad	
   del	
   retroelemento	
   y	
   la	
   vía	
   	
   de	
  
retrotransposición	
   ENi	
   pueden	
   estar	
   igualmente	
  
desreguladas.	
  
	
   Entre	
  multitud	
   de	
   posibles	
   modelos	
   elegimos	
  
para	
  la	
  realización	
  de	
  esta	
  tesis	
  la	
  ruta	
  de	
  reparación	
  
de	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi,	
  por	
  motivos	
  que	
  expondré	
  a	
  
lo	
  largo	
  de	
  los	
  siguientes	
  apartados.	
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1.3.-­‐	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  (Fanconi	
  anemia	
  o	
  
FA).	
  
	
  
1.3.1.-­‐	
  Introducción	
  
	
  
	
   La	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  fue	
  descrita	
  por	
  primera	
  
vez	
  por	
  el	
  Dr.	
  Guido	
  Fanconi	
  en	
  el	
  año	
  1927.	
  Describió	
  
el	
   caso	
   de	
   una	
   familia	
   con	
   3	
   miembros	
   que	
  
presentaban	
   distintos	
   tipos	
   de	
   anomalías	
   físicas,	
   y	
  
que	
   finalmente	
   fallecieron	
   a	
   causa	
   de	
   un	
   tipo	
   de	
  
anemia	
   perniciosa	
   (Fanconi,	
   1927).	
   Existen	
   muchos	
  
genes	
   cuyas	
  mutaciones	
   provocan	
   la	
   aparición	
   de	
   la	
  
enfermedad,	
   descritos	
   como	
   grupos	
   de	
  
complementación	
  que	
  se	
  han	
  ido	
  descubriendo	
  con	
  el	
  
paso	
  de	
  los	
  años	
  (revisado	
  en	
  Kee	
  &	
  D’andrea,	
  2012).	
  
Actualmente	
   el	
   número	
   de	
   genes	
   cuya	
   mutación	
  
bialélica	
   causa	
   la	
   enfermedad	
   asciende	
   a	
   15.	
   Estos	
  
genes	
   constituyen	
   la	
  denominada	
   	
   ruta	
  de	
   la	
   anemia	
  
de	
   Fanconi	
   (FA	
   pathway	
   o	
   FA/BRCA	
   pathway)	
   y	
   se	
  
conocen	
   como:	
   FANCA,	
   FANCB,	
   FANCC,	
   FANCD1	
  
(BRCA2),	
   FANCD2,	
   FANCE,	
   FANCF,	
   FANCG,	
   FANCI,	
  
FANCJ	
   (BRIP1),	
   FANCL,	
   FANCM,	
   FANCN	
   (PALB2),	
  
FANCO	
  (RAD51C)	
  y	
  FANCP	
  (SLX4).	
  
	
  
	
   La	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
   es	
   una	
   enfermedad	
  
genética	
  recesiva,	
  caracterizada	
  por	
  ser	
  un	
  síndrome	
  
de	
   inestabilidad	
   cromosómica,	
   cuya	
   frecuencia	
   se	
  
estima	
  en	
  1	
  de	
  cada	
  100.000	
  nacimientos	
  (Rosenberg	
  
et	
   al.,	
   2011),	
   y	
   aproximadamente	
   un	
   10%	
   de	
   los	
  
pacientes	
   son	
   mosaico	
   para	
   la	
   enfermedad	
   (Hoehn,	
  
2002),	
   	
  con	
  una	
  edad	
  media	
  de	
  supervivencia	
  de	
  20-­‐
25	
   años,	
   aunque	
   la	
   edad	
   varía	
   en	
   función	
   de	
   las	
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distintas	
   complicaciones	
   que	
   aparecen	
   con	
   la	
  
enfermedad	
  (revisado	
  en	
  Alter,	
  2003).	
  	
  
	
   La	
   incidencia	
   de	
   portadores	
   de	
   un	
   alelo	
  
causante	
  de	
   la	
  enfermedad	
  se	
  estimaba	
  en	
   torno	
  a	
  1	
  
de	
  cada	
  300	
  nacimientos	
  (Swift	
  et	
  al.,	
  1971),	
  aunque	
  
estudios	
   más	
   recientes	
   demuestran	
   que	
   esta	
  
proporción	
   puede	
   variar	
   notablemente	
   entre	
  
poblaciones	
   (Kutler	
   et	
   al.,	
   2004),	
   y	
   se	
   sitúa	
   entre	
  
1:156	
   –	
   1:209	
   en	
   la	
   población	
   americana	
   y	
   1:66	
   –	
  
1:128	
  en	
  la	
  población	
  israelí	
  (Rosenberg	
  et	
  al.,	
  2011),	
  
lo	
   que	
   sugiere	
   que	
   la	
   proporción	
   general	
   de	
  
portadores	
  de	
  un	
  alelo	
  mutante	
  puede	
  ser	
  mucho	
  más	
  
elevada	
  de	
  lo	
  que	
  se	
  consideraba.	
  
	
   	
  
	
   La	
   principal	
   causa	
   de	
   la	
   aparición	
   de	
   la	
  
sintomatología	
   propia	
   de	
   la	
   enfermedad	
   es	
   la	
  
deficiencia	
  en	
   la	
  coordinación	
  de	
   las	
  diferentes	
  rutas	
  
de	
   reparación	
   del	
   DNA,	
   lo	
   que	
   conlleva	
   un	
   aumento	
  
en	
   la	
   acumulación	
   de	
   daños	
   de	
   diversa	
   índole,	
  
derivados	
  del	
  propio	
  metabolismo	
  de	
  la	
  célula,	
  o	
  por	
  
factores	
   ambientales	
   como	
   el	
   estrés	
   oxidativo	
   o	
   los	
  
diferentes	
  tipos	
  de	
  radiación	
  (figura	
  15).	
  	
  
	
   Toda	
  esta	
  acumulación	
  de	
  daños	
  en	
  el	
  DNA	
  se	
  
traduce	
  en	
  una	
  elevada	
  inestabilidad	
  genómica	
  en	
  las	
  
células	
  de	
  estos	
  pacientes,	
  que	
  suele	
  manifestarse	
  en	
  
forma	
   de	
   anomalías	
   físicas,	
   fallo	
   progresivo	
   de	
   la	
  
médula	
   ósea	
   y	
   aparición	
   de	
   cáncer	
   y/o	
   tumores	
  
sólidos	
  (Figura	
  15).	
  Destaca	
  una	
  especial	
  sensibilidad	
  
a	
   los	
   daños	
   causados	
   por	
   agentes	
   intercalantes	
   de	
  
DNA,	
   tales	
   como	
   el	
   cisplatino,	
   la	
   mitomicina	
   C,	
   el	
  
diepoxibutano	
   (DEB)	
   o	
   el	
   melphalan,	
   característica	
  	
  
que	
  se	
  emplea	
  para	
  su	
  diagnóstico	
  y	
  en	
  su	
  estudio	
  en	
  
el	
  laboratorio	
  (Carreau	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  
	
  



	
   55	
  

	
  

	
  
Figura	
   15.	
   Causas	
   y	
   consecuencias	
   de	
   las	
  
deficiencias	
   en	
   las	
   células	
   Fanconi.	
   Los	
   daños	
  
producidos	
  en	
  el	
  DNA	
  por	
  el	
  funcionamiento	
  normal	
  de	
  la	
  célula,	
  
así	
  como	
  los	
  que	
  surgen	
  por	
  factores	
  ambientales,	
  no	
  se	
  reparan	
  
correctamente	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  Se	
  produce	
  
una	
  acumulación	
  de	
  mutaciones,	
  que	
  causa	
  anomalías	
  físicas	
  en	
  
el	
  momento	
  del	
  nacimiento,	
  pérdida	
  progresiva	
  de	
  la	
  función	
  de	
  
la	
   médula	
   ósea,	
   y	
   en	
   última	
   instancia	
   desarrollo	
   de	
   leucemias	
  
y/o	
  tumores	
  sólidos	
  (Adaptado	
  de	
  Kee	
  &	
  D’andrea,	
  2012).	
  
	
  
1.3.2.-­‐	
  Sintomatología.	
  
	
  
	
   Una	
   de	
   las	
   principales	
   características	
   de	
   la	
  
sintomatología	
  propia	
  de	
  la	
  anemia	
  de	
  Fanconi	
  es	
  que	
  
es	
  muy	
  heterogénea;	
  en	
   la	
  mayoría	
  de	
   las	
  ocasiones,	
  
las	
   manifestaciones	
   de	
   la	
   enfermedad	
   incluyen	
  
anomalías	
   físicas	
   (60-­‐75%	
  de	
   los	
  pacientes),	
   elevada	
  
predisposición	
  a	
  desarrollar	
  distintos	
  tipos	
  de	
  cáncer	
  
o	
   tumores	
   (aproximadamente	
  24%	
  de	
   los	
  pacientes)	
  
y	
  un	
  fallo	
  progresivo	
  de	
  la	
  médula	
  ósea	
  (Alter,	
  2003);	
  

Daños&exógenos&
Daños&endógenos&&

(Intercalantes&de&DNA)&

Estrés&oxida9vo&

Célula&FA&

Defectos&en&la&
reparación&de&DNA&

Anomalías&Bsicas&& Fallo&progresivo&&
de&la&médula&ósea&

Cáncer&(neoplasias)&

Daños&acumulados&
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no	
   obstante,	
   debido	
   a	
   la	
   alta	
   heterogeneidad	
  
característica	
   de	
   la	
   enfermedad,	
   no	
   todos	
   estos	
  
síntomas	
   se	
   presentan	
   en	
   todos	
   los	
   pacientes.	
   Entre	
  
las	
   diferentes	
   manifestaciones	
   clínicas	
   y	
  
complicaciones	
  pueden	
  aparecer	
  (Shimamura	
  &	
  Alter,	
  
2010):	
  
	
  

• Fallo	
   progresivo	
   de	
   la	
   médula	
   ósea.	
   Anemia	
  
aplásica	
  (pancitopenia).	
  

• Susceptibilidad	
   a	
   la	
   aparición	
   de	
   leucemia,	
  
cáncer	
  o	
  tumores	
  sólidos.	
  

• Retraso	
  mental,	
   complicaciones	
   en	
   el	
   sistema	
  
nervioso	
  central.	
  

• Microcefalia.	
  
• Pérdida	
  de	
  capacidad	
  auditiva.	
  
• Malformaciones	
  esqueléticas.	
  
• Retraso	
   del	
   crecimiento/desarrollo,	
   baja	
  

estatura.	
  
• Pigmentación	
   anormal:	
   hipopigmentación,	
  

hiperpigmentación	
  o	
  manchas	
  café	
  con	
  leche.	
  
• Fallo	
  renal.	
  
• Hipogonadismo.	
  
• Complicaciones	
  cardiopulmonares.	
  
• Complicaciones	
  gastrointestinales.	
  

	
  
	
   Si	
   nos	
   centramos	
   en	
   las	
   complicaciones	
  
neoplásicas,	
   cerca	
   del	
   10%	
   de	
   los	
   pacientes	
   con	
   FA	
  
acaban	
   desarrollando	
   leucemias,	
   principalmente	
  
leucemia	
  mieloide	
  aguda,	
  y	
  el	
  7%	
  desarrolla	
  síndrome	
  
mielodisplásico	
   (Alter,	
   2003).	
   Alrededor	
   del	
   5%	
   de	
  
los	
  pacientes	
  desarrolla	
  algún	
  tipo	
  de	
  tumor	
  sólido	
  y	
  
cerca	
  de	
  un	
  3%	
  tumores	
  en	
  hígado.	
  El	
  porcentaje	
  de	
  
fallecidos	
   con	
   algún	
   tipo	
   de	
   complicación	
   neoplásica	
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se	
   sitúa	
  muy	
  por	
  encima	
  de	
   los	
  pacientes	
  en	
   los	
  que	
  
no	
  aparecen	
  estas	
  complicaciones	
  (tabla	
  5).	
  	
  
	
  

	
  
Tabla	
   5:	
   Casos	
   clínicos	
   de	
   anemia	
   de	
   Fanconi,	
  
características	
   y	
   complicaciones.	
   Datos	
   recopilados	
  
desde	
   1927	
   hasta	
   2001.	
   a.	
   Excluyendo	
   cáncer	
   de	
   tipo	
  
ginecológico.	
  Adaptado	
  de	
  Alter,	
  2003.	
  
	
  
	
   El	
   fallo	
  progresivo	
  de	
   la	
  médula	
  ósea	
  se	
  suele	
  
presentar	
   con	
   anemia	
   aplásica	
   en	
   la	
   primera	
  década	
  
de	
   vida,	
   pudiendo	
   presentarse	
   pancitopenia	
   incluso	
  
en	
   el	
  momento	
   del	
   nacimiento	
   (Shimamura	
   &	
   Alter,	
  
2010).	
  La	
  anemia	
  aplásica	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  síntomas	
  más	
  
comunes	
   entre	
   los	
   pacientes	
   FA,	
   de	
   hecho	
   se	
   estima	
  
que	
   la	
   incidencia	
   de	
   fallo	
   en	
   la	
   médula	
   ósea	
   es	
   del	
  
90%	
  para	
  pacientes	
  de	
  FA	
  de	
  entre	
  40	
  y	
  50	
  años.	
  
	
   Los	
   pacientes	
   de	
   FA	
   presentan	
   un	
   riesgo	
  
relativo	
  de	
  desarrollar	
  AML	
  unas	
  500	
  veces	
  superior	
  
al	
  de	
  individuos	
  sanos	
  (Alter,	
  2003).	
  Asimismo,	
  se	
  ha	
  
demostrado	
   que	
   el	
   riesgo	
   de	
   desarrollar	
   tumores	
  
sólidos	
   se	
   encuentra	
   aumentado	
   particularmente	
   en	
  
cuello,	
   piel,	
   cabeza,	
   esófago	
   y	
   zonas	
   ginecológicas	
  
(tabla	
   6)	
   (Kutler	
   et	
   al.	
   2004,	
   Rosenberg	
   et	
   al.	
   2003,	
  

Características* Todos*los*
casos* Leucemia* Síndrome*

mielodisplásico* Tumor*sólido* Tumor*en*hígado*

Nº#de#casos# 1301# 116# 89# 68# 37#

Porcentaje#del#total# 100# 8.9‰# 6.8%# 5.3%# 2.8%#

Hombre/mujer#
Ratio#

711:578#
1.2#

70:46#
1.5#

46:42#
1.1#

23:45#(23:34)a#
0.5#(0.59)a#

22:15#
1.5#

Edad#de#diagnóstico#
Media#
Mediana#

Rango#de#edad#

#
8.3#
7#

0K48#

#
10.1#
8.6#

0.13K28#

#
11.3#
9.3#

0.2K43#

#
12.7#
9#
0.44#

#
9.2#
7#

3K48#
Edad#de#aparición#de#la#complicación#

Media#
Mediana#

Rango#de#edad#

#
K#
K#
K#

#
14.5#
14#

0.13K29#

#
15.7#
14#

1.8K43#

#
22.6#
25.5#
0.2K45#

#
15.7#
13#
6K48#

Nº#de#fallecidos#
Porcentaje#de#fallecidos#

488#
38%#

84#
72%#

44#
51%#

41#
61%#

30#
81%#

Edad#de#supervivencia#
media#estimada# 20# 16# 21# 31# 16#
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Rosenberg	
  et	
  al.	
  2008,	
  Alter	
  et	
  al.	
  2010,	
  Tamary	
  et	
  al.	
  
2010).	
  
	
  

	
  
Tabla	
   6:	
   Complicaciones	
   neoplásicas	
   en	
   anemia	
  
de	
   Fanconi.	
   Datos	
   recopilados	
   desde	
   1927	
   hasta	
   2001.	
   a.	
  
Edad	
   media	
   de	
   aparición	
   en	
   la	
   población	
   general.	
   b.	
   Tras	
  
transplante	
   de	
   médula	
   ósea	
   (Bone	
   Marrow	
   transplant,	
   BMT).	
  
Adaptado	
  de	
  Alter,	
  2003.	
  
	
  
1.3.3.-­‐	
  Diagnóstico	
  y	
  tratamiento.	
  
	
  
	
   Dada	
   su	
   elevada	
   heterogeneidad	
   y	
   las	
  
diferencias	
   en	
   la	
   edad	
   de	
   aparición	
   de	
   algunos	
  
síntomas,	
   en	
   muchas	
   ocasiones	
   el	
   diagnóstico	
   de	
   la	
  
enfermedad	
   resulta	
   complicado;	
   en	
   algunos	
   casos,	
  
incluso,	
   se	
  produce	
   tras	
  el	
   reconocimiento	
  de	
  alguna	
  
complicación	
   maligna,	
   como	
   ocurre	
   con	
   algunos	
  
pacientes	
   que	
   no	
   presentan	
   fallo	
   en	
   la	
  médula	
   ósea,	
  
pero	
   que	
   acaban	
   desarrollando	
   tumores	
   sólidos	
  
(revisado	
  en	
  Alter,	
  2003).	
  Destaca	
  la	
  correlación	
  entre	
  
la	
   aparición	
   tardía	
   de	
   estos	
   tumores	
   con	
   la	
   ausencia	
  
de	
  otros	
  síntomas	
  hematológicos	
  (tabla	
  6).	
  
	
   A	
   nivel	
   de	
   pruebas	
   diagnósticas	
   de	
   la	
  
enfermedad,	
  el	
  test	
  clásico	
  se	
  basa	
  en	
  la	
  detección	
  de	
  
alteraciones	
   cromosómicas	
   en	
   las	
   células	
   de	
   los	
  

Cáncer' Edad'en'
población'(a)'

Edad'en'
FA'

Rango'de'edad'
en'FA' Nº'en'FA'

Cualquiera)
Cualquier)tumor)sólido)

68)
2)

16)
26)

0.1248)
0.2245)

211)
68)

Leucemia)(AML))
Hígado)
Cuello)y)cabeza)
Cuello)y)cabeza)(b))
Esófago)
Vulva/Ano)
Cervix)
Cerebro)
Mama)

68)
68)
64)
2)
68)
72)
47)
56)
63)

14)
13)
28)
21)
27)
27)
25)
3)
37)

0.1229)
6248)
13241)
11233)
20236)
20237)
22232)
0.5211)
26245)

116)
37)
26)
12)
9)
10)
3)
6)
4)
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pacientes,	
   tras	
   someterlas	
   a	
   cultivo	
   con	
   agentes	
  
intercalantes	
   del	
   DNA	
   tales	
   como	
   la	
   mitomicina	
   C	
  
(MMC)	
   o	
   el	
   diepoxibutano	
   (DEB)	
   (Auerbach,	
   1993).	
  
Tras	
   el	
   tratamiento	
   con	
   agentes	
   intercalantes	
   del	
  
DNA,	
   la	
   aberración	
   cromosómica	
   más	
   característica	
  
de	
   la	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
   es	
   la	
   aparición	
   de	
  
cromosomas	
   radiales	
   (Figura	
   16);	
   no	
   obstante,	
  
recientemente	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  es	
  más	
  informativo	
  
medir	
  el	
  porcentaje	
  de	
  aberraciones	
  por	
  célula	
  que	
  el	
  
número	
  de	
  aberraciones	
  cromosómicas	
  por	
  célula,	
  ya	
  
que	
   existen	
   otros	
   síndromes,	
   como	
   el	
   síndrome	
   de	
  
Roberts	
   o	
   el	
   de	
   rotura	
   de	
   Nijmegen,	
   que	
   también	
  
presentan	
   sensibilidad	
   a	
   agentes	
   intercalantes	
   de	
  
DNA	
  (van	
  der	
  Lelij	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
	
  

	
  
Figura	
   16.	
   Cromosomas	
   radiales:	
   estas	
   alteraciones	
  
cromosómicas	
  (derecha)	
  aparecen	
  cuando	
  se	
  expone	
  las	
  células	
  
de	
  pacientes	
  afectados	
  a	
  dosis	
  bajas	
  de	
  agentes	
  intercalantes	
  de	
  
DNA,	
   mientras	
   que	
   en	
   células	
   no	
   afectadas	
   los	
   cromosomas	
  
conservan	
   su	
   morfología	
   normal	
   (izquierda).	
   Se	
   utilizan	
   como	
  
criterio	
  diagnóstico	
  para	
  detectar	
  la	
  enfermedad,	
  suponiendo	
  el	
  
rasgo	
   más	
   característico	
   de	
   los	
   cariotipos	
   de	
   las	
   células	
   de	
  
Anemia	
  de	
  Fanconi.	
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   Una	
  vez	
  se	
  confirma	
  la	
  sensibilidad	
  al	
  DEB	
  o	
  la	
  
MMC,	
   el	
   diagnóstico	
   pasa	
   por	
   identificar,	
   mediante	
  
complementación	
   con	
   retrovirus	
   (Chandra	
   et	
   al.,	
  
2005),	
   el	
   gen	
  mutado	
   en	
   el	
   paciente,	
   tras	
   lo	
   cual	
   se	
  
puede	
  pasar	
  a	
  analizar	
  la	
  existencia	
  de	
  variantes	
  de	
  la	
  
secuencia	
   del	
   gen	
   FANC	
   o	
   posibles	
   duplicaciones	
   o	
  
deleciones	
   de	
   la	
   región	
   mediante	
   secuenciación	
  
(Ameziane	
  et	
  al.,	
  2009).	
  
	
   En	
   cuanto	
   al	
   tratamiento,	
   actualmente	
   no	
  
existe	
  ninguna	
   terapia	
   curativa	
  viable	
  para	
   todos	
   los	
  
pacientes;	
   sin	
   embargo,	
   lo	
   que	
   se	
   suele	
   hacer	
   es	
  
realizar	
   un	
   trasplante	
   de	
   médula	
   ósea	
   (BMT)	
   de	
  
donantes	
   con	
   un	
   HLA	
   idéntico	
   (normalmente	
   de	
   un	
  
familiar),	
   mediante	
   transplante	
   de	
   células	
  
progenitoras	
   hematopoyéticas	
   (HSCT).	
   Estos	
  
transplantes	
  pueden	
  curar	
  las	
  complicaciones	
  como	
  la	
  
anemia	
  o	
  el	
  síndrome	
  mielodisplásico;	
  no	
  obstante,	
  es	
  
preferible	
   realizar	
   	
   el	
   transplante	
   antes	
   de	
   la	
  
aparición	
   de	
   dichas	
   complicaciones	
   (MacMillan	
   &	
  
Wagner,	
   2010).	
   Este	
   tratamiento	
   es	
   curativo	
   en	
  
cuanto	
  a	
  los	
  síntomas	
  hematológicos,	
  en	
  los	
  pacientes	
  
en	
  los	
  que	
  no	
  se	
  produce	
  rechazo,	
  pero	
  no	
  previene	
  ni	
  
cura	
   otras	
   complicaciones	
   que	
   pueden	
   aparecer,	
   ya	
  
que	
   es	
   frecuente	
   encontrar	
   pacientes	
   que	
   acaban	
  
desarrollando	
   tumores	
   sólidos	
   tras	
   someterse	
   a	
   un	
  
trasplante	
   de	
  médula	
   ósea	
   (revisado	
   en	
   Alter,	
   2003;	
  
Rosemberg	
  et	
  al.,	
  2005).	
  
	
   Clásicamente,	
   para	
   el	
   tratamiento	
   se	
   utilizan	
  
andrógenos	
   para	
   incrementar	
   el	
   recuento	
   de	
   células	
  
sanguíneas	
  aunque,	
  recientemente,	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  
su	
  uso	
  puede	
  acarrear	
  efectos	
  adversos,	
  destacando	
  la	
  
aparición	
   de	
   daños	
   en	
   el	
   hígado	
   de	
   diversa	
   índole,	
  
pudiendo	
   incluso	
   desarrollarse	
   tumores	
   hepáticos	
  
(Shimamura	
  &	
  Alter,	
  2010).	
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   Dada	
   la	
   existencia	
   de	
   mosaicismo	
   celular	
   en	
  
muchos	
   pacientes,	
   y	
   aunque	
   infrecuente,	
   existe	
   la	
  
posibilidad	
   de	
   que	
   se	
   produzca	
   una	
   reversión	
  
genotípica,	
   que	
   desemboca	
   en	
   una	
   corrección	
  
fenotípica,	
   es	
   decir,	
   la	
   enfermedad	
   puede	
   remitir	
  
cuando	
   se	
   corrige	
   el	
   defecto	
   causante	
   en	
   una	
   célula	
  
progenitora,	
  que	
  con	
  el	
  tiempo	
  y	
  debido	
  a	
  que	
  posee	
  
ventajas	
  en	
  cuanto	
  a	
  	
  viabilidad	
  y	
  proliferación,	
  puede	
  
acabar	
  dominando	
  la	
  población	
  hematopoyética	
  de	
  la	
  
médula	
  ósea,	
   dando	
   como	
   resultado	
   la	
   reversión	
  del	
  
mosaicismo	
   (Waisfisz	
   et	
   al.,	
   1999);	
   si	
   bien,	
   esto	
   no	
  
implica	
   necesariamente	
   la	
   desaparición	
   de	
   la	
  
inestabilidad	
  genómica	
  en	
  otras	
   células	
  del	
  paciente,	
  
o	
  la	
  corrección	
  del	
  riesgo	
  de	
  desarrollar	
  tumores.	
  
	
   La	
   enorme	
   complejidad	
   que	
   presenta	
   el	
  
tratamiento	
   de	
   esta	
   enfermedad,	
   se	
   pone	
   de	
  
manifiesto	
   a	
   la	
   hora	
   de	
   seleccionar	
   un	
   método	
  
adecuado	
  para	
  tratar	
  los	
  tumores	
  o	
  las	
  leucemias	
  que	
  
pueden	
   desarrollar	
   estos	
   pacientes.	
   Esto	
   se	
   debe	
   a	
  
que	
   la	
   mayoría	
   de	
   los	
   tratamientos	
   antitumorales	
  
están	
   basados	
   en	
   producir	
   daños	
   en	
   el	
   DNA,	
   para	
  
interferir	
   con	
   la	
   replicación	
   y	
   así	
   controlar	
   la	
  
proliferación	
   desmesurada	
   de	
   las	
   células	
  
cancerígenas.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  anemia	
  de	
  Fanconi,	
   las	
  
células	
   “sanas”	
   presentan	
   dificultades	
   para	
   la	
  
proliferación	
   (incluso	
   sin	
   tratamiento	
   alguno),	
   y	
   una	
  
extrema	
   sensibilidad	
   a	
   los	
   agentes	
   intercalantes	
   del	
  
DNA,	
   tales	
   como	
   la	
   Mitomicina	
   C	
   o	
   el	
   Cisplatino.	
  
Todos	
   estos	
   motivos	
   complican	
   enormemente	
   la	
  
elección	
   de	
   un	
   tratamiento	
   adecuado	
   ante	
   el	
  
desarrollo	
   de	
   tumores,	
   especialmente	
   teniendo	
   en	
  
cuenta	
  que	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  agentes	
  quimioterápicos	
  
que	
   se	
   utilizan	
   en	
   la	
   clínica	
   son	
   concretamente	
  
agentes	
  intercalantes	
  del	
  DNA.	
  



	
   62	
  

1.3.4.-­‐	
   	
   Etiología	
   y	
   Bases	
  Moleculares:	
   ruta	
   de	
   la	
  
Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  
	
   	
  
	
   La	
  aparición	
  de	
  las	
  diferentes	
  manifestaciones	
  
clínicas	
   de	
   la	
   enfermedad	
   tiene	
   su	
   base	
   genética	
   en	
  
una	
   coordinación	
   incorrecta	
   de	
   la	
   reparación	
   y/o	
   la	
  
replicación	
   en	
   las	
   células	
   afectadas.	
   La	
  
descoordinación	
  de	
  las	
  diferentes	
  rutas	
  implicadas	
  se	
  
produce	
  como	
  consecuencia	
  de	
  mutaciones	
  en	
  la	
  ruta	
  
de	
   la	
   Anemia	
   de	
   Fanconi	
   (FA	
   pathway	
   o	
   FA/BRCA	
  
pathway),	
   que	
   se	
   sitúa	
   en	
   una	
   rama	
   central	
   como	
  
reguladora	
   de	
   la	
   reparación	
   y/o	
   replicación	
   de	
  
regiones	
  afectadas	
  por	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  lesiones.	
  A	
  
grandes	
   rasgos,	
   el	
   papel	
   fundamental	
   que	
   juega	
   la	
  
ruta	
   FA	
   es	
   principalmente	
   la	
   coordinación	
   de	
   la	
  
recombinación	
   homóloga	
   (o	
   HR	
   de	
   Homologous	
  
Recombination)	
   y	
   la	
   síntesis	
   translesión	
   (o	
   TLS	
   de	
  
TransLesion	
   synthesis),	
   pero	
   tales	
   vías	
   guardan	
   una	
  
estrecha	
  relación	
  entre	
  sí,	
  así	
  como	
  con	
  otras	
  rutas	
  de	
  
reparación,	
  como	
  son	
  la	
  vía	
  de	
  escisión	
  de	
  nucleótidos	
  
(o	
  NER	
   por	
  Nucleotide	
   Excision	
   Repair),	
   la	
   unión	
   de	
  
DNA	
   de	
   cadena	
   sencilla	
   (o	
   SSA	
   por	
   Single	
   Strand	
  
Annealing)	
   y	
   la	
   vía	
   de	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
  
homólogos	
  (o	
  NHEJ	
  por	
  Non-­‐Homologous	
  End	
  Joining)	
  
(Revisado	
  en	
  Moldovan	
  &	
  D’andrea,	
  2009).	
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Figura	
   17.	
   Ruta	
   de	
   reparación	
   de	
   Anemia	
   de	
  
Fanconi	
   (FA/BRCA	
   pathway).	
   La	
   ruta	
   coordina	
   los	
  
diferentes	
  procesos	
  durante	
   la	
  reparación	
  de	
   los	
  ICLs.	
  A,	
  atasco	
  
de	
   las	
   horquillas	
   de	
   replicación;	
   B,	
   reclutamiento	
   del	
   complejo	
  
FANC;	
   C,	
   ubiquitinación	
   de	
   FANCD2	
   y	
   FANCI;	
   D,	
   incisiones	
   a	
  
ambos	
   lados	
  de	
   la	
   ICL;	
  E,	
  síntesis	
   translesión;	
  F,	
   recombinación	
  
homóloga	
   y	
   escisión	
   de	
   nucleótidos	
   dañados;	
   G,	
   liberación	
   de	
  
FANCD2	
  y	
  FANCI.	
  	
  	
  

Multiple DNA nucleases function in ICL repair, and
the monoubiquitinated FANCD2 (FANCD2-Ub) acts as a
landing pad for recruiting nucleases such as FAN1 (FA-
associated nuclease 1) and the newly identified FA com-
plementation group P/SLX4 protein to the ICL lesion in
order to initiate nucleolytic incision (Fig. 1D; Crossan
and Patel 2012). These proteins contain a unique ubiq-
uitin-binding domain (UBD) called the UBZ4 (ubiquitin-
binding zinc finger 4) that can specifically recognize the
ubiquitin moiety of FANCD2 (Huang and D’Andrea 2010;
Yamamoto et al. 2011). SLX4-associated MUS81–EME1
and XPF–ERCC1 nucleases promote cross-link unhook-
ing (Ciccia et al. 2008). The unhooking process converts
a stalled replication fork into a double-strand break (DSB),
and translesion DNA synthesis (TLS) allows the bypass of
the unhooked cross-linked oligonucleotides and the res-
toration of a nascent strand (Fig. 1E). The DSB is then
repaired by homologous recombination (HR), while nucle-
otide excision repair (NER) excises the remaining adducts,
and the gap is filled by DNA polymerases (Fig. 1F). The
downstream FA proteins D1/J/N/O play an important role

in the HR process. These proteins facilitate RAD51 loading
and the resolution of recombination intermediates.
Finally, the modified ID complex is deubiquitinated
by the deubiquitinating (DUB) enzyme USP1 (ubiquitin-
specific peptidase 1), associated with its activating partner,
UAF1 (USP1-associated factor 1) (Fig. 1G; Nijman et al.
2005; Cohn et al. 2007). Of note, genetic disruption of
murine Usp1 results in a phenotype similar to FA, and
both Usp1 and Uaf1 knockout chicken DT40 cells exhibit
hypersensitivity to DNA cross-linking agents (Oestergaard
et al. 2007; Kim et al. 2009; Murai et al. 2011). Therefore,
USP1-dependent deubiquitination constitutes another crit-
ical repair step in the completion of DNA ICL repair.

Taken together, the FA pathway regulates three critical
DNA repair processes; namely, nucleolytic incision, TLS,
and HR. A Xenopus egg extract system, using a plasmid
with a single site-specific ICL, has established a role of
FANCD2-Ub in multiple ICL repair steps, including
nucleolytic incision and TLS (Knipscheer et al. 2009).
However, understanding the molecular details of the FA
pathway and its coordination of nucleases, helicases, and

Figure 1. Interaction of the 15 FA proteins in a com-
mon ICL repair pathway in S phase. (A) Two replica-
tion forks converge on the DNA ICL that covalently
links the two strands of DNA. (B) The FANCM–
FAAP24–MHF1/2 complex recognizes the stalled rep-
lication fork structure and recruits the FA core com-
plex to the ICL region. The translocase activity of
FANCM prevents the collapse of replication fork
independent of FA pathway activation. FANCM also
initiates ATR-CHK1-dependent checkpoint response,
which in turn phosphorylates multiple FA proteins,
including FANCA/E/D2/I. (C) The FA core complex, a
ubiquitin E3 ligase, monoubiquitinates FANCD2 and
FANCI, and the ID heterodimeric complex is re-
cruited to the DNA lesion. (D) FANCD2-Ub acts as
a platform to recruit multiple nucleases to coordinate
nucleolytic incisions flanking the ICL. FANCP/SLX4,
which interacts with ERCC1–XPF and MUS81–EME1
structure-specific nucleases, and FAN1 59-flap endo-
nuclease are good candidates for this process. Both
SLX4 and FAN1 contain the UBZ4 UBM essential for
FANCD2-Ub-dependent recruitment to the DNA le-
sion. (E) Unhooking leaves cross-linked nucleotides
tethered to the complementary strand, which is
bypassed by TLS, mediated by specialized TLS poly-
merases such as REV1 and Pol z. (F) Incision creates a
DSB, which is repaired by HR. Downstream FA pro-
teins promote RAD51-dependent strand invasion and
the resolution of recombinant intermediates. NER
removes remaining adducts and fills the gap. (G) The
USP1–UAF1 DUB complex removes monoubiquitin
from FANCD2-I and completes the repair.
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   A	
  pesar	
  de	
  que	
  aún	
  hay	
  muchas	
  preguntas	
  que	
  
responder	
   acerca	
   del	
   funcionamiento	
   y	
   mecanismos	
  
implicados	
   en	
   esta	
   ruta;	
   lo	
   que	
   sí	
   se	
   sabe	
   a	
   ciencia	
  
cierta,	
  es	
  que	
  esta	
  vía	
  es	
  imprescindible	
  para	
  reparar	
  
eficientemente	
   un	
   tipo	
   concreto	
   de	
   daño	
   que	
   se	
  
produce	
  en	
  el	
  DNA,	
   los	
  cruzamientos	
   intercatenarios	
  
(Inter	
  Strand	
  Crosslinks	
  o	
  ICLs),	
  	
  que	
  aparecen	
  cuando	
  
una	
   de	
   las	
   cadenas	
   (o	
   hebras)	
   de	
   DNA	
   se	
   une	
   de	
  
manera	
   covalente	
   a	
   la	
   otra	
   (revisado	
   en	
   Kim	
   &	
  
D’Andrea,	
   2012).	
   Clásicamente,	
   éste	
   es	
   el	
   papel	
  
fundamental	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   la	
   anemia	
   de	
   Fanconi,	
  
debido	
   a	
   la	
   enorme	
   cantidad	
   de	
   procesos	
   que	
   se	
  
deben	
   suceder	
   para	
   que	
   la	
   célula	
   repare	
  
correctamente	
   estas	
   lesiones;	
   sin	
   embargo,	
   cada	
   día	
  
aparecen	
  nuevas	
  evidencias	
  que	
  apuntan	
  a	
  que	
  la	
  ruta	
  
juega	
  un	
  papel	
  mucho	
  más	
  amplio	
  en	
  la	
  replicación	
  y	
  
reparación	
  del	
  DNA,	
  siendo	
  fundamental	
  para	
  dar	
  una	
  
respuesta	
  adecuada	
  a	
  la	
  aparición	
  de	
  diversas	
  fuentes	
  
de	
  daño,	
  tanto	
  internos	
  como	
  externos,	
  además	
  de	
  los	
  
ICLs	
  (figura	
  17)	
  (Sharma	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Fu	
  et	
  al.,	
  2013;	
  
revisado	
   en	
   Kee	
   &	
   D’andrea,	
   2012;	
   Kottemann	
   &	
  
Smogorzewska,	
  2013).	
  
	
   No	
   obstante,	
   es	
   de	
   gran	
   importancia	
   el	
  
procesamiento	
   correcto	
   y	
   reparación	
   de	
   las	
   ICLs,	
   ya	
  
que	
   este	
   tipo	
   de	
   lesiones	
   presentan	
   una	
   elevada	
  
toxicidad	
   para	
   la	
   célula,	
   debido	
   a	
   que	
   bloquean	
   las	
  
maquinarias	
  de	
  replicación	
  y	
  transcripción,	
  pudiendo	
  
llevar	
   a	
   la	
  muerte	
  de	
   la	
   célula	
   (revisado	
   en	
  Deans	
  &	
  
West,	
   2011).	
   Asimismo,	
   la	
   reparación	
   incorrecta	
   de	
  
este	
   tipo	
   de	
   daño	
   parece	
   ser	
   causa	
   directa	
   de	
  
inestabilidad	
  genómica,	
  como	
  demuestra	
  la	
  aparición	
  
de	
   los	
   cromosomas	
   radiales	
   y	
   otras	
   aberraciones	
  
cromosómicas	
   tras	
   someter	
   las	
   células	
   a	
   dosis	
   bajas	
  
de	
  agentes	
   intercalantes	
  de	
  DNA	
   (revisado	
  en	
  Deans	
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&	
  West,	
  2011).	
  Otra	
  prueba	
  de	
  este	
  fenómeno	
  es	
  que	
  	
  
paradójicamente,	
   tanto	
   la	
   aparición	
   de	
   aberraciones	
  
como	
   la	
   inestabilidad	
   genómica,	
   pueden	
   ser	
  
corregidas,	
   en	
  mayor	
   o	
  menor	
  medida,	
   suprimiendo	
  
la	
   vía	
   de	
   reparación	
   de	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
  
homólogos	
   (NHEJ),	
   que	
   repararía	
   de	
  manera	
  menos	
  
fidedigna	
   las	
   estructuras	
   intermediarias	
   que	
   se	
  
producen	
  durante	
  la	
  reparación	
  del	
  daño	
  causado	
  por	
  
los	
  agentes	
  intercalantes	
  (Pace	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Adamo	
  et	
  
al.,	
  2010).	
  

	
  

	
  
	
  
Figura	
  17.	
  Reparación	
  de	
  roturas	
  de	
  doble	
  cadena	
  
mediante	
   la	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
   homólogos	
  
(NHEJ).	
   La	
  maquinaria	
  de	
  reparación	
  recluta	
  al	
  heterodímero	
  
Ku70/Ku80,	
  que	
  es	
  reconocido	
  por	
  las	
  proteín-­‐kinasas	
  C	
  (PKCs),	
  
y	
   finalmente	
   por	
   la	
   proteína	
   XRCC4	
   y	
   la	
   ligasa	
   IV,	
   que	
   unen	
   la	
  
doble	
  cadena.	
  

Rotura'de'de''
doble'cadena''

Heterodímero''
KU70/KU80''

DNA'PKCs''

Xrcc4'y'LigasaIV''
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1.3.5.-­‐	
  Miembros	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  
	
  
	
   Los	
   miembros	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   FA	
   también	
   se	
  
conocen	
   como	
   grupos	
   de	
   complementación.	
   La	
  
mayoría	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
   ruta	
   FA	
   (tabla	
   7)	
   no	
  
contiene	
   ningún	
   dominio	
   enzimático	
   reconocible,	
   lo	
  
que	
  sugiere	
  que	
  actúan	
  a	
  modo	
  de	
  soporte	
  o	
  andamio.	
  
El	
  complejo	
  se	
  presenta	
  en	
  la	
  figura	
  18.	
   	
   	
  
	
  

	
  
Figura	
   18.	
   Miembros	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   anemia	
   de	
  
Fanconi	
  (FA/BRCA	
  pathway).	
  La	
  ruta	
  FA	
  es	
  la	
  única	
  que	
  
puede	
  reparar	
  de	
  forma	
  eficiente	
  los	
  cruzamientos	
  entre	
  las	
  dos	
  
cadenas	
   de	
   DNA	
   (Interstrand	
   Cross	
   Links,	
   DNA	
   ICLs).	
   Con	
  
rotulos	
   en	
   negro	
   se	
   indican	
   proteínas	
   de	
   otras	
   rutas	
   que	
   no	
  
forman	
  parte	
  de	
   la	
  vía	
  pero	
  que	
  participan	
  con	
   la	
  ruta	
  FA	
  en	
  el	
  
proceso	
   de	
   reparación	
   de	
   ICLs.	
   Adaptado	
   de	
   Kee	
   &	
   D’andrea,	
  
2012.	
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   Si	
   los	
   agrupamos	
   en	
   cuanto	
   a	
   su	
   función	
  
distinguimos	
   principalmente	
   4	
   grupos	
   (revisado	
   en	
  
Kee	
  &	
  D’andrea,	
   2012;	
  Kottemann	
  &	
  Smogorzewska,	
  
2013):	
  
-­‐	
  Los	
  que	
  forman	
  el	
  complejo	
  principal	
   FA:	
  FANCA,	
  
FANCB,	
   FANCC,	
   FANCE,	
   FANCF,	
   FANCG,	
   FANCL	
   y	
  
FANCM,	
   así	
   como	
   las	
   proteínas	
   asociadas	
   FAAP20,	
  
FAAP24	
   Y	
   FAAP100.	
   Forman	
   un	
   complejo	
   nuclear,	
  
denominado	
   complejo	
   principal	
   FA,	
   que	
   posee	
   una	
  
actividad	
   E3	
   ubiquitin-­‐ligasa,	
   la	
   función	
   de	
   este	
  
complejo	
   es	
   la	
   ubiquitinación	
   del	
   complejo	
   efector	
  
D2/I.	
  
-­‐	
   Los	
   que	
   participan	
   en	
   la	
   coordinación	
   de	
   la	
  
recombinación	
   homóloga:	
   BRCA2	
   (FANCD1),	
  
PALB2	
  (FANCN),	
  RAD51C	
  (FANCO).	
  Los	
  miembros	
  de	
  
este	
   grupo	
  parecen	
  no	
  afectar	
   a	
   la	
  ubiquitinación	
  de	
  
FANCD2.	
  
-­‐	
   Complejo	
   principal	
   ID:	
   compuesto	
   por	
   FANCD2	
   y	
  
FANCI,	
  es	
  considerado	
  el	
  efector	
  principal	
  de	
   la	
  ruta.	
  
FANCD2	
   y	
   FANCI	
   son	
   expresadas	
   de	
   manera	
  
constitutiva,	
   se	
   encuentran	
   unidas	
   al	
   DNA	
   como	
   un	
  
heterodímero,	
   su	
   ubiquitinación	
   actúa	
   como	
   señal	
  
para	
  reclutar	
  otras	
  proteínas	
  de	
  reparación.	
  	
  
-­‐	
  Factores	
  no	
  necesarios	
  para	
  la	
  ubiquitinación	
  de	
  D2:	
  
BRIP1	
   (FANCJ),	
   SLX4	
   (FANCP),	
   FAN1	
   (Fanconi	
  
Associated	
  Nuclease	
  1).	
  A	
  pesar	
  de	
  no	
  formar	
  parte	
  del	
  
complejo	
   principal	
   ni	
   participar	
   directamente	
   en	
   la	
  
recombinación	
   homóloga,	
   la	
   actividad	
   de	
   estos	
  
factores	
  es	
  necesaria	
  para	
  el	
  correcto	
  funcionamiento	
  
del	
  resto	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  vía.	
  
	
  
-­‐	
  Existe	
  también	
  un	
  complejo	
  accesorio,	
   formado	
  por	
  
BRCA2,	
  FANCD2,	
  FANCG	
  y	
  XRCC3,	
  llamado	
  D1-­‐D2-­‐G-­‐
X3,	
  de	
  función	
  desconocida	
  pero	
  que	
  parece	
  vincular	
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la	
   ruta	
   FA	
   con	
   la	
   recombinación	
   homóloga	
   y	
   es	
  
independiente	
   de	
   la	
   ubiquitinación	
   de	
   FANCD2,	
   se	
  
requiere	
   la	
   participación	
   de	
   ATR	
   para	
   su	
   formación	
  
(Wilson	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  
	
  
	
   A	
  modo	
  de	
  resumen	
  en	
  la	
  tabla	
  7	
  se	
  muestra	
  la	
  
prevalencia	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   componentes	
   y	
   su	
  
localización	
  cromosómica.	
  
	
  

	
  
Tabla	
  7:	
  Genes	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  y	
  
su	
  localización	
  cromosómica.	
  Se	
  indica	
  la	
  prevalencia	
  de	
  
cada	
   grupo	
   de	
   complementación	
   y	
   el	
   tamaño	
   de	
   la	
   proteína.	
  
Adaptado	
   de	
  Moldovan	
   &	
   D’andrea,	
   2009;	
   Shimamura	
   &	
   Alter,	
  
2010.	
  
	
  

GEN$ PREVALENCIA$
APROXIMADA$ LOCALIZACIÓN$ TAMAÑO$DE$LA$

PROTEINA$(kDa)$

FANCA% 66'70%% 16q24.3% 163%

FANCB% 2%% Xp22.31% 95%

FANCC% 10'14%% 9q22.3% 63%

FANCD1%(BRCA2)% 2'3%% 13q12'13% 380%

FANCD2% 2'3%% 3q25.3% 155,%162%

FANCE% 2'3%% 6p21'22% 60%

FANCF% 2%% 11p15% 42%

FANCG% 9'10%% 9p13% 68%

FANCI% 1'2%% 15q25'26% 140,%147%

FANCJ%(BRIP1)% 2%% 17q22'24% 140%

FACNL% 0,2%% 2p16.1% 43%

FANCM% 0,2%% 14q21.3% 250%

FANCN%(PALB2)% 0,7'2%% 16p12.1% 140%

FANCO%(RAD51C)% 0,2%% 17q22% 42%

FANCP%(SLX4)% 0,2%% 16p13.3% 200%
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1.3.5.1.-­‐	
  FANCA.	
  
	
  
	
   Es,	
   con	
  diferencia,	
   el	
  miembro	
  de	
   la	
  vía	
   cuyas	
  
mutaciones	
   aparecen	
   con	
   mayor	
   frecuencia	
   en	
   los	
  
pacientes,	
   constituyendo	
   aproximadamente	
   un	
   66%	
  
de	
   los	
   casos	
  diagnosticados	
  de	
  FA,	
   y	
   en	
   la	
  población	
  
española	
  la	
  proporción	
  alcanza	
  el	
  80%	
  (Castella	
  et	
  al.,	
  
2011;	
  revisado	
  en	
  Moldovan	
  &	
  D’andrea,	
  2009).	
  	
  
	
   Se	
  localiza	
  en	
  el	
  cromosoma	
  16,	
  concretamente	
  
en	
   la	
   citobanda	
   16q24.3.	
   Esta	
   proteína	
   presenta	
  
principalmente	
   dos	
   isoformas,	
   una	
   más	
   larga,	
  
denominada	
   isoforma	
   a,	
   con	
  43	
   exones,	
   codifica	
   una	
  
proteína	
   de	
   1455	
   aminoácidos,	
   que	
   forma	
   parte	
   del	
  
complejo	
  principal	
  FA	
  (Apostolou	
  et	
  al.,	
  1996).	
  FANCA	
  
es	
   una	
   fosfoproteína	
   que	
   es	
   fosforilada	
   en	
   su	
   serina	
  
1449	
  por	
   la	
  acción	
  de	
  ATR	
  (Collins	
  et	
  al.	
  2009).	
  Esta	
  
proteína	
  contiene	
  dos	
  señales	
  de	
  localización	
  nuclear	
  
(NLS),	
   cinco	
   señales	
   de	
   exportación	
   nuclear	
   (NES)	
  
ricas	
  en	
  leucina,	
  y	
  una	
  secuencia	
  parcial	
  de	
  cremallera	
  
de	
  leucina	
  (Ferrer	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  
	
  
1.3.5.2.-­‐	
  FANCB.	
  
	
  
	
   También	
   llamada	
   FAAP95,	
   las	
   mutaciones	
   en	
  
este	
  gen	
  suponen	
  un	
  2%	
  de	
  los	
  casos	
  diagnosticados	
  y	
  
su	
   localización	
   genómica	
   es	
   en	
   el	
   cromosoma	
   X,	
  
Xp22.2.	
   Posee	
   10	
   exones,	
   aunque	
   su	
   traducción	
  
empieza	
   en	
   el	
   exon	
   3,	
   codificando	
   una	
   proteína	
   de	
  
853	
  aminoácidos.	
  Forma	
  parte	
  del	
  complejo	
  principal	
  
FA	
   y	
   contiene	
   una	
   supuesta	
   señal	
   NLS.	
   FANCB	
   es	
   el	
  
único	
  grupo	
  de	
  complementación	
  cuya	
  herencia	
  está	
  
ligada	
  al	
  cromosoma	
  X	
  (Meetei	
  et	
  al.,	
  2004).	
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1.3.5.3.-­‐	
  FANCC.	
  
	
  
	
   Representa	
   el	
   segundo	
   grupo	
   de	
  
complementación	
  más	
   frecuente	
   en	
  pacientes	
  de	
  FA,	
  
con	
   un	
   10-­‐14%	
   de	
   los	
   casos	
   diagnosticados	
  
(Moldovan	
   &	
   D’andrea,	
   2009;	
   Shimamura	
   &	
   Alter,	
  
2010).	
  
	
   Se	
   localiza	
   en	
   el	
   cromosoma	
   9,	
   	
   la	
   citobanda	
  
9q22.32,	
   y	
   presenta	
   15	
   exones	
   que	
   codifican	
   una	
  
proteína	
   de	
   558	
   aminoácidos.	
   Forma	
   parte	
   del	
  
complejo	
  principal	
  FA,	
  pero	
  su	
  localización	
  parece	
  ser	
  
tanto	
   nuclear	
   como	
   citoplasmática	
   (Yamashita	
   et	
   al.	
  
1994).	
   Se	
  ha	
   sugerido	
  que	
  FANCC	
  puede	
   tener	
  otras	
  
funciones	
  fuera	
  de	
  su	
  participación	
  en	
  la	
  vía	
  clásica	
  de	
  
FA	
  (Fagerlie	
  et	
  al.	
  2004).	
  
	
  
1.3.5.4.-­‐	
  FANCD1/BRCA2.	
  	
  
	
  
	
   Aproximadamente	
  un	
  3%	
  de	
  los	
  casos	
  de	
  FA	
  se	
  
deben	
   a	
   mutaciones	
   en	
   el	
   gen	
   BRCA2	
   (de	
   BReast	
  
CAncer	
  type	
  2	
  susceptibility	
  protein),	
   siendo	
  el	
  gen	
  de	
  
la	
   ruta	
   que	
   parece	
   presentar	
   mayor	
   proporción	
   de	
  
letalidad	
   embrionaria.	
   Las	
   mutaciones	
   bialélicas	
   en	
  
BRCA2	
   son	
   escasas	
   (Magdalena	
   et	
  al.,	
   2005;	
   Castella	
  
et	
  al.,	
   2011;	
  Shimamura	
  &	
  Alter,	
  2010),	
  pero	
   cuando	
  
se	
  producen	
  destaca	
  la	
  aparición	
  de	
  leucemias	
  agudas	
  
y	
   tumores	
   sólidos	
   a	
   muy	
   temprana	
   edad,	
   siendo	
   el	
  
riesgo	
  relativo	
  de	
  padecer	
  algún	
  tipo	
  de	
  malignización	
  
del	
   97%	
  a	
   la	
   edad	
  de	
   6	
   años	
   (Alter	
  et	
  al.,	
   2007).	
  No	
  
obstante,	
  a	
  pesar	
  de	
  que	
  en	
  la	
  anemia	
  de	
  Fanconi	
  las	
  
mutaciones	
   suelen	
   ser	
   bialélicas	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   la	
  
enfermedad	
   recesiva,	
   se	
   ha	
   descrito	
   que,	
   los	
  
individuos	
   heterocigotos	
   para	
   una	
   mutación	
   en	
  
BRCA2,	
  no	
  presentan	
   la	
   sintomatología	
  de	
   la	
  anemia	
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de	
  Fanconi	
  y	
  son	
  individuos	
  sanos,	
  pero	
  presentan	
  un	
  
riesgo	
   elevado	
   de	
   desarrollar	
   cáncer	
   de	
   mama	
  
(Howlett	
  et	
  al.,	
  2002).	
  
	
   Su	
   localización	
   cromosómica	
   es	
   13q13.1,	
   está	
  
compuesto	
  por	
  27	
  exones	
  que	
  codifican	
  una	
  proteína	
  
de	
   3418	
   aminoácidos;	
   BRCA2	
   no	
   forma	
   parte	
   del	
  
complejo	
   principal	
   FA	
   y	
   no	
   es	
   necesario	
   para	
   la	
  
ubiquitinación	
  de	
  FANCD2.	
  	
  
	
   La	
   función	
   principal	
   de	
   BRCA2	
   es	
   regular	
   la	
  
reparación	
   de	
   roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   DNA	
   por	
  
recombinación	
   homóloga	
   mediante	
   la	
   recombinasa	
  
RAD51	
   (Davies	
   et	
   al.,	
   2001);	
   no	
   obstante,	
   BRCA2	
  
presenta	
   otras	
   funciones	
   conocidas,	
   como	
   son	
   la	
  
estabilización	
   de	
   las	
   horquillas	
   de	
   replicación	
   y	
   la	
  
regulación	
  de	
  la	
  citocinesis	
  (Daniels	
  et	
  al.,	
  2004).	
  	
  
	
   BRCA2	
   interactúa	
   con	
   BRCA1	
   en	
   la	
  
recombinación	
   homóloga	
   y	
   dicha	
   interacción	
   parece	
  
estar	
  mediada	
  por	
  PALB2	
  (FANCN)	
  (Xia	
  et	
  al.,	
  2007),	
  
mostrándose	
   una	
   vez	
   más	
   la	
   estrecha	
   relación	
   y	
   la	
  
comunicación	
   cruzada	
   entre	
   las	
   vías	
   FA	
   y	
   de	
  
recombinación	
  homóloga.	
   El	
   papel	
   de	
  BRCA1	
  parece	
  
ser	
   promover	
   la	
   carga	
   y	
   asentamiento	
   de	
   RAD51	
  
sobre	
   el	
   ssDNA,	
   BRCA1	
   tiene	
   efectos	
   sobre	
   la	
  
cromatina,	
   y	
   además	
   llega	
   a	
   las	
   roturas	
   en	
   el	
   DNA	
  
independientemente	
   de	
   la	
   actuación	
   de	
   H2AX	
  
(revisado	
  en	
  Nagaraju	
  &	
  Scully,	
  2007).	
  
	
   Tanto	
  BRCA1	
  como	
  BRCA2	
  son	
  indispensables	
  
para	
   el	
   correcto	
   desarrollo	
   embrionario,	
   como	
   se	
  
demostró	
   en	
   embriones	
   de	
   ratón,	
   donde	
   la	
   ausencia	
  
de	
   uno	
   de	
   los	
   dos	
   provoca	
   letalidad	
   embrionaria	
   en	
  
un	
  período	
  muy	
  corto	
  de	
  tiempo,	
  en	
  el	
  que	
  además	
  el	
  
embrión	
  se	
  ve	
  sometido	
  a	
  un	
  alto	
  estrés,	
  revelado	
  por	
  
una	
   elevada	
   expresión	
   de	
   p53	
   y	
   p21;	
   no	
   obstante,	
  
parecen	
   tener	
   efectos	
   epistáticos,	
   ya	
  que	
   la	
   ausencia	
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de	
   ambos	
   provoca	
   los	
   mismos	
   efectos	
   en	
   el	
   mismo	
  
tiempo	
   de	
   desarrollo	
   embrionario,	
   aunque	
   esta	
  
letalidad	
  puede	
  ser	
  ligeramente	
  pospuesta	
  si	
  además	
  
se	
  elimina	
  p53	
  (revisado	
  en	
  Nagaraju	
  &	
  Scully,	
  2007).	
  
	
   BRCA2	
   interacciona	
   también	
   con	
   FANCD2	
   y	
  
dicha	
  interacción	
  está	
  mediada	
  por	
  FANCG	
  y	
  XRCC3	
  y	
  
no	
   requiere	
   la	
   ubiquitinación	
  de	
  FANCD2	
   (Wilson	
  et	
  
al.,	
   2008,	
   2010).	
   Asimismo	
   se	
   ha	
   demostrado	
   la	
  
colocalización	
   de	
   FANCD2	
   ubiquitinado	
   y	
   BRCA2	
   en	
  
cromatina,	
   formando	
  un	
  complejo	
  con	
  FANCE	
  (Wang	
  
et	
  al.,	
  2007).	
  
	
   BRCA2	
   es	
   un	
   gen	
   supresor	
   de	
   tumores	
   que	
  
parece	
  jugar	
  un	
  papel	
  dual	
  en	
  la	
  respuesta	
  al	
  daño	
  en	
  
el	
   DNA:	
   por	
   un	
   lado,	
   se	
   encarga	
   de	
   regular	
   la	
  
recombinación	
   homóloga,	
   mientras	
   que	
   por	
   otro	
  
interacciona	
   de	
   manera	
   directa	
   con	
   FANCD2;	
   esta	
  
interacción	
   entre	
   ambas	
   proteínas	
   parece	
   ser	
   clave	
  
para	
   la	
   coordinación	
   de	
   los	
   eventos	
   que	
   se	
   deben	
  
suceder	
   en	
   el	
   DNA	
   para	
   la	
   reparación	
   correcta	
   del	
  
daño	
   detectado,	
   quizá	
   actuando	
   a	
   modo	
   de	
  
interruptor	
   entre	
   la	
   síntesis	
   translesión	
   y	
   la	
  
recombinación	
  homóloga.	
  	
  
	
  
1.3.5.5.-­‐	
  FANCD2.	
  
	
  
	
   Las	
   mutaciones	
   bialélicas	
   en	
   FANCD2	
   son	
  
escasas,	
   representando	
   un	
   3%	
   de	
   los	
   casos	
  
(Shimamura	
  &	
  Alter,	
  2010).	
  Existen	
  dos	
  isoformas,	
  la	
  
isoforma	
   b	
   codifica	
   una	
   secuencia	
   más	
   corta,	
   que	
  
contiene	
   43	
   exones	
   y	
   parece	
   no	
   ser	
   funcional,	
  
mientras	
   que	
   la	
   isoforma	
   a	
   está	
   compuesta	
   por	
   44	
  
exones	
  y	
  una	
  secuencia	
  en	
  3’	
  UTR	
  alternativa,	
  que	
  da	
  
lugar	
   a	
   una	
  proteína	
  más	
   corta	
   y	
   con	
  un	
  dominio	
  C-­‐
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terminal	
   distinto,	
   que	
   es	
   la	
   forma	
   funcional	
   de	
   la	
  
proteína	
  (Montes	
  de	
  Oca	
  et	
  al.,	
  2005).	
  
	
   Su	
   localización	
   genómica	
   es	
   en	
   la	
   citobanda	
  
3q25.3.	
   La	
   proteína	
   funcional	
   está	
   compuesta	
   por	
  
1451	
   aminoácidos,	
   tiene	
   un	
   peso	
   molecular	
   de	
  
162kDa	
   y	
   posee	
   cierta	
   similitud	
   con	
   FANCI.	
   Ambas	
  
proteínas	
  forman	
  el	
  complejo	
  ID,	
  que	
  se	
  considera	
  el	
  
efector	
   principal	
   de	
   la	
   ruta	
   FA.	
   FANCD2	
   es	
  
ubiquitinado	
   en	
   su	
   lisina	
   561	
   mediante	
   la	
  
participación	
   del	
   complejo	
   principal	
   (García-­‐Higuera	
  
et	
  al.,	
  2001),	
  concretamente	
  por	
  FANCL,	
  de	
  una	
  forma	
  
dependiente	
  de	
  UBE2T	
  y	
  FANCI	
  (Smogorzewska	
  et	
  al.,	
  
2007).	
  La	
  forma	
  monoubiquitinada	
  de	
  FANCD2	
  forma	
  
foci	
   nucleares	
   que	
   colocalizan	
   con	
   otras	
   proteínas	
  
como	
  FANCI,	
  BRCA1,	
  BRCA2	
  o	
  RAD51.	
  	
  
	
   FANCD2	
   es	
   fosforilado	
   por	
   ATM	
   (por	
   Ataxia	
  
Telangiectasia	
   Mutated)	
   (Taniguchi	
   et	
   al.,	
   2002),	
   y	
  
posiblemente	
  por	
  ATR	
  (por	
  Ataxia	
  Telangiectasia	
  and	
  
Rad3-­‐related	
   protein)	
   (Andreassen	
   et	
   al.,	
   2004,	
  
Pichierri	
  &	
  Rosselli	
  2004),	
  cuando	
  se	
  produce	
  daño	
  en	
  
el	
  DNA.	
   	
  Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  para	
  unirse	
  a	
  BRCA2,	
  
FANCD2	
   tiene	
   que	
   ser	
   fosforilada	
   en	
   su	
   serina	
   331	
  
por	
   CHK1	
   (Zhi	
   et	
   al.,	
   2009),	
   y	
   otros	
   autores	
  
demuestran	
  que	
  dicha	
  interacción	
  requiere	
  además	
  la	
  
fosforilación	
   de	
   la	
   serina	
   7	
   de	
   FANCG	
   (por	
   ATR	
   o	
  
CHK1),	
   mediaría	
   la	
   interacción	
   directa	
   de	
   BRCA2	
   y	
  
FANCD2,	
  junto	
  con	
  XRCC3	
  y	
  el	
  propio	
  FANCG	
  (Wilson	
  
et	
  al.,	
  2008).	
  	
  Además	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  FANCD2	
  
es	
  capaz	
  de	
  unirse	
  a	
  la	
  proteína	
  conocida	
  como	
  PCNA	
  	
  
(Proliferative	
   Cell	
   Nuclear	
   Antigen)	
   (Howlett	
   et	
   al.,	
  
2009).	
   Se	
   	
   ha	
   sugerido	
   que	
   esta	
   interacción	
   es	
  
necesaria	
  para	
   reclutar	
   la	
  polimerasa	
   adecuada	
  para	
  
realizar	
  la	
  síntesis	
  translesión,	
  en	
  función	
  del	
  tipo	
  de	
  
daño	
   reconocido;	
   de	
   hecho,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
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una	
   de	
   estas	
   polimerasas,	
   la	
   polimerasa	
   “eta”,	
  
interacciona	
   antes	
   con	
   FANCD2	
   que	
   con	
   PCNA,	
   en	
  
células	
  expuestas	
  a	
  radiación	
  ultravioleta,	
  haciéndolo	
  
a	
   través	
   de	
   los	
   mismos	
   dominios	
   que	
   median	
   la	
  
interacción	
   de	
   esta	
   polimerasa	
   con	
   PCNA	
   (Fu	
   et	
   al.,	
  
2013).	
  
	
   Otra	
   de	
   las	
   interacciones	
   claves	
   para	
   el	
  
desarrollo	
  correcto	
  de	
   la	
  vía	
  es	
   la	
   interacción	
  que	
  se	
  
produce	
   entre	
   FANCD2	
   y	
   FAN1,	
   una	
   nucleasa	
  
asociada	
   a	
   la	
   ruta	
   de	
   Fanconi	
   (Huang	
   &	
   D’Andrea,	
  
2010);	
   asimismo,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   FANCD2	
  
participa	
  en	
  el	
  procesamiento	
  de	
   los	
  extremos	
  de	
   las	
  
roturas	
  que	
  se	
  producen	
  durante	
  la	
  reparación	
  de	
  los	
  
cruzamientos	
   intercatenarios	
   (ICLs)	
   del	
   DNA	
  
(Knipscheer	
  et	
  al.,	
  2009).	
  
	
   Recientemente	
   se	
   ha	
   demostrado	
   además	
   la	
  
participación	
   de	
   FANCD2	
   ubiquitinado,	
   de	
   manera	
  
conjunta	
   con	
   FANCI,	
   en	
   la	
   reestructuración	
   de	
   la	
  
cromatina	
   mediante	
   su	
   interacción	
   con	
   histonas,	
  
facilitando	
  el	
  correcto	
  ensamblaje	
  de	
  los	
  nucleosomas	
  
ante	
  daños	
  en	
  el	
  DNA.	
  Se	
  ha	
  sugerido	
  que	
  esta	
  función	
  
está	
   relacionada	
   con	
   el	
   reclutamiento	
   adecuado	
   de	
  
nucleasas	
   para	
   reparar	
   la	
   lesión,	
   previniendo	
   cortes	
  
sobre	
  el	
  DNA	
  de	
  cadena	
  sencilla	
  (Sato	
  et	
  al.,	
  2012).	
  
	
  
1.3.5.6.-­‐	
  FANCE.	
  
	
   	
  
	
   Aproximadamente	
  un	
  2%	
  de	
  los	
  casos	
  de	
  FA	
  se	
  
deben	
   a	
   mutaciones	
   en	
   este	
   gen,	
   localizado	
   en	
   la	
  
posición	
   cromosómica	
   6p21-­‐22,	
   y	
   que	
   posee	
   14	
  
exones	
   que	
   codifican	
   una	
   proteína	
   de	
   536	
  
aminoácidos	
   y	
   60kDa.	
   También	
   forma	
   parte	
   del	
  
complejo	
   principal	
   FA,	
   pero	
   parece	
   unirse	
  
directamente	
  a	
  FANCD2.	
  FANCE	
  contiene	
  dos	
  señales	
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NLS	
   y	
   cinco	
   repeticiones	
   en	
   tándem	
   de	
   un	
   dominio	
  
hélice	
   corto	
   (Nookala	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Parece	
   actuar	
   a	
  
modo	
   de	
   proteína	
   lanzadera	
   entre	
   el	
   complejo	
  
principal	
   FA	
  y	
   FANCD2,	
   de	
  una	
  manera	
  dependiente	
  
de	
   su	
   fosforilación;	
   FANCE	
   también	
   se	
   une	
   a	
   FANCC	
  
(Wang	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Asimismo,	
   se	
   ha	
   sugerido	
   que	
  
puede	
  participar	
  en	
  la	
  localización	
  en	
  la	
  cromatina	
  de	
  
BRCA2,	
   miembro	
   con	
   el	
   que	
   interactúa	
   de	
   manera	
  
independiente	
   de	
   FANCD2	
   y	
   del	
   complejo	
   D1-­‐D2-­‐G-­‐
X3	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2007).	
  
	
  
1.3.5.7.-­‐	
  FANCF.	
  
	
  
	
   Representa	
  un	
  2%	
  de	
  los	
  casos	
  de	
  FA;	
  con	
  tan	
  
sólo	
   un	
   exón,	
   codifica	
   una	
   proteína	
   de	
   374	
  
aminoácidos	
   y	
   42kDa	
   que	
   forma	
   parte	
   del	
   complejo	
  
principal	
   FA.	
   FANCF	
   parece	
   actuar	
   a	
   modo	
   de	
  
adaptador	
   para	
   el	
   correcto	
   ensamblaje	
   del	
   complejo	
  
FA	
  (Léveillé	
  et	
  al.,	
  2004).	
  	
  
	
  
1.3.5.8.-­‐	
  FANCG.	
  
	
  
	
   Las	
  mutaciones	
  bialélicas	
  en	
  este	
  gen	
  suponen	
  
un	
  10-­‐14%	
  de	
  todos	
  los	
  casos	
  de	
  FA.	
  El	
  gen	
  contiene	
  
14	
   exones	
   que	
   codifican	
   una	
   proteína	
   de	
   622	
  
aminoácidos	
   y	
   68kDa.	
   FANCG	
   forma	
   parte	
   del	
  
complejo	
  principal	
  FA,	
  pero	
  parece	
  funcionar	
  también	
  
en	
   la	
   recombinación	
   homóloga,	
   promoviendo	
   la	
  
formación	
   del	
   complejo	
   D1-­‐D2-­‐G-­‐X3,	
   constituyendo	
  
por	
  tanto	
  una	
  vía	
  de	
  comunicación	
  de	
   la	
  ruta	
  FA	
  con	
  
la	
   recombinación	
   homóloga.	
   FANCG	
   está	
   compuesta	
  
por	
   siete	
   motivos	
   TPR	
   (Tetratrico	
   Peptide	
   Repeat)	
  
(Blom	
  et	
  al.,	
   2004),	
  por	
   los	
  que	
  parece	
   interaccionar	
  
con	
   XRCC3,	
   BRCA2	
   (Hussain	
   et	
  al.,	
   2006)	
   y	
   FANCD2	
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(Wilson	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Estos	
  motivos	
  TPR	
  son	
  también	
  
responsables	
   de	
   su	
   interacción	
   con	
   ERCC1-­‐XPF,	
   una	
  
endonucleasa	
   fundamental	
   para	
   la	
   reparación	
  de	
   los	
  
daños	
  causados	
  por	
  las	
  ICLs	
  (Wang	
  &	
  Lambert,	
  2010).	
  	
  
	
   FANCG	
  es	
  una	
  fosfoproteína	
  que	
  se	
  fosforila	
  en	
  
sus	
   serinas	
   383	
   y	
   387,	
   presumiblemente	
   por	
   cdc2	
  
durante	
   la	
   fase	
   M	
   del	
   ciclo	
   celular	
   (Mi	
   et	
   al.,	
   2004).	
  
Estos	
  	
  dos	
  sitios	
  de	
  fosforilación	
  parecen	
  importantes	
  
para	
   separar	
   a	
   FANCG	
   de	
   la	
   cromatina	
   durante	
   la	
  
mitosis;	
  por	
  otra	
  parte,	
  se	
  ha	
  descrito	
  también	
  que	
  la	
  
fosforilación	
  de	
  esta	
  proteína	
  en	
  su	
  serina	
  7	
  aumenta	
  
tras	
  exposición	
  a	
  MMC	
  (Qiao	
  et	
  al.,	
  2004),	
  y	
  que	
  dicha	
  
fosforilación	
  es	
  fundamental	
  para	
  la	
  interacción	
  entre	
  
BRCA2	
   y	
   FANCD2,	
   así	
   como	
   para	
   la	
   interacción	
   de	
  
FANCG	
  con	
  XRCC3,	
  BRCA2	
  y	
  FANCD2	
  y	
  por	
  tanto	
  para	
  
la	
   formación	
  del	
  complejo	
  D1-­‐D2-­‐G-­‐X3;	
  sin	
  embargo,	
  	
  
la	
   fosforilación	
  en	
  la	
  serina	
  7	
  no	
  es	
  necesaria	
  para	
   la	
  
ubiquitinación	
  de	
  FANCD2	
  (Wilson	
  et	
  al.,	
  2008).	
  
	
  
	
  
1.3.5.9	
  FANCI.	
  
	
  
	
   Las	
  mutaciones	
  bialélicas	
   en	
  FANCI	
   causantes	
  
de	
  la	
  enfermedad	
  son	
  muy	
  escasas,	
  constituyendo	
  tan	
  
sólo	
  un	
  1-­‐2%	
  de	
   los	
   casos	
  de	
  FA.	
   Este	
   gen	
  posee	
  37	
  
exones	
   que	
   codifican	
   una	
   proteína	
   de	
   1328	
  
aminoácidos	
   y	
   140kDa,	
   y	
   que	
   tiene	
   similitud	
   con	
  
FANCD2	
   (Smogorzewska	
   et	
   al.,	
   2007);	
   FANCD2	
   y	
  
FANCI	
   ubiquitinados,	
   de	
   manera	
   interdependiente,	
  
componen	
   el	
   complejo	
   ID.	
   FANC	
   I	
   es	
  
monoubiquitinado	
   en	
   su	
   lisina	
   523,	
   para	
   ello	
   se	
  
requiere	
  la	
  acción	
  del	
  complejo	
  principal	
  FA,	
  UBE2T	
  y	
  
FANCD2.	
  FANCI	
  es	
  una	
  fosfoproteína	
  que	
  se	
  fosforila	
  
en	
   la	
   serina730,	
   la	
   treonina952	
   y	
   la	
   serina1121,	
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presumiblemente	
   mediante	
   la	
   acción	
   de	
   ATM	
   y/o	
  
ATR;	
   dicha	
   fosforilación	
   se	
   produce	
   tras	
   daño	
   en	
   el	
  
DNA	
  (Smogorzewska	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Su	
   función	
  parece	
  
ser	
  análoga	
  a	
  la	
  de	
  FANCD2.	
  
	
  
1.3.5.10	
  FANCJ.	
  
	
   	
  
	
   También	
   conocido	
   como	
   Brip1	
   (BRCA1	
  
interacting	
   protein	
   C-­‐terminal	
   helicase	
   1),	
   constituye	
  
el	
   2%	
   de	
   los	
   casos	
   de	
   FA	
   y	
   está	
   compuesto	
   por	
   20	
  
exones	
   que	
   codifican	
   una	
   proteína	
   de	
   1249	
  
aminoácidos	
  y	
  140kDa.	
  	
  
	
   FANCJ	
   es	
   una	
   helicasa	
   5’-­‐3’	
   con	
   actividad	
  
ATPasa,	
  que	
  se	
  une	
  directamente	
  al	
  dominio	
  BRCT	
  de	
  
BRCA1	
   (Cantor	
   et	
   al.,	
   2001),	
   y	
   que	
   no	
   es	
   necesaria	
  
para	
  la	
  ubiquitinación	
  del	
  complejo	
  ID.	
  Curiosamente,	
  
a	
  pesar	
  de	
   su	
   interacción	
   con	
  BRCA1,	
   la	
   ausencia	
  de	
  
FANCJ	
   provoca	
   la	
   sintomatología	
   propia	
   de	
   la	
   FA,	
  
demostrando	
   así	
   su	
   implicación	
   en	
   la	
   ruta	
   de	
  
reparación	
   por	
   recombinación	
   homóloga,	
   y	
   al	
   igual	
  
que	
  ocurre	
  con	
  BRCA2,	
  pone	
  de	
  manifiesto	
  de	
  nuevo	
  
la	
   importancia	
   de	
   que	
   exista	
   una	
   perfecta	
  
coordinación	
  de	
  ambas	
  rutas.	
   	
  Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  
los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   FANCJ	
   controlan	
   los	
  
niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   BLM,	
   otra	
   helicasa	
   que	
  
participa	
  en	
   la	
   reparación	
  del	
  DNA	
  y	
  cuya	
  alteración	
  
es	
   responsable	
   de	
   la	
   aparición	
   del	
   síndrome	
   de	
  
Bloom;	
   de	
   esta	
   manera,	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
  
BLM	
   caen	
   drásticamente	
   en	
   células	
   deficientes	
   en	
  
FANCJ	
  (Suhasini	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Ambas	
  helicasas,	
  que	
  no	
  
colocalizan	
   en	
   condiciones	
   normales,	
   lo	
   hacen	
   en	
  
situaciones	
   de	
   estrés	
   replicativo	
   inducido	
   por	
  
tratamiento	
   con	
   hidroxiurea;	
   sin	
   embargo,	
   hay	
   que	
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destacar	
   que	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   BLM	
   no	
  
afectan	
  a	
  FANCJ	
  (Suhasini	
  et	
  al.,	
  2011).	
  
	
  
1.3.5.11.-­‐	
  FANCL.	
  
	
   	
  
	
   Las	
   mutaciones	
   en	
   este	
   gen	
   parecen	
   ser	
  
extremadamente	
  escasas	
  en	
  la	
  clínica,	
  representando	
  
tan	
   sólo	
   un	
  0,2%	
  de	
   los	
   casos	
   diagnosticados	
  de	
   FA.	
  
FANCl	
   	
   está	
   compuesto	
   por	
   14	
   exones,	
   codifica	
   una	
  
proteína	
   de	
   375	
   aminoácidos	
   y	
   43	
   kDa,	
   con	
   función	
  
E3	
  ubiquitina-­‐ligasa.	
  FANCL	
  forma	
  parte	
  del	
  complejo	
  
principal	
   FA,	
   considerándose	
   como	
   la	
   subunidad	
  
catalítica	
   de	
   éste,	
   ya	
   que	
   es	
   la	
   encargada	
   de	
   la	
  
ubiquitinación	
  de	
  las	
  proteínas	
  del	
  complejo	
  ID.	
  	
  
	
   FANCL	
  posee	
  tres	
  dominios	
  WD40	
  y	
  un	
  motivo	
  
de	
   dedo	
   PHD	
   (una	
   variedad	
   de	
   los	
   dedos	
   RING)	
  
(Meetei	
   et	
   al.,	
   2003).	
   	
   Esta	
   proteína	
   interacciona	
  
directamente	
   con	
   UBE2T	
   (enzima	
   conjugadora	
   de	
  
ubiquitina	
   E2)	
   y	
   ubiquitina	
   a	
   FANCD2	
   y	
   FANCI	
  
(Machida	
  et	
  al.,	
  2006,	
  Smogorzewska	
  et	
  al.,	
  2007).	
  
	
  
1.3.5.12.-­‐	
  FANCM.	
  
	
  
	
   Las	
  mutaciones	
   en	
   este	
   gen	
   son	
   también	
  muy	
  
escasas	
  en	
  la	
  clínica,	
  representando	
  tan	
  sólo	
  un	
  0,2%	
  
de	
  los	
  casos.	
  Fancm	
  	
  está	
  formado	
  por	
  23	
  exones	
  que	
  
codifican	
   una	
   proteína	
   de	
   2048	
   aminoácidos	
   y	
   250	
  
kDa.	
  FANCM	
  actúa	
  como	
  translocasa	
   formando	
  parte	
  
del	
   complejo	
   principal	
   FA,	
   contiene	
   siete	
   motivos	
  
específicos	
   de	
   helicasa,	
   un	
   dominio	
   endonucleasa	
  
degenerado,	
  y	
  posee	
  actividad	
  ATPasa	
  estimulada	
  por	
  
DNA	
  de	
  cadena	
  doble	
  o	
  sencilla	
  (Meetei	
  et	
  al.,	
  2005).	
  
FANCM	
  es	
   fosforilada	
   cuando	
   se	
  produce	
  daño	
   en	
   el	
  
DNA	
  y,	
   junto	
  con	
   la	
  proteína	
  FAAP24,	
  participa	
  en	
   la	
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reacción	
  de	
  checkpoint	
  de	
  respuesta	
  a	
  daño	
  en	
  el	
  DNA	
  
(Huang	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
	
  
1.3.5.13.-­‐	
  FANCN.	
  
	
  
	
   Las	
  mutaciones	
  en	
  este	
  gen,	
  también	
  conocido	
  
como	
   Palb2	
   (Partner	
   And	
   Localizer	
   of	
   BRCA2),	
   se	
  
encuentran	
   en	
   un	
   0,7-­‐2%	
   de	
   los	
   pacientes	
   de	
   FA.	
  
Contiene	
   13	
   exones	
   que	
   codifican	
   una	
   proteína	
   de	
  
1186	
  aminoácidos	
  y	
  140	
  kDa,	
   cuya	
   función	
  principal	
  
parece	
   ser	
   regular	
   la	
   localización	
   y	
   estabilidad	
   de	
   la	
  
proteína	
   BRCA2.	
   FANCN	
   no	
   es	
   necesaria	
   para	
   la	
  
ubiquitinación	
   de	
   FANCD2	
   y,	
   junto	
   con	
   FANCJ	
   y	
  
BRCA2	
   parece	
   jugar	
   un	
   papel	
  muy	
   importante	
   en	
   la	
  
recombinación	
   homóloga	
   (Xia	
   et	
   al.,	
   2007),	
  
concretamente	
   favoreciendo	
   la	
   interacción	
   entre	
  
BRCA2	
  y	
  BRCA1;	
  de	
  hecho,	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  de	
  la	
  
ruta	
  de	
  anemia	
  de	
  Fanconi	
  que	
  es	
  también	
  marcador	
  
de	
  	
  susceptibilidad	
  a	
  cáncer	
  de	
  mama.	
  
	
  
1.3.5.14.-­‐	
  FANCO.	
  
	
  
	
   Más	
   conocido	
   como	
   RAD51C,	
   presenta	
   una	
  
prevalencia	
   aproximada	
  de	
  un	
  0,2%	
  en	
  pacientes	
  de	
  
FA.	
  Este	
  gen	
  contiene	
  tan	
  sólo	
  9	
  exones	
  que	
  codifican	
  
una	
   proteína	
   de	
   376	
   aminoácidos	
   y	
   42kDa,	
   que	
  
participa	
   en	
   complejos	
   implicados	
   en	
   la	
  
recombinación	
   homóloga.	
   FANCO	
   es	
   uno	
   de	
   los	
  
parálogos	
   de	
   RAD51,	
   que	
   poseen	
   la	
   capacidad	
   de	
  
unirse	
   a	
   extremos	
   de	
   DNA	
   de	
   cadena	
   sencilla,	
   que	
  
suelen	
  producirse	
  producen	
  tras	
  el	
  procesamiento	
  de	
  
lesiones	
   en	
   el	
   DNA	
   (Somyajit	
   et	
   al.,	
   2010).	
   RAD51C	
  
interacciona	
  con	
  XRCC3	
  y	
  promueve	
  su	
   fosforilación.	
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Es	
   también	
   uno	
   de	
   los	
   genes	
   que	
   determinan	
  
susceptibilidad	
  a	
  cáncer	
  de	
  mama.	
  
	
  
	
  
1.3.5.15.-­‐	
  FANCP.	
  
	
  
	
   También	
  conocida	
  como	
  SLX4,	
  supone	
  un	
  0,2%	
  
de	
  los	
  casos	
  de	
  FA	
  y	
  tiene	
  15	
  exones	
  que	
  codifican	
  una	
  
proteína	
   de	
   1834	
   aminoácidos	
   y	
   200kDa,	
  
posiblemente	
   implicada	
   en	
   la	
   resolución	
   de	
  
estructuras	
   intermediarias	
   de	
   la	
   recombinación	
  
homóloga,	
   como	
   las	
   uniones	
   de	
   Holliday	
   (Holliday	
  
junctions).	
   Se	
   ha	
   propuesto	
   que	
   esta	
   endonucleasa	
  
interacciona	
   y	
   coordina	
   la	
   actuación	
   de	
   otros	
  
complejos	
   de	
   endonucleasa,	
   concretamente	
   SLX1,	
  
MUS81-­‐EME1	
   y	
   XPF-­‐ERCC1	
   (Kim	
   et	
   al.,	
   2001,	
  
Stoepker	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Asimismo,	
   se	
   ha	
   visto	
   que	
  
interacciona	
  con	
  la	
  helicasa	
  BLM.	
  
	
  
1.3.5.16.-­‐	
  FAN1.	
  
	
  
	
   La	
  nucleasa	
  asociada	
  a	
  fanconi	
  FAN1	
  (Fanconi-­‐
Associated	
  Nuclease	
  1)	
  no	
  es	
  propiamente	
  un	
  gen	
  FA,	
  
ya	
   que	
  no	
   se	
   han	
  descrito	
   pacientes	
   con	
  mutaciones	
  
en	
   FAN1	
   que	
   presenten	
   la	
   sintomatología	
   típica	
   de	
  
FA;	
   sin	
   embargo,	
   participa	
   en	
   la	
   reparación	
   de	
   las	
  
ICLs	
   reclutado	
   por	
   FANCD2	
   monoubiquitinado,	
  
mediante	
  sus	
  dominios	
  UBZ	
  de	
  unión	
  a	
  ubiquitina,	
  y	
  
FANCD2	
  coordina	
  su	
  actividad	
  nucleasa	
  para	
  efectuar	
  
incisiones	
  en	
  el	
  DNA	
  próximas	
  a	
  las	
  ICLs	
  (Huang	
  et	
  al.,	
  
2010).	
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1.3.6.-­‐	
   Reparación	
   de	
   cruzamientos	
  
intercatenarios	
  (ICLs)	
  
	
  
	
   La	
   amenaza	
   que	
   presentan	
   los	
   cruzamientos	
  
intercatenarios	
   o	
   ICLs	
   (por	
   Interstrand	
   CrossLinks)	
  
durante	
   la	
   interfase	
   es	
   menor	
   que	
   durante	
   la	
  
replicación,	
  ya	
  que	
  el	
  bloqueo	
  de	
  las	
  RNA	
  polimerasas	
  
generalmente	
  no	
  conduce	
  a	
  la	
  muerte	
  de	
  la	
  célula;	
  sin	
  
embargo,	
   el	
   atasco	
   de	
   las	
   polimerasas	
   durante	
   la	
  
replicación	
   provoca	
   paradas	
   en	
   las	
   horquillas	
   de	
  
replicación,	
  lo	
  que	
  puede	
  llevar	
  al	
  colapso	
  de	
  éstas,	
  al	
  
arresto	
   del	
   ciclo	
   celular	
   e	
   incluso	
   a	
   la	
   muerte	
  
programada	
  de	
  la	
  célula.	
  	
  
	
   Así,	
   uno	
   de	
   los	
   puntos	
   principales	
   a	
   tener	
   en	
  
cuenta,	
  desde	
  el	
  punto	
  de	
  vista	
  celular,	
  es	
  la	
  fase	
  en	
  la	
  
que	
  aparecen	
   las	
   ICLs,	
  ya	
  que	
  durante	
  su	
   reparación	
  
es	
  necesaria	
  la	
  generación	
  de	
  roturas	
  de	
  doble	
  cadena	
  
(DSBs)	
   a	
  modo	
   de	
   lesiones	
   intermedias;	
   ahora	
   bien,	
  
en	
  condiciones	
  normales,	
  la	
  ruta	
  que	
  repara	
  las	
  DSBs	
  
está	
  mayormente	
  controlada	
  por	
  el	
  momento	
  del	
  ciclo	
  
en	
  el	
  que	
  se	
  encuentra	
  la	
  célula,	
  y	
  en	
  la	
  interfase	
  (fase	
  
G1),	
   predomina	
   la	
   vía	
   de	
   unión	
   de	
   extremos	
  
homólogos	
   (Non-­‐Homologous	
   End	
   Joining	
   o	
   NHEJ)	
  
sobre	
  la	
  HR,	
  mientras	
  que	
  durante	
  la	
  replicación	
  (fase	
  
S),	
   predomina	
   la	
   HR	
   sobre	
   la	
   NHEJ	
   (revisado	
   en	
  
Branzei	
  &	
  Foiani,	
  2010).	
  
	
   	
  
	
   Si	
   pensamos	
   en	
   la	
   interfase,	
   la	
   reparación	
   de	
  
las	
   DSBs	
   mediante	
   la	
   NHEJ	
   (figuras	
   17	
   y	
   19)	
   se	
  
presenta	
   como	
   la	
   vía	
   más	
   adecuada	
   para	
   reparar	
  
eficientemente	
   las	
   DSBs,	
   por	
   ser	
   una	
   manera	
   más	
  
rápida	
  de	
   reparar	
   el	
   daño	
  que	
   la	
  HR,	
   y	
   seguramente	
  
menos	
   propensa	
   a	
   cometer	
   errores	
   durante	
   la	
  
interfase	
   que	
   durante	
   la	
   replicación,	
   ya	
   que	
   esta	
   vía	
  



	
   82	
  

une	
  dos	
  roturas	
  que	
  se	
  encuentran	
  próximas	
  entre	
  sí.	
  
Así,	
  para	
  que	
  la	
  NHEJ	
   introduzca	
  un	
  error	
  durante	
   la	
  
reparación	
  en	
  la	
  interfase	
  celular,	
  es	
  necesario	
  que	
  se	
  
generen	
  dos	
   roturas	
  que	
  generen	
  DSBs	
  en	
  dos	
   sitios	
  
distintos	
   a	
   la	
   vez	
   (un	
   total	
   de	
   4	
   DSBs)	
   y	
   que	
   estas	
  
roturas	
  se	
  encuentren	
  próximas	
  entre	
  sí.	
  
	
  
	
   En	
   cambio,	
   durante	
   la	
   replicación,	
   la	
  
generación	
  de	
  DSBs	
  es	
  potencialmente	
  problemática,	
  
ya	
  que,	
  junto	
  a	
  una	
  cadena	
  doble	
  de	
  DNA	
  se	
  encuentra	
  
otra	
  cadena	
  doble	
  de	
  DNA,	
  en	
  paralelo,	
  y	
  una	
  tercera	
  
doble	
  cadena,	
  aguas	
  abajo	
  de	
   las	
  dos	
  dobles	
  cadenas	
  
nuevas	
   (si	
   tenemos	
  en	
  cuenta	
   la	
   cadena	
  original	
  aún	
  
no	
  separada).	
  Las	
  dos	
  cadenas	
  que	
  se	
  van	
  generando	
  
están	
   separadas	
   únicamente	
   por	
   la	
   acción	
   de	
  
helicasas,	
   y	
   aquí	
   la	
   posibilidad	
   de	
   que	
   se	
   produzcan	
  
dos	
  roturas	
  en	
  dos	
  sitios	
  cercanos	
  a	
  la	
  vez	
  es	
  mayor.	
  A	
  
esto	
   hay	
   que	
   añadir	
   la	
   presencia	
   constante	
   de	
  
fragmentos	
   de	
   DNA	
   de	
   cadena	
   sencilla	
   producidos	
  
por	
   el	
   proceso	
   de	
   replicación	
   discontinuo	
   de	
   la	
  
cadena	
   retardada,	
   debido	
   a	
   su	
   vez	
   al	
  mecanismo	
   de	
  
replicación	
  continuo	
  de	
  la	
  cadena	
  líder	
  (figura	
  19).	
  
	
  
	
   Dado	
   que	
   la	
   NHEJ	
   es	
   un	
   mecanismo	
   menos	
  
específico,	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  más	
  propenso	
  a	
  la	
  aparición	
  
de	
   errores,	
   constituye	
   la	
   causa	
   principal	
   de	
   las	
  
aberraciones	
  cromosómicas	
  detectadas	
  en	
  las	
  células	
  
FA.	
   Esta	
   explicación	
   está	
   respaldada	
   por	
   el	
  
descubrimiento,	
   en	
   varias	
   líneas	
   celulares,	
   de	
   que	
   al	
  
interferir	
   de	
   alguna	
   manera	
   con	
   la	
   vía	
   NHEJ	
   en	
   las	
  
células	
   FA,	
   se	
   consigue	
   rescatar	
   parcial,	
   e	
   incluso	
  
totalmente,	
  la	
  sensibilidad	
  a	
  los	
  agentes	
  intercalantes	
  
de	
   DNA	
   (revisado	
   en	
   Kottemann	
   y	
   Smogorzewska,	
  
2013).	
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   Por	
   tanto,	
   durante	
   la	
   replicación	
   del	
   DNA	
   es	
  
más	
  seguro	
  para	
  la	
  célula	
  que	
  predomine	
  la	
  HR,	
  para	
  
reparar	
  eficientemente	
  las	
  DSBs	
  generadas	
  a	
  partir	
  de	
  
las	
  ICLs;	
  sin	
  embargo,	
  en	
   las	
  células	
  deficientes	
  en	
   la	
  
ruta	
   FA,	
   la	
   HR	
   no	
   está	
   bien	
   regulada,	
   por	
   lo	
   que	
   la	
  
NHEJ	
  se	
  presenta	
  como	
  un	
  mecanismo	
  alternativo	
  de	
  
reparación	
   de	
   las	
   DSBs,	
   y	
   éste	
   lleva	
   a	
   las	
   fusiones	
  
cromosómicas	
   que	
   permiten	
   la	
   formación	
   de	
   los	
  
cromosomas	
  radiales.	
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Figura	
   19.	
   Reparación	
   de	
   ICLs.	
   La	
   figura	
  muestra	
   las	
  
diferentes	
  vías	
  de	
  reparación	
  de	
  ICLs	
  durante	
  el	
  ciclo	
  celular.	
  A,	
  
ICL	
  producida	
   tras	
   la	
  replicación,	
  que	
  puede	
  ser	
  reparada	
  o	
  no.	
  
B,	
   ICL	
   generada	
   antes	
   de	
   la	
   replicación,	
   no	
   hay	
   cromatida	
  
hermana	
  disponible.	
  C,	
  mecanismos	
  posibles	
  de	
  reparación	
  de	
  la	
  
ICL	
   antes	
   de	
   la	
   replicación.	
   D,	
   una	
   ICL	
   sin	
   reparar	
   genera	
  
necesariamente	
  una	
  rotura	
  en	
  las	
  cromatidas	
  durante	
  la	
  mitosis.	
  
Adaptado	
  de	
  Grompe	
  &	
  D’Andrea,	
  2001.	
  
	
   	
  
	
   Por	
   otra	
   parte,	
   aunque	
   las	
   ICLs	
   sean	
  
reconocidas	
   durante	
   la	
   interfase,	
   se	
   produciría	
   un	
  
ciclo	
   fútil	
  de	
  reparación,	
  por	
  el	
  que	
  se	
  generaría	
  una	
  
rotura	
  de	
  doble	
  cadena	
  que	
  volvería	
  a	
  ser	
  ensamblada	
  
por	
  la	
  maquinaria	
  de	
  la	
  NHEJ,	
  pero	
  sin	
  eliminar	
  la	
  ICL.	
  
Debido	
  a	
  todas	
  estas	
  razones,	
  se	
  considera	
  que	
  una	
  de	
  
las	
  funciones	
  de	
   las	
  proteínas	
  de	
   la	
  ruta	
  FA/BRCA	
  es	
  
precisamente	
  inhibir	
  la	
  vía	
  NHEJ.	
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   Al	
  no	
  existir	
  ninguna	
  proteína	
  que	
  reconozca	
  y	
  
elimine	
   específicamente	
   la	
   unión	
   de	
   una	
   cadena	
   de	
  
DNA	
   con	
   la	
   otra,	
   la	
   solución	
   para	
   reparar	
   de	
   una	
  
manera	
   eficiente	
   las	
   ICLs	
   pasa	
   por	
   coordinar	
  
correctamente	
   varias	
   vías	
   de	
   reparación	
   durante	
   la	
  
replicación	
  (Niedernhofer	
  et	
  al.,	
  2004;	
   	
  Raschle	
  et	
  al.,	
  
2008);	
  el	
  proceso	
  consta	
  de	
  las	
  siguientes	
  etapas,	
  que	
  
se	
  suceden	
  de	
  una	
  manera	
  ordenada	
  y	
  coordinada	
  por	
  
las	
  proteínas	
  de	
  la	
  vía	
  FA/BRCA	
  (figura	
  20).	
  
	
  
A-­‐	
   Parada	
   de	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación	
   debido	
   a	
   la	
  
presencia	
  de	
  la	
  ICL.	
  Es	
  posible	
  que	
  otra	
  horquilla	
  que	
  
procede	
   de	
   la	
   dirección	
   opuesta	
   acabe	
   chocando	
  
también	
  contra	
  la	
  ICL.	
  
B-­‐	
   FANCD2	
   recluta	
   las	
   helicasas	
   necesarias	
   y	
   se	
  
produce	
  una	
  regresión	
  de	
  la	
  horquilla	
  de	
  replicación,	
  
seguida	
   de	
   un	
   corte	
   en	
   una	
   de	
   las	
   cadenas	
   de	
   DNA,	
  
generando	
   una	
   DSB.	
   Este	
   corte	
   está	
   mediado	
  
seguramente	
   por	
   la	
   acción	
   de	
   la	
   nucleasa	
   FAN1	
  
(Huang	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
C-­‐D	
   FANCD2	
   recluta	
   a	
   SLX4,	
   que	
  media	
   la	
   acción	
   de	
  
una	
   endonucleasa,	
   XPF-­‐ERCC1	
   (o	
   Mus81-­‐Eme1	
   o	
  
SLX1),	
   al	
   otro	
   lado	
   de	
   la	
   ICL	
   (Niedernhofer	
   et	
   al.,	
  
2004).	
  
E-­‐	
   Un	
   pequeño	
   fragmento	
   de	
   DNA	
   que	
   contiene	
   la	
  
lesión	
  permanece	
  unido	
  a	
  la	
  cadena	
  intacta,	
  mientras	
  
que	
  en	
  la	
  cadena	
  complementaria	
  queda	
  un	
  hueco	
  de	
  
DNA	
  sin	
  emparejar.	
  
F-­‐	
   FANCD2	
   recluta	
   una	
   polimerasa	
   de	
   síntesis	
  
translesión	
   que	
   sea	
   capaz	
   de	
   pasar	
   a	
   través	
   de	
   la	
  
lesión,	
  probablemente	
  para	
  ello	
  llama	
  a	
  la	
  polimerasa	
  
primero	
   y	
   luego	
   a	
   PCNA	
   para	
   que	
   ésta	
   pueda	
  
polimerizar	
  (Fu	
  et	
  al.,	
  2013).	
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G-­‐	
   Se	
   recluta	
   la	
  maquinaria	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   escisión	
   de	
  
nucleótidos	
   (Nucleotide	
  Excision	
  Repair	
   o	
  NER),	
   para	
  
eliminar	
   el	
   fragmento	
   de	
   DNA	
   que	
   contiene	
   la	
   ICL,	
  
dejando	
   expuesto	
   el	
   fragmento	
   de	
   DNA	
   recién	
  
sintetizado.	
  
H-­‐	
  La	
  DNA	
  polimerasa	
  ahora	
  es	
  capaz	
  de	
  polimerizar	
  
correctamente	
  la	
  cadena	
  complementaria.	
  
I-­‐	
   En	
   la	
   cadena	
   donde	
   se	
   produjo	
   la	
   primera	
   DSB,	
  
mientras	
  tanto,	
  se	
  ha	
  producido	
  un	
  procesamiento	
  del	
  
extremo,	
  que	
  produce	
  un	
  pequeño	
  fragmento	
  de	
  DNA	
  
de	
  cadena	
  sencilla	
  con	
  un	
  extremo	
  3’-­‐OH	
  libre.	
  
J-­‐	
   El	
   fragmento	
   de	
   ssDNA	
   forma	
   un	
   nucleofilamento	
  
con	
  RAD51	
  y,	
  mediante	
  la	
  acción	
  de	
  BRCA2,	
  invade	
  la	
  
cadena	
   complementaria	
   de	
   la	
   doble	
   cadena	
   recién	
  
formada.	
  
K-­‐	
  Se	
  restaura	
  la	
  horquilla	
  de	
  replicación	
  y	
  se	
  reinicia	
  
la	
  replicación.	
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Figura	
   20.	
   Reparación	
   de	
   entrecruzamientos	
  
intercatenarios	
   (ICLs)	
   durante	
   la	
   replicación.	
  
Detalles	
  en	
  el	
  texto,	
  adaptado	
  de	
  Niedernhofer	
  et	
  al.,	
  2004.	
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1.3.7.-­‐	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  y	
  actividad	
  de	
  L1.	
  
	
  
	
   La	
  reparación	
  de	
  ICLs	
  es,	
  por	
  tanto,	
  un	
  proceso	
  
largo	
   y	
   complejo	
   que	
   se	
   realiza	
   en	
  múltiples	
   etapas,	
  
que	
   requiere	
   la	
   participación	
   coordinada	
   de	
   varias	
  
vías	
   de	
   reparación,	
   y	
   que	
   genera	
   roturas	
   de	
   doble	
  
cadena	
   a	
   modo	
   de	
   lesiones	
   intermedias	
   como	
   parte	
  
del	
   proceso	
   de	
   reparación.	
   Asimismo,	
   se	
   ha	
  
demostrado	
  que	
  las	
  roturas	
  de	
  doble	
  cadena,	
  que	
  son	
  
reparadas	
  por	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  durante	
  el	
  
proceso	
   de	
   reparación	
   de	
   ICLs	
   en	
   condiciones	
  
normales,	
  no	
  se	
  reparan	
  de	
  forma	
  correcta	
  mediante	
  
la	
  HR	
  en	
  las	
  células	
  deficientes	
  en	
  FA,	
  y	
  es	
  la	
  NHEJ	
  la	
  
que	
  se	
  encarga	
  de	
  estas	
  lesiones,	
  de	
  una	
  manera	
  que	
  
presenta	
   una	
   elevada	
   predisposición	
   a	
   errores	
   en	
   la	
  
reparación	
  (Pace	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  
	
   De	
   hecho,	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   vía	
   NHEJ	
   en	
  
células	
   deficientes	
   en	
   FA	
   es	
   capaz	
   de	
   corregir	
  
parcialmente	
   la	
   sensibilidad	
   a	
   mitomicina	
   y	
   el	
  
número	
   de	
   aberraciones	
   cromosómicas	
   que	
   se	
  
producen,	
   demostrando	
   que	
   la	
   NHEJ	
   corrompe	
   la	
  
reparación	
   ante	
   un	
   fallo	
   de	
   la	
   vía	
   FA	
   (Adamo	
   et	
   al.,	
  
2010;	
  Pace	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  
	
   Por	
   otra	
   parte,	
   como	
   se	
   describió	
   en	
   células	
  
deficientes	
   en	
   dos	
   componentes	
   principales	
   de	
   la	
  
NHEJ,	
  concretamente	
  en	
  XRCC4	
  (Morrish	
  et	
  al.,	
  2002)	
  
y	
   DNA-­‐PKCs	
   (Morrish	
   et	
   al.,	
   2007),	
   L1	
   es	
   capaz	
   de	
  
aprovechar	
   las	
   roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   que	
   no	
   se	
  
reparan	
  para	
   integrarse	
  cuando	
   la	
   	
  endonucleasa	
  del	
  
elemento	
   no	
   es	
   funcional,	
   llegando	
   incluso	
   a	
  
presentar	
   niveles	
   de	
   actividad	
   similares	
   a	
   los	
   de	
  
elementos	
  con	
  una	
  endonucleasa	
  activa.	
  	
  
	
   Por	
   tanto,	
   cabe	
   pensar	
   que	
   los	
   elementos	
   L1	
  
mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa,	
  de	
  una	
  manera	
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similar	
   a	
   lo	
   que	
   ocurre	
   cuando	
   falla	
   la	
   vía	
   de	
  
reparación	
   NHEJ,	
   son	
   capaces	
   de	
   aprovechar	
   las	
  
roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   que	
   no	
   son	
   reparadas	
   de	
  
forma	
  eficiente	
  ante	
  fallos	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  anemia	
  de	
  
Fanconi.	
  
	
   Así,	
  en	
  este	
  sistema	
  el	
  elemento	
  encontraría	
  un	
  
hábitat	
   favorable	
  para	
  su	
  movilización,	
   lo	
  que	
  podría	
  
resultar	
  perjudicial	
  para	
  los	
  pacientes	
  al	
  aumentar	
  su	
  
inestabilidad	
   genómica,	
   o	
   por	
   otra	
   parte	
   quizá	
   de	
  
forma	
  natural	
  L1	
  podría	
  estar	
  implicado	
  en	
  la	
  biología	
  
de	
  la	
  FA,	
  al	
  aprovechar	
  estas	
  roturas	
  de	
  doble	
  cadena	
  
que	
  no	
  son	
  reparadas.	
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2.-­‐	
  HIPOTESIS	
  Y	
  OBJETIVOS.	
  
	
  
2.1.-­‐	
  Hipótesis.	
  
	
   	
  
	
   Nuestra	
   hipótesis	
   es	
   que	
   los	
   elementos	
  
mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  son	
  capaces	
  de	
  
aprovechar	
   las	
   roturas	
   del	
   DNA	
   sin	
   reparar	
   que	
   se	
  
producen	
  en	
  las	
  células	
  de	
  los	
  pacientes	
  de	
  Anemia	
  de	
  
Fanconi,	
   y	
   que	
   la	
   actividad	
  de	
   los	
   retroelementos	
   se	
  
encuentra	
   desregulada	
   en	
   estos	
   pacientes,	
  
promoviendo	
   la	
   inestabilidad	
   genómica	
   y	
  
aumentando	
   la	
   predisposición	
   al	
   desarrollo	
   de	
  
tumores	
  característicos	
  de	
  la	
  enfermedad.	
  
	
  
2.2.-­‐	
  Objetivos.	
  
	
  
2.2.1.-­‐	
   Determinar	
   si	
   se	
   produce	
   la	
  
retrotransposición	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  
2.2.2.-­‐	
   Caracterizar	
   las	
   inserciones	
   de	
   L1	
  
producidas	
   en	
   células	
   deficientes	
   en	
   la	
   ruta	
   de	
  
Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  
2.2.3.-­‐	
   Determinar	
   si	
   existe	
   relación	
   entre	
   la	
  
actividad	
   de	
   L1	
   y	
   la	
   inestabilidad	
   genómica	
  
presente	
  en	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  
2.2.4.-­‐	
   Analizar	
   los	
   cambios	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  L1	
  ante	
  deficiencias	
  en	
   los	
  
distintos	
   miembros	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   la	
   Anemia	
   de	
  
Fanconi.	
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3.-­‐	
  MATERIALES	
  
	
  
3.1.-­‐	
  Antibióticos	
  y	
  productos	
  químicos.	
  
	
  
Mitomicina	
  C	
  
	
   Es	
  un	
  agente	
  intercalante	
  del	
  DNA,	
  por	
  tanto	
  se	
  
deben	
  tomar	
  las	
  precauciones	
  pertinentes	
  durante	
  su	
  
manejo.	
  Se	
  obtuvo	
  de	
  Sigma	
  Aldrich	
  (Cat.No.	
  M4287-­‐
2MG),	
  procedente	
  de	
  Streptomyces	
  caespitosus	
  .	
  
Se	
   prepara	
   una	
   solución	
   stock,	
   que	
   tiene	
   color	
  
violáceo,	
   con	
   una	
   concentración	
   de	
   1	
  mM	
  utilizando	
  
5.98	
  µg	
  de	
  agua	
  destilada.	
  Posteriormente	
  se	
  realizan	
  
diluciones	
   con	
   agua	
   destilada	
   para	
   obtener	
   las	
  
concentraciones	
  de	
  50µM,	
  100	
  µM	
  y	
  200	
  µM.	
  	
  Para	
  su	
  
uso	
  en	
  cultivos	
  celulares	
  se	
  diluye	
  1000	
  veces	
  con	
  el	
  
medio	
   de	
   cultivo	
   hasta	
   obtener	
   la	
   concentración	
  
deseada	
  (50,	
  100	
  y	
  200	
  nM).	
  	
  
	
   La	
   solución	
   stock	
   y	
   las	
   soluciones	
   a	
   distintas	
  
concentraciones	
  de	
  uso	
  se	
  mantienen	
  a	
  4	
  oC,	
  y	
  tienen	
  
una	
   vida	
   media	
   de	
   	
   un	
   mes;	
   pasado	
   ese	
   tiempo	
   la	
  
mitomicina	
  pierde	
  efectividad,	
  y	
  se	
  realiza	
  una	
  nueva	
  
solución	
  stock.	
  
	
   El	
   tratamiento	
   con	
   mitomicina	
   se	
   mantiene	
  
durante	
   72	
   horas	
   en	
   las	
   células	
   en	
   cultivo,	
   a	
   una	
  
concentración	
   final	
  en	
  el	
  medio	
  de	
  50	
  nM,	
  100	
  nM	
  ó	
  
200	
  nM.	
  
	
  
Blasticidina	
  S	
  HCl	
  
	
   La	
   blasticidina	
   es	
   un	
   antibiótico	
  
aminoglucósido,	
   que	
   actúa	
   como	
   inhibidor	
   muy	
  
potente	
   de	
   la	
   traducción	
   tanto	
   en	
   procariotas	
   como	
  
en	
  eucariotas.	
  Este	
  antibiótico	
  actúa	
  de	
  forma	
  rápida	
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permitiendo	
   la	
   selección	
   de	
   células	
   resistentes	
   en	
  
menos	
  de	
  una	
  semana.	
  
	
   El	
   antibiótico	
   se	
   adquiere	
   de	
   Invitrogen	
  
contiene	
   50	
   µg,	
   es	
   producido	
   por	
   Streptomyces	
  
griseochromogenes,	
   número	
   de	
   catálogo	
  R210-­‐01.	
   La	
  
solución	
  stock	
  se	
  prepara	
  a	
  100µg/µl,	
  añadiendo	
  500	
  
µl	
  de	
  agua	
  destilada	
  y	
   filtrando	
  con	
  un	
   filtro	
  de	
  0.22	
  
µm	
  (Millipore).	
  La	
  solución	
  stock	
  se	
  mantiene	
  a	
  -­‐20	
  oC	
  
y	
  es	
  estable	
  durante	
  varios	
  meses.	
  
Para	
   su	
   uso	
   en	
   cultivo,	
   se	
   diluye	
   1/10000-­‐20000	
   en	
  
medio	
   de	
   cultivo;	
   alternativamente,	
   se	
   puede	
  
preparar	
  la	
  solución	
  stock	
  a	
  10	
  µg/µl,	
  añadiendo	
  5	
  ml	
  
de	
  agua	
  destilada	
  para	
  50	
  µg	
  de	
  Blasticidina,	
  y	
  para	
  su	
  
uso	
   en	
   cultivo	
   diluyendo	
   1/1000-­‐2000	
   en	
  medio	
   de	
  
cultivo.	
  
	
   La	
  selección	
  con	
  blasticidina	
  se	
  realiza	
  durante	
  
7	
   días,	
   añadiendo	
   el	
   medio	
   con	
   blasticidina	
   tres,	
  
cuatro	
   o	
   cinco	
   días	
   tras	
   la	
   transfección	
   (según	
   la	
  
naturaleza	
   del	
   experimento).	
   La	
   concentración	
   en	
  
medio	
   de	
   cultivo	
   es	
   normalmente	
   de	
   5	
   µg/ml	
   en	
  
células	
  humanas	
  y	
  10	
  µg/ml	
  en	
  células	
  CHO.	
  
	
   	
  
Neomicina	
  
	
   Se	
  conoce	
  también	
  como	
  G418	
  o	
  Geneticina.	
  Su	
  
mecanismo	
   de	
   accción	
   es	
   más	
   lento	
   que	
   el	
   de	
   la	
  
blasticidina,	
   y	
   actua	
   inhibiendo	
   la	
   síntesis	
   de	
  
proteínas	
   mediante	
   su	
   unión	
   al	
   ribosoma,	
   tanto	
   en	
  
bacterias	
  como	
  en	
  células	
  eucarióticas.	
  Se	
  obtiene	
  de	
  
Gibco	
  (Invitrogen),	
  es	
  producida	
  por	
  Micromonospora	
  
rhodorangea.	
   La	
   solución	
   stock	
   se	
   prepara	
   a	
   50	
   µg	
  
/ml,	
   y	
   se	
   mantiene	
   a	
   4	
   oC,	
   siendo	
   estable	
   hasta	
   3	
  
meses.	
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   Para	
   la	
   selección	
   de	
   células	
   resistentes	
   se	
  
diluye	
   1/50-­‐250	
   en	
   medio	
   de	
   cultivo.	
   Para	
   la	
  
selección	
   de	
   	
   células	
   HeLa	
   y	
   CHO	
   se	
   utiliza	
   una	
  
concentración	
   final	
   de	
   400	
   µg/ml	
   (1/125),	
   y	
   para	
  
fibroblastos	
  humanos	
  de	
  200	
  µg/ml	
  (1/250).	
  
	
   El	
   tratamiento	
   se	
   mantiene	
   durante	
   12-­‐14	
  
días,	
   reemplazando	
   el	
  medio	
   cada	
   2	
   días	
   por	
  medio	
  
fresco	
   con	
   Neomicina	
   a	
   las	
   concentraciones	
  
especificadas.	
  
	
   	
  
Ampicilina	
  
	
   Este	
  antibiótico	
  es	
  un	
  derivado	
  de	
  la	
  penicilina,	
  
que	
   causa	
   la	
   parada	
   del	
   crecimiento	
   de	
   las	
   células	
  
inhibiendo	
   la	
   síntesis	
   de	
   la	
   pared	
   bacteriana;	
   es	
   por	
  
tanto	
  un	
  bacteriostático,	
  ya	
  que	
  no	
  provoca	
  la	
  muerte	
  
directa	
  de	
   las	
  bacterias.	
  Se	
  obtiene	
  de	
  Sigma	
  Aldrich,	
  
número	
  de	
  catálogo	
  A9518-­‐5G,	
  	
  
	
   La	
   solución	
   stock	
   se	
  prepara	
  a	
  50-­‐100	
  µg	
  /ml	
  
en	
  agua	
  destilada;	
  	
  se	
  pesa	
  1	
  g	
  de	
  ampicilina,	
  se	
  diluye	
  
en	
  10-­‐20	
  ml	
  de	
  agua	
  destilada	
  y	
  se	
  filtra	
  con	
  un	
  filtro	
  
de	
  0.45	
  µm	
  (Millipore),	
  la	
  solución	
  stock	
  se	
  conserva	
  a	
  
-­‐20	
  oC,	
  donde	
  es	
  estable	
  durante	
  varios	
  meses.	
  	
  
	
   Para	
   su	
   uso,	
   tanto	
   en	
  medio	
   líquido	
   como	
   en	
  
placa,	
   el	
   medio	
   debe	
   ser	
   primero	
   autoclavado	
   y	
  
dejado	
  en	
  reposo	
  a	
  una	
  temperatura	
   inferior	
  a	
  65	
  oC	
  
(56	
   oC),	
   para	
   evitar	
   la	
   degradación	
   del	
   antibiótico,	
  
tras	
   lo	
   cual	
   se	
   añade	
   el	
   antibiótico	
   diluido	
   1/500-­‐
1000,	
  hasta	
  alcanzar	
  la	
  concentración	
  final	
  de	
  50-­‐100	
  
µg/ml.	
  
	
  
Kanamicina	
  
	
   Este	
   antibiótico,	
   usado	
   para	
   la	
   selección	
   de	
  
colonias	
  bacterianas,	
  es	
  el	
  equivalente	
  a	
  la	
  Neomicina	
  
utilizada	
   en	
   células	
   mamíferas,	
   con	
   el	
   mismo	
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mecanismo	
   de	
   actuación.	
   La	
   Kanamicina	
   sulfato	
  
utilizada	
  se	
  obtiene	
  de	
  Amresco,	
  número	
  de	
  catálogo	
  
0408-­‐10G.	
   Al	
   contrario	
   que	
   la	
   neomicina,	
   la	
  
kanamicina	
  provoca	
   la	
  muerte	
   celular,	
   por	
   lo	
   que	
   es	
  
especialmente	
   importante	
   dejar	
   que	
   	
   las	
   células	
   se	
  
recuperen	
   tras	
   la	
   transformación	
   para	
   que	
   puedan	
  
expresar	
  el	
  gen	
  de	
  resistencia.	
  
	
   La	
   solución	
   stock	
   de	
   kanamicina	
   se	
   prepara	
   a	
  
25-­‐50	
  µg	
  /ml;	
  	
  se	
  pesa	
  1	
  g	
  de	
  kanamicina,	
  se	
  diluye	
  en	
  
40-­‐20	
  ml	
  de	
  agua	
  destilada	
  y	
  se	
  filtra	
  con	
  un	
  filtro	
  de	
  
0.45	
  µm	
  (Millipore),	
   la	
  solución	
  stock	
  se	
  conserva	
  a	
  -­‐
20	
  oC,	
  donde	
  es	
  estable	
  durante	
  meses.	
  
	
   Para	
  su	
  uso,	
   tanto	
  en	
  medio	
  como	
  en	
  placa,	
  el	
  
medio	
   LB	
   se	
   autoclava	
   y	
   se	
   deja	
   en	
   reposo	
   a	
   una	
  
temperatura	
   inferior	
   a	
   65	
   oC	
   (56	
   oC),	
   para	
   evitar	
   la	
  
degradación	
  del	
  antibiótico,	
  tras	
  lo	
  cual	
  el	
  antibiótico	
  
se	
   diluye	
   1/500-­‐1000,	
   alcanzando	
   la	
   concentración	
  
final	
  de	
  25-­‐50	
  µg/ml.	
  
	
  
3.2.-­‐	
  Medios	
  de	
  cultivo	
  bacteriano.	
  
	
  
LB	
  (Luria	
  Broth)	
  	
  
Adquirido	
  de	
  Sigma,	
  con	
  la	
  siguiente	
  composición:	
  
-­‐	
  1	
  l	
  de	
  agua	
  destilada	
  
-­‐	
  10	
  g/l	
  de	
  Triptona	
  
-­‐	
  5	
  g/l	
  de	
  extracto	
  de	
  levadura	
  
-­‐	
  5	
  g/l	
  de	
  NaCl	
  
Preparación:	
  
-­‐	
  Autoclavar	
  el	
  medio.	
  
	
  
SOB	
  (Super	
  Optimal	
  Broth)	
  con	
  Glicina	
  
Preparado	
   en	
   el	
   laboratorio,	
   con	
   la	
   siguiente	
  
composición:	
  
-­‐	
  1	
  l	
  de	
  agua	
  destilada	
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-­‐	
  20	
  g/l	
  de	
  Triptona	
   	
   	
   	
  
-­‐	
  5	
  g/l	
  de	
  extracto	
  de	
  levadura	
  	
  
-­‐	
  0.5	
  g/l	
  de	
  NaCl	
   	
   	
   	
  
-­‐	
  625µl	
  de	
  KCl	
  4	
  M	
  (autoclavado)	
  	
  
-­‐	
  10	
  g	
  de	
  Glicina	
  
Preparación:	
  
-­‐	
  Se	
  ajusta	
  a	
  pH	
  7	
  con	
  NaOH	
  diluido	
  	
  
-­‐	
  Se	
  autoclava	
  el	
  medio	
  
-­‐	
  Se	
  añaden	
  10	
  ml/l	
  de	
  MgCl2	
  1	
  M	
  (autoclavado)	
  
	
  
TB	
  (Terrific	
  Broth)	
  
Preparado	
   en	
   el	
   laboratorio,	
   con	
   la	
   siguiente	
  
composición:	
  
-­‐	
  100	
  ml	
  de	
  agua	
  bidestilada	
  
-­‐	
  0.30	
  g	
  de	
  sal	
  de	
  sodio	
  PIPES	
  (ácido	
  	
  
1,4-­‐piperazinodietanosulfónico)	
  
-­‐	
  0.22	
  g	
  de	
  CaCl2*6H2O	
  
-­‐	
  1.86	
  g	
  de	
  KCl	
  
Preparación:	
  
-­‐	
  Los	
  materiales	
  utilizados	
  deben	
  ser	
  enjuagados	
  con	
  
agua	
  bidestilada	
  
-­‐	
  Se	
  ajusta	
  el	
  pH	
  a	
  6.7	
  usando	
  KOH	
  10	
  M	
  
-­‐	
  Se	
  añade	
  1.09	
  g	
  de	
  MnCl2*4H2O	
  
-­‐	
  Se	
  filtra	
  mediante	
  filtro	
  de	
  0.45	
  µm	
  	
  para	
  esterilizar	
  
	
  
	
  
3.3.-­‐	
  Medios	
  de	
  cultivo	
  celular	
  	
  
	
  
DMEM	
  (Dulbecco	
  Modified	
  Eagle	
  Medium)	
  
	
   Es	
   un	
   medio	
   para	
   cultivo	
   celular	
   que	
   no	
  
contiene	
  proteínas,	
   lípidos	
  o	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  
y	
  contiene	
  glucosa.	
  El	
  medio	
  DMEM	
  utilizado	
  contiene	
  
rojo	
   fenol	
   como	
   	
   indicador	
   de	
   pH,	
   así	
   como	
   el	
  
suplemento	
  Glutamax	
  de	
  Invitrogen;	
  en	
  función	
  de	
  los	
  



	
   97	
  

requerimientos	
   celulares,	
   se	
   utilizan	
   distintas	
  
modalidades:	
  
-­‐	
  Medio	
  DMEM	
  con	
  concentración	
  alta	
  de	
  glucosa	
  (4.5	
  
g/l),	
   que	
   no	
   contiene	
   piruvato,	
   obtenido	
   de	
   Gibco	
  
(Invitrogen),	
  número	
  de	
  referencia	
  10566-­‐016.	
  
-­‐	
  Medio	
  DMEM	
  con	
  una	
  concentración	
  de	
  glucosa	
  baja	
  
(1	
   g/l),	
   que	
   sí	
   contiene	
   piruvato,	
   obtenido	
   de	
   Gibco	
  
(Invitrogen),	
  número	
  de	
  referencia	
  10567-­‐014.	
  
En	
   ambos	
   caso	
   el	
   medio	
   debe	
   ser	
   suplementado,	
  
generalmente	
   mediante	
   la	
   adición	
   de	
   suero	
   bovino	
  
fetal	
   (FBS),	
   y	
   otros	
   suplementos	
   que	
   varían	
   en	
  
función	
  del	
  tipo	
  celular	
  y	
  los	
  experimentos	
  a	
  realizar.	
  
	
  
	
  
Opti-­‐MEM	
  (Minimal	
  Essential	
  Media)	
  
	
   Es	
   un	
   medio	
   mínimo	
   esencial	
   mejorado,	
   que	
  
permite	
  el	
  crecimiento	
  celular	
  incluso	
  en	
  ausencia	
  de	
  
suero.	
   Este	
   medio	
   está	
   optimizado	
   para	
   su	
   uso	
  
conjunto	
   con	
   agentes	
   de	
   transfección	
   lipídicos,	
  
obtenido	
   de	
   Gibco	
   (Life	
   technologies),	
   número	
   de	
  
referencia	
  31985-­‐062.	
  
	
  
	
  
3.4.-­‐	
  Reactivos	
  de	
  transfección	
  lipídicos.	
  	
  
	
  
	
   Para	
  los	
  experimentos	
  de	
  transfección	
  de	
  DNA	
  
plasmídico,	
   se	
   emplean	
   dos	
   tipos	
   distintos	
   de	
  
reactivos	
   dependiendo	
   del	
   tipo	
   celular	
   a	
   transfectar,	
  
concretamente	
   FuGENE	
   6	
   de	
   Promega	
   (número	
   de	
  
referencia	
  E2691)	
  para	
  las	
  líneas	
  celulares	
  humanas	
  y	
  
X-­‐tremeGENE	
   9	
   de	
   Roche	
   (número	
   de	
   referencia	
  
06365787001)	
   para	
   las	
   líneas	
   de	
   Hamster	
   	
   CHO,	
  
ambos	
  siguiendo	
  las	
  instrucciones	
  recomendadas	
  por	
  
los	
  fabricantes,	
  detalladas	
  más	
  adelante.	
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Para	
   los	
   experimentos	
   que	
   requieren	
   la	
   transfección	
  
de	
   siRNAs	
   se	
   utilizó	
   DharmaFECT	
   4,	
   obtenido	
   de	
  
Dharmacon	
  (Thermo),	
  número	
  de	
  referencia	
  T-­‐2004-­‐
03,	
   siguiendo	
   las	
   instrucciones	
   recomendadas	
  por	
   el	
  
fabricante.	
  
Para	
   los	
   experimentos	
   que	
   requieren	
   la	
  
cotransfección	
  de	
  siRNAs	
  y	
  DNA	
  plasmídico	
  se	
  utilizó	
  
DharmaFECTDuo,	
   obtenido	
   de	
   Dharmacon	
  
(Thermo).	
   Este	
   reactivo	
  de	
   transfección	
   lipídico	
   está	
  
optimizado	
  para	
  la	
  transfección	
  conjunta	
  de	
  siRNAs	
  y	
  
plásmidos	
  en	
  líneas	
  celulares.	
  	
  
	
   	
  
	
  
3.5.-­‐	
  Soluciones	
  	
  
	
  
Solución	
  fijadora	
  formaldehido/glutaraldehido	
  
	
   Preparada	
  en	
  el	
  laboratorio,	
  composición:	
  
	
   -­‐	
  54	
  ml	
  de	
  formaldehido	
  37%	
  (Sigma).	
  
	
   -­‐	
  4	
  ml	
  de	
  glutaraldehido	
  50%	
  (Sigma).	
  
	
   -­‐	
  100	
  ml	
  de	
  PBS	
  10X	
  (Gibco).	
  
	
   -­‐	
  842	
  ml	
  de	
  agua	
  destilada.	
  
	
  
Solución	
  fijadora	
  ácido	
  acético/metanol	
  
	
   Preparada	
  en	
  el	
  laboratorio,	
  composición:	
  
	
   -­‐	
  100	
  ml	
  de	
  ácido	
  acético.	
  
	
   -­‐	
  100	
  ml	
  de	
  metanol.	
  
	
   -­‐	
  800	
  ml	
  de	
  agua	
  destilada.	
  
	
  
Solución	
  de	
  cristal	
  violeta	
  
	
   Esta	
  solución	
  permite	
   la	
   tinción	
  del	
  núcleo	
  de	
  
las	
   células	
   de	
   mamíferos	
   sin	
   necesidad	
   de	
  
permeabilización	
   previa.	
   El	
   cristal	
   violeta	
   es	
   un	
  
agente	
   intercalante	
  del	
  DNA,	
  y	
  por	
   lo	
   tanto	
  debe	
   ser	
  
utilizado	
   con	
   las	
   precauciones	
   correspondientes.	
   Su	
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composición	
   es	
   de	
   0.1%	
   peso/volumen	
   de	
   cristal	
  
violeta	
  en	
  agua;	
  es	
  decir,	
  1	
  g	
  de	
  cristal	
  violeta	
  en	
  1	
  l	
  de	
  
agua	
   destilada.	
   Alternativamente,	
   se	
   puede	
   preparar	
  
una	
   solución	
   de	
   cristal	
   violeta	
   1%	
  peso/volumen	
  de	
  
cristal	
   violeta	
   en	
   metanol	
   (1	
   g	
   de	
   cristal	
   violeta	
   en	
  
100	
  ml	
  de	
  metanol).	
  
	
  
Solución	
  de	
  disolución	
  
	
   Esta	
  solución	
  permite	
  disolver	
  el	
  cristal	
  violeta	
  
de	
   células	
   previamente	
   fijadas	
   y	
   teñidas,	
   debe	
  
emplearse	
   únicamente	
   cuando	
   las	
   placas	
   que	
   van	
   a	
  
ser	
   tratadas	
   están	
   secas.	
   Su	
   composición	
  es	
  de	
  0.1%	
  
peso/volumen	
  de	
  SDS	
  en	
  metanol.	
  
	
  
	
  
3.6.-­‐	
  Cepas	
  bacterianas.	
  
	
  
DH5-­‐alfa	
  
	
   Es	
   la	
   cepa	
   de	
   E.coli	
   más	
   utilizada	
   para	
   la	
  
transformación	
   y	
   amplificación	
   de	
   vectores,	
   válida	
  
tanto	
   para	
   electroporación	
   como	
   para	
   la	
  
transformación	
   por	
   choque	
   térmico	
   tras	
   su	
  
crecimiento	
   en	
   las	
   condiciones	
   apropiadas	
   (ver	
  más	
  
abajo),	
   obtenidas	
   del	
   Banco	
   Andaluz	
   de	
   Células	
  
Madre.	
  
	
  
	
  
XL10-­‐GOLD	
  
	
   Obtenida	
  de	
  Stratagene,	
  esta	
  cepa	
  de	
  E.coli	
  está	
  
optimizada	
   para	
   presentar	
   una	
   alta	
   eficiencia	
   de	
  
transformación,	
   con	
   más	
   de	
   1x109	
   unidades	
  
formadoras	
   de	
   colonias	
   por	
   microgramo	
   de	
   DNA.	
  
Permite	
   la	
   transformación	
   química	
   por	
   choque	
  
térmico	
   de	
   vectores	
   de	
   un	
   tamaño	
   considerable	
   (de	
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más	
   de	
   10	
   kb),	
   y	
   está	
   diseñada	
   para	
   permitir	
   la	
  
amplificación	
  (replicación)	
  de	
  DNA	
  humano	
  metilado.	
  
3.7.-­‐	
  Líneas	
  celulares	
  	
  
	
  
3.7.1.-­‐	
  Humanas.	
  	
  
	
  
HELA	
  
	
   Células	
  de	
  carcinoma	
  de	
  cuello	
  de	
  útero,	
  es	
   la	
  
primera	
   línea	
   celular	
   que	
   se	
   consiguió	
   aislar	
   y	
  
mantener	
   en	
   cultivo	
   (Bang	
   et	
   al.,	
   1951)	
   y	
   la	
   más	
  
utilizada,	
  a	
  pesar	
  de	
  tener	
  un	
  cariotipo	
  alterado	
  muy	
  
diferente	
   a	
   las	
   células	
   normales.	
   Cedidas	
   por	
   el	
  
laboratorio	
   del	
   Dr.	
   John	
   Moran	
   (University	
   of	
  
Michigan,	
  EEUU).	
  
	
  
HEK293T	
  
Línea	
  celular	
  embrionaria	
  de	
  riñón,	
  extremadamente	
  
eficiente	
   en	
   la	
   producción	
   de	
   partículas	
   virales.	
  
Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Pablo	
   Menendez	
  
(Genyo,	
  España).	
  
	
  
U2OS	
  
	
   Células	
   de	
   osteosarcoma,	
   que	
   destacan	
   por	
  
presentar	
   un	
   citoplasma	
   de	
   gran	
   tamaño,	
   lo	
   que	
   las	
  
hace	
  muy	
  útiles	
  para	
  estudios	
  de	
  localización	
  celular.	
  
Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   John	
   Moran	
  
(University	
  of	
  Michigan,	
  EEUU).	
  
	
  
PD20F	
  
	
   Fibroblastos	
   obtenidos	
   de	
   un	
   paciente	
   de	
  
Anemia	
   de	
   Fanconi,	
   y	
   pertenecientes	
   al	
   grupo	
   de	
  
complementación	
   D2,	
   pueden	
   ser	
   obtenidas	
   del	
  
repositorio	
   del	
   instituto	
   Coriell,	
   número	
   de	
   catálogo	
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GM16633.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Niall	
  
Howlett	
  (University	
  of	
  Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
PD20F	
  +	
  FANCD2	
  
	
   Obtenidas	
   a	
   partir	
   de	
   las	
   PD20F	
   tras	
  
complementación	
   con	
   el	
   gen	
   FANCD2	
   mediante	
   un	
  
vector	
   retroviral;	
   esta	
   línea	
   contiene	
   el	
   gen	
   FANCD2	
  
humano,	
   que	
   corrige	
   el	
   defecto	
   presente	
   en	
   la	
   línea	
  
parental.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Niall	
  
Howlett	
  (University	
  of	
  Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
ANKN	
  
Fibroblastos	
  obtenidos	
  de	
  un	
  paciente	
  de	
  Anemia	
  de	
  
Fanconi,	
   cedidos	
   por	
   el	
   laboratorio	
   de	
   Arleene	
  
Auerbach,	
   	
   pertenecientes	
   al	
   grupo	
   de	
  
complementación	
  I.	
  Cedidas	
  por	
  el	
  laboratorio	
  del	
  Dr.	
  
Niall	
  Howlett	
  (University	
  of	
  Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
ANKN	
  +	
  FANCI	
  
	
   Obtenida	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  línea	
  ANKN,	
  contiene	
  el	
  
gen	
  FANCI	
   introducido	
  mediante	
  el	
  uso	
  de	
  un	
  vector	
  
retroviral,	
  que	
  corrige	
  el	
  defecto	
  presente	
  en	
  la	
   línea	
  
parental.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Niall	
  
Howlett	
  (University	
  of	
  Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
ANKN	
  +	
  LACZ	
  
	
   Obtenida	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  línea	
  ANKN,	
  contiene	
  el	
  
gen	
   lacZ	
   introducido	
  mediante	
  un	
  vector	
  retroviral	
  y	
  
posee	
  el	
  defecto	
  presente	
  en	
  la	
  línea	
  parental.	
  Cedidas	
  
por	
  el	
  laboratorio	
  del	
  Dr.	
  Niall	
  Howlett	
  (University	
  of	
  
Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
VU423	
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   Fibroblastos	
   obtenidos	
   de	
   un	
   paciente	
   de	
  
Anemia	
   de	
   Fanconi,	
   pertenecientes	
   al	
   grupo	
   de	
  
complementación	
  BRCA2.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
  
del	
   Dr.	
   Niall	
   Howlett	
   (University	
   of	
   Rhode	
   Island,	
  
EEUU).	
  
	
  
GM16635	
  
	
   Fibroblastos	
   obtenidos	
   de	
   un	
   paciente	
   de	
  
Anemia	
   de	
   Fanconi,	
   pertenecientes	
   al	
   grupo	
   de	
  
complementación	
   FANCG,	
   obtenidas	
   del	
   repositorio	
  
del	
   instituto	
   Coriell,	
   número	
   de	
   catálogo	
   GM16635.	
  
Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
   Niall	
   Howlett	
  
(University	
  of	
  Rhode	
  Island,	
  EEUU).	
  
	
  
HCT-­‐116	
  
	
   Línea	
   tumoral	
   epitelial	
   humana	
   de	
   cáncer	
  
colorrectal,	
   obtenida	
   del	
   repositorio	
   de	
   la	
   ATCC	
  
(American	
   Type	
   Culture	
   Collection),	
   número	
   de	
  
catálogo	
   CCL-­‐247.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   del	
   Dr.	
  
Bert	
  Vogelstein	
  (John	
  Hopkins	
  Med	
  School,	
  EEUU).	
  
	
  
	
  
3.7.2.-­‐	
  Hámster	
  	
  	
  
	
  
	
   Las	
   líneas	
   empleadas	
   en	
   este	
   estudio	
   son	
  
derivadas	
  de	
  una	
   línea	
  de	
   fibroblastos	
  de	
  pulmón	
  de	
  
hasmter	
  (V79	
  y	
  V79B),	
  a	
  excepción	
  de	
  las	
  líneas	
  KO40	
  
y	
  40B6	
  (Tebbs	
  et	
  al.,	
  2005),	
  que	
  fueron	
  derivadas	
  de	
  
una	
   línea	
   CHO	
   (por	
   Chinese	
   Hamster	
   Ovary).	
   La	
  
peculiaridad	
  más	
  notable	
  de	
   las	
  células	
  derivadas	
  de	
  
CHO	
  es	
  que	
  poseen	
  un	
  genoma	
  pseudodiploide,	
  lo	
  que	
  
las	
  hace	
  que	
  la	
  mutación	
  de	
  una	
  sola	
  copia	
  de	
  un	
  gen	
  
puede	
  producir	
  un	
   fenotipo.	
  Han	
   sido	
   especialmente	
  
relevantes	
   en	
   el	
   campo	
   de	
   la	
   reparación	
   de	
   DNA,	
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debido	
  a	
   la	
  relativa	
  facilidad	
  para	
  producir	
  mutantes	
  
y	
   una	
   elevada	
   viabilidad,	
   permitiendo	
   realizar	
  
ensayos	
  de	
  screening	
  rápidos	
  mediante	
  experimentos	
  
sencillos;	
   además,	
   muchas	
   líneas	
   celulares	
   diploides	
  
presentan	
   problemas	
   muy	
   notables	
   en	
   su	
  
proliferación	
  ante	
  una	
  deficiencia	
  grave	
  en	
  algunos	
  de	
  
estos	
   genes.	
   Por	
   otro	
   lado,	
   aquellas	
   líneas	
   derivadas	
  
de	
  pulmón	
  de	
  Hamster	
  son	
  diploides	
  al	
  ser	
  derivadas	
  
de	
  fibroblastos	
  de	
  pulmón.	
  
	
   La	
   mayoría	
   de	
   las	
   células	
   CHO	
   derivan	
   de	
   la	
  
línea	
  CHO-­‐K1,	
  aislada	
  por	
  primera	
  vez	
  en	
  1958	
  (Puck,	
  
1958)	
  y	
  cuyo	
  genoma	
  se	
  terminó	
  de	
  secuenciar	
  en	
  el	
  
año	
   2011	
   (Xu	
   et	
   al.,	
   2011),	
   aunque	
   no	
   existe	
   una	
  
versión	
  completa	
  de	
  su	
  ensamblaje	
  finalizada.	
  
	
  
V79	
  
Derivada	
   originalmente	
   de	
   pulmón	
   de	
   Hámster,	
   de	
  
fenotipo	
   normal,	
   pueden	
   ser	
   obtenidas	
   del	
  
repositorio	
   del	
   instituto	
   Coriell,	
   número	
   de	
   catálogo	
  
GM00215.	
   Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   de	
   la	
   Dra.	
  
Margaret	
   Zdzienicka	
   (Leiden	
   University,	
   Países	
  
Bajos).	
  
	
  
V79B	
  
Derivada	
   originalmente	
   de	
   pulmón	
   de	
   Hámster,	
   es	
  
una	
  sublínea	
  clonal	
  diferente	
  de	
   las	
  V79,	
  de	
   fenotipo	
  
normal,	
   pueden	
   ser	
   obtenidas	
   del	
   repositorio	
   del	
  
instituto	
   Coriell,	
   número	
   de	
   catálogo	
   GM16136.	
  
Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   de	
   la	
   Dra.	
   Margaret	
  
Zdzienicka	
  (Leiden	
  University,	
  Países	
  Bajos).	
  
	
  
VC8	
  
Derivada	
  de	
   la	
   línea	
  V79B,	
   esta	
   línea	
   posee	
   fenotipo	
  
FA,	
  que	
  puede	
  ser	
  corregido	
  por	
  la	
  expresión	
  del	
  gen	
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BRCA2.	
  Cedidas	
  por	
  el	
  laboratorio	
  de	
  la	
  Dra.	
  Margaret	
  
Zdzienicka	
  (Leiden	
  University,	
  Países	
  Bajos).	
  
	
  
VH4	
  
	
   Derivada	
   de	
   la	
   línea	
   V79B,	
   esta	
   línea	
   posee	
  
fenotipo	
   FA,	
   que	
   puede	
   ser	
   corregido	
   parcialmente	
  
mediante	
   la	
   expresión	
   del	
   gen	
   humano	
   FANCA.	
  
Cedidas	
   por	
   el	
   laboratorio	
   de	
   la	
   Dra.	
   Margaret	
  
Zdzienicka	
  (Leiden	
  University,	
  Países	
  Bajos).	
  
	
  
VH4	
  +	
  FANCA	
  
	
   Obtenida	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  línea	
  VH4	
  tras	
  infección	
  
con	
   un	
   retrovirus	
   que	
   contiene	
   el	
   gen	
   FANCA	
  
humano,	
   que	
   corrige	
   la	
   deficiencia	
   presente	
   en	
   la	
  
línea	
  parental.	
  
	
  
CLV5B	
  
	
   Derivada	
   de	
   la	
   línea	
   V79,	
   esta	
   línea	
   celular	
  
posee	
  fenotipo	
  FA,	
  que	
  puede	
  ser	
  corregido	
  mediante	
  
la	
   expresión	
   del	
   gen	
   humano	
   FANCC.	
   Cedidas	
   por	
   el	
  
laboratorio	
   de	
   la	
   Dra.	
   Margaret	
   Zdzienicka	
   (Leiden	
  
University,	
  Países	
  Bajos).	
  
	
  
CLV5B	
  +	
  FANCC	
  
	
   Obtenida	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   línea	
   CLV5B,	
   tras	
  
infección	
   con	
   un	
   retrovirus	
   que	
   contiene	
   el	
   gen	
  
FANCC	
  humano,	
  que	
  corrige	
  la	
  deficiencia	
  presente	
  en	
  
la	
  línea	
  parental.	
  
	
  
40B6	
  
Derivada	
   de	
   la	
   línea	
   CHO-­‐K1,	
   de	
   fenotipo	
   normal.	
  
Cedida	
   por	
   el	
   Dr.	
   Larry	
   Thompson	
   (Lawrence	
  
Livermore	
  National	
  Laboratory,	
  EEUU).	
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KO40	
  
Derivada	
   de	
   la	
   línea	
   40B6,	
   esta	
   línea	
   celular	
   posee	
  
fenotipo	
   FA,	
   que	
   puede	
   ser	
   corregido	
   mediante	
   la	
  
expresión	
  del	
   gen	
  humano	
  FANCG.	
  Cedida	
  por	
   el	
  Dr.	
  
Larry	
   Thompson	
   (Lawrence	
   Livermore	
   National	
  
Laboratory,	
  EEUU).	
  
	
  
	
  
3.8.-­‐	
  Vectores	
  y	
  plásmidos	
  recombinantes.	
  

	
   Todos	
  los	
  vectores	
  utilizados	
  fueron	
  derivados	
  
del	
   pCEP4	
   de	
   Invitrogen,	
   a	
   no	
   ser	
   que	
   se	
   indique	
   lo	
  
contrario.	
   	
   El	
   pCEP4	
   es	
   un	
   vector	
   de	
   expresión	
  
eucariota	
   que	
   contiene	
   el	
   promotor	
   del	
  
citomegalovirus	
   (CMV)	
   aguas	
   arriba	
   del	
   sitio	
   de	
  
clonaje	
  y	
  una	
  señal	
  de	
  poliadenilación	
  del	
  virus	
  SV40	
  
aguas	
  abajo	
  del	
   sitio	
  de	
   clonaje.	
  Este	
  vector	
   también	
  
contiene	
  un	
  origen	
  de	
  replicación	
  eucariota,	
  necesario	
  
para	
   mantenerse	
   episomalmente	
   en	
   las	
   células	
  
transfectadas.	
  	
  
	
   El	
   elemento	
   LINE-­‐1	
   utilizado	
   en	
   este	
   estudio	
  
fue	
   el	
   elemento	
   L1.3,	
   y	
   los	
   siguientes	
   mutantes	
   de	
  
éste:	
  
-­‐	
   L1.3	
   D205A,	
   con	
   una	
   mutación	
   puntual	
   en	
   el	
  
dominio	
   EN	
   de	
   ORF2	
   que	
   destruye	
   la	
   actividad	
  
endonucleasa	
   pero	
   no	
   afecta	
   a	
   la	
   estabilidad	
   de	
   la	
  
ribonucleopartícula	
  (RNP).	
  
-­‐	
   L1.3	
   H230A,	
   con	
   una	
   mutación	
   puntual	
   en	
   el	
  
dominio	
   EN	
   de	
   ORF2	
   que	
   destruye	
   la	
   actividad	
  
endonucleasa;	
   	
   algo	
   más	
   severa	
   que	
   la	
   mutación	
  
D205A,	
   posiblemente	
   por	
   un	
   efecto	
   sobre	
   la	
  
estabilidad	
  de	
  la	
  RNP.	
  
-­‐	
   L1.3	
   D702A,	
   con	
   una	
   mutación	
   puntual	
   en	
   el	
  
dominio	
   RT	
   de	
   ORF2	
   que	
   destruye	
   la	
   actividad	
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reversotranscriptasa	
   pero	
   no	
   afecta	
   a	
   la	
   estabilidad	
  
de	
  la	
  ribonucleopartícula	
  (RNP).	
  
	
  
Los	
  vectores	
  utilizados	
  fueron	
  los	
  siguientes:	
  
-­‐	
  TAM102/L1.3	
  	
  
	
   Estos	
   vectores	
   contienen	
   la	
   secuencia	
  
completa	
  del	
  ORF1,	
  ORF2	
  y	
  3’UTR	
  del	
  elemento	
  L1.3,	
  
salvaje	
   o	
   mutante	
   según	
   indicado,	
   sin	
   la	
   secuencia	
  
5’UTR,	
  y	
  un	
  casete	
  de	
  resistencia	
  a	
  blasticidina	
  aguas	
  
abajo	
  del	
  elemento	
  (Morrish	
  et	
  al.,	
  2002).	
  
-­‐	
  JM101/L1.3	
  
	
   Este	
  vector	
  contiene	
  la	
  secuencia	
  completa	
  del	
  
L1.3	
  (incluida	
  la	
  5’UTR)	
  y	
  un	
  cassette	
  de	
  resistencia	
  a	
  
neomicina	
   aguas	
   abajo	
   del	
   elemento	
   (Morrish	
   et	
   al.,	
  
2002).	
  
-­‐	
  JJ101/L1.3	
  	
  
	
   Estos	
   vectores,	
   a	
   diferencia	
   de	
   los	
   TAM102,	
  
contienen	
   la	
   secuencia	
   completa	
   del	
   L1.3	
   incluida	
   la	
  
5’UTR,	
  salvaje	
  o	
  mutante	
  según	
  indicado,	
  y	
  un	
  casete	
  
de	
  resistencia	
  a	
  blasticidina	
  aguas	
  abajo	
  del	
  elemento	
  
(Beck	
  et	
  al.,	
  2010).	
  
-­‐	
  TAM102/L1.3	
  k7i	
  
	
   Estos	
   vectores	
   contienen	
   la	
   secuencia	
  
completa	
  del	
  ORF1,	
  ORF2	
  y	
  3’UTR	
  del	
  elemento	
  L1.3,	
  
salvaje	
  o	
  mutante	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  según	
  
indicado,	
   sin	
   la	
   secuencia	
   5’UTR,	
   y	
   el	
   casete	
   de	
  
recuperación	
  de	
  inserciones	
  (k7i),	
  compuesto	
  por	
  un	
  
gen	
   de	
   resistencia	
   a	
   neomicina	
   en	
   células	
   de	
  
mamíferos	
   y	
   kanamicina	
   en	
   células	
   bacterianas	
  
interrumpido	
  por	
  un	
  intrón	
  eucariótico,	
  y	
  aguas	
  abajo	
  
un	
   origen	
   de	
   replicación	
   bacteriano	
   que	
   permite	
   la	
  
replicación	
  en	
  bacterias.	
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Figura	
  21.	
  Vectores	
  empleados	
  en	
  este	
  estudio.	
  
A)	
  Sitio	
  de	
  clonaje	
  del	
  vector	
  pCEP4.	
  CMV	
  indica	
  el	
  promotor	
  del	
  
citomegalovirus,	
   el	
   hexágono	
   negro	
   indica	
   la	
   señal	
   de	
  
poliadenilación	
   del	
   virus	
   SV40.	
   B)	
   Posiciones	
   relativas	
   de	
   las	
  
mutaciones	
   de	
   L1	
   en	
   el	
   ORF2,	
   se	
   indica	
   en	
   rojo	
   el	
   dominio	
  
afectado	
  por	
  la	
  mutación;	
  “EN”	
  indica	
  endonucleasa,	
  “RT”	
  indica	
  
reversotranscriptasa	
   y	
   “C”	
   dominio	
   rico	
   en	
   cisteínas.	
   C)	
  
Esquema	
  de	
   los	
  elementos	
  presentes	
  en	
   los	
  diferentes	
  vectores	
  
de	
   expresión	
   de	
   L1	
   empleados;	
   las	
   flechas	
   azules	
   indican	
   la	
  
posición	
  de	
  las	
  regiones	
  promotoras	
  de	
  la	
  5’UTR	
  y	
  su	
  dirección	
  y	
  
fuerza	
   relativas,	
   el	
   hexágono	
   azul	
   indica	
   la	
   señal	
   de	
  
poliadenilación	
  de	
  L1,	
  en	
  rojo	
  “NEO”	
  indica	
  el	
  gen	
  de	
  resistencia	
  
a	
   neomicina,	
   en	
   naranja	
   “BLAST”	
   indica	
   el	
   gen	
   de	
   resistencia	
   a	
  
blasticidina,	
   en	
   verde	
   y	
   naranja	
   “ColE1”	
   indica	
   origen	
   de	
  
replicación	
  bacteriano.	
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-­‐	
  pCEP4-­‐eGFP	
  
	
   Este	
   vector	
   contiene	
   el	
   gen	
   de	
   la	
   proteína	
  
verde	
   fluorescente	
   sin	
   interrumpir;	
   	
   se	
   utiliza	
   en	
  
cotransfección	
   como	
   control,	
   paramedir	
   la	
   eficiencia	
  
de	
  transfección	
  del	
  plásmido	
  co-­‐transfectado.	
  
-­‐	
  pcDNA6/myc-­‐his	
  
	
   Este	
   vector	
   no	
   procede	
   del	
   pCEP4	
   y	
   no	
   se	
  
mantiene	
  episomalmente	
  en	
  las	
  células	
  transfectadas;	
  	
  
contiene	
   el	
   gen	
   de	
   resistencia	
   a	
   blasticidina	
   sin	
  
interrumpir,	
   con	
   su	
   promotor	
   y	
   señal	
   de	
  
poliadenilación.	
  
-­‐	
  pBABE/Hygro-­‐hTERT	
  
	
   Este	
   vector	
   no	
   procede	
   del	
   pCEP4	
   y	
   no	
   se	
  
mantiene	
  episomalmente	
  en	
  las	
  células	
  transfectadas;	
  	
  
contiene	
   el	
   gen	
   de	
   la	
   telomerasa	
   humana	
   sin	
  
interrumpir	
  bajo	
   el	
   control	
  de	
  un	
  promotor	
  CMV,	
   su	
  
propia	
   señal	
   de	
   poliadenilación,	
   y	
   el	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  higromicina;	
  ambos	
  genes	
  se	
  encuentran	
  
flanqueados	
   por	
   las	
   LTRs	
   necesarias	
   para	
   la	
  
producción	
  de	
  partículas	
  retrovirales.	
  
	
  
3.9.-­‐	
  RNAs	
  de	
  interferencia.	
  

	
  
Obtenidos	
   de	
   Dharmacon	
   (Thermo),	
   con	
   el	
   nombre	
  
comercial	
   “ON-­‐TARGET	
  plus	
  SMART	
  pool”,	
   consisten	
  
en	
   un	
   pool	
   de	
   4	
   siRNAs	
   diferentes	
   para	
   un	
   mismo	
  
RNA	
  diana,	
  lo	
  que	
  mejora	
  la	
  eficacia	
  en	
  la	
  disminución	
  
específica	
  (knockdown)	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  dicho	
  RNA.	
  
En	
   la	
   figura	
   22	
   se	
   muestra	
   un	
   esquema	
   de	
   las	
  
proteínas	
   implicadas	
   en	
   reparación	
   de	
   DNA	
  
estudiadas	
   así	
   como	
   los	
   siRNAs	
   empleados	
   y	
   el	
  
proceso	
  de	
  reparación	
  afectado	
  principalmente	
  por	
  la	
  
inhibición	
  de	
  cada	
  componente.	
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Figura	
  22.	
  Esquema	
  de	
  los	
  procesos	
  de	
  reparación	
  
del	
  DNA	
  inhibidos	
  por	
  los	
  siRNAs	
  empleados	
  en	
  el	
  
estudio.	
  La	
  figura	
  muestra	
  un	
  esquema	
  general	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  
reparación	
   y	
   proteínas	
   analizadas,	
   indicando	
   mediante	
   un	
  
recuadro	
   de	
   color	
   el	
   proceso	
   afectado	
   principalmente	
   por	
   la	
  
inhibición	
  de	
  la	
  proteína.	
  Abreviaturas:	
  NHEJ,	
  Unión	
  de	
  extremos	
  
no	
   homólogos;	
   TLS,	
   síntesis	
   translesión;	
   FA	
   (Anemia	
   de	
  
Fanconi),	
   reconocimiento	
   y	
   coordinación	
   del	
   procesamiento	
   de	
  
la	
  lesión	
  (incluye	
  TLS);	
  HR,	
  recombinación	
  homóloga.	
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repair, and it can be adapted to include two replication 
forks encountering the ICL57. The stalling of a replica-
tion fork by MMC can trigger the initiation of a new 
replication fork from a nearby origin72, which would 
approach the ICL from the other side. The frequency of 
double replication fork encounters with ICLs has never 
been experimentally determined, but could be presumed 
to increase as cells complete replication in late S phase. 
In the comprehensive model for ICL repair depicted in 
FIG. 3, we present mechanisms for ICL repair at each 
stage of the cell cycle. Given that nuclease-mediated 
ICL unhooking is necessary in some form at all stages 
of the cell cycle, followed by bypass of the crosslinked 
base pair by TLS DNA polymerases, it is likely that repair 
will require the actions of various nucleases and DNA 
polymerases.

Nucleases and polymerases in ICL repair
Hints regarding the importance of specific nucleases 
in ICL repair have come from individuals with biallelic 
mutations in ERCC4 (which encodes XPF), ERCC1 
and SLX4. Hypomorphic mutations in ERCC4 cause 
the ultraviolet (UV) radiation-sensitive disorder xero-
derma pigmentosum (XP), whereas biallelic ERCC4 or 
ERCC1 mutations lead to a premature ageing syndrome 
known as XPF/ERCC1 progeroid syndrome that causes 
sensitivity to ICLs73,74. SLX4 mutations cause a more 
typical FA phenotype, and the gene has recently been 
designated FANCP on the basis of the identification 
of FA families with biallelic mutations in this gene75,76. 
FAN1 and the heterodimeric nucleases MUS81–EME1, 
XPF–ERCC1 and SLX1–SLX4 are all required to pre-
vent sensitivity to nitrogen mustards, MMC or platinum 
drugs50,77,78. These three endonucleases are specific for 
3′-flap structures, which, combined with the 5′-flap 
activity of FAN1, could result in the cleavage of the 
DNA backbone on both sides of an ICL. Interestingly, 
SLX1–SLX4, MUS81–EME1 and XPF–ERCC1 have 
been shown to form a ‘supercomplex’ that can be  
co-immunoprecipitated from cells78; this makes it dif-
ficult to determine which particular nuclease promotes 
cleavage at an ICL. The possible involvement of these 
nucleases in downstream events, such as in the resolu-
tion of recombination intermediates, provides a further 
complication79–81.

One possibility is that these different nucleases exist 
to deal with diverse forms of DNA crosslinks — such as 
crosslinks that distort the DNA double helix, as well  
as those that do not distort the DNA double helix — 
and there may be particular requirements for different 
nucleases according to the stage in the cell cycle at which 
an ICL is encountered. For example, it has been shown 
that the amount of unhooking present in G1 phase is 
directly influenced by the degree of ICL-induced helical 
distortion82. XPF–ERCC1 could cleave DNA adjacent 
to ICLs that substantially distort the DNA double helix 
in G1, in much the same way as they cut adjacent to 
damaged nucleotides that distort DNA during NER50. 
SLX4 could also be recruited to distorting ICLs in G1 
by its direct interaction with the mismatch repair (MMR) 
complex MUTSβ78,83,84.

The importance of helix distortion in ICL repair has 
been addressed using cell-free systems and plasmids 
containing different types of ICLs. Lesions that result 
in little helix distortion are only repaired in replication- 
competent extracts, whereas the repair of helix-distorting 
ICLs can also be detected in non-replicating plasmid 
DNA57,85. Genetic and toxicity studies suggest that even 
for highly distorting lesions, such as those that are 
induced by platinums, not all ICLs are repaired in 
G1 (REFS 86,87). One possibility is that these distort-
ing lesions are not detected in the context of highly 
condensed heterochromatic DNA or in regions of the 
genome that are non-B-form DNA, such as upstream 
promoter elements88. Some of this damage could also 
undergo a futile cycle of repair, involving NER and TLS 
enzymes that mediate the nucleolytic cleavage of ICLs 
during G1 but are unable to complete the removal of 

Figure 2 | Activation of the Fanconi anaemia pathway coordinates DNA repair at 
an ICL. Interstrand crosslink (ICL) recognition by FANCM and associated proteins leads 
to the recruitment of the Fanconi anaemia (FA) core complex and monoubiquitylation 
(Ub) of FANCD2–FANCI. Retention of FANCD2–FANCI in the chromatin is followed by the 
recruitment of nucleases and polymerases that are required for the repair process. 
FANCM also recruits the Bloom’s syndrome complex (BTR), and is involved in activating 
cell cycle checkpoints through the replication protein A (RPA)–ataxia telangiectasia and 
Rad3-related (ATR)–CHK1 signalling cascade. The BRCA1 and BRCA2 complexes 
initiate and regulate homologous recombination leading to the stabilization of the 
stalled replication fork. FAN1, Fanconi-associated nuclease 1; Pol ν, DNA polymerase ν;  
RMI, RecQ-mediated genome instability; TOPOIIIα, topoisomerase IIIα.
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Concretamente,	
  se	
  utilizaron	
  los	
  siguientes	
  siRNAs:	
  	
  
	
  
-­‐	
   Control	
   siRNA	
   no	
   diana	
   (Non-­‐targeting	
   siRNA),	
  
número	
   de	
   referencia	
   D-­‐001810-­‐10-­‐20,	
   ON-­‐
TARGETplus	
  Non-­‐targeting	
  Pool.	
  
-­‐	
  ControlsiRNA	
  frente	
  a	
  XRCC4,	
  número	
  de	
  referencia	
  
L-­‐004494-­‐00-­‐0010,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  XRCC4	
  (7518).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCA,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
019283-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCA	
  (2175).	
  
-­‐siRNA	
   frente	
   a	
   FANCB,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
016941-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCB	
  (2187).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCC,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
011033-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCC	
  (2176).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCD1/BRCA2,	
   número	
   de	
  
referencia	
   L-­‐003462-­‐00-­‐0010,	
   ON-­‐TARGETplus	
  
SMARTpool,	
  Human	
  BRCA2	
  (675).	
  
-­‐siRNA	
   frente	
   a	
   FANCD2,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
016376-­‐00-­‐0010,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCD2	
  (2177).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCE,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
013991-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCE	
  (2178).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCF,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
014206-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCF	
  (2188).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCG,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
011899-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCG	
  (2189).	
  



	
   111	
  

-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCI/KIAA1794,	
   número	
   de	
  
referencia	
   L-­‐022320-­‐01-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
  
SMARTpool,	
  Human	
  KIAA1794	
  (55215).	
  
-­‐	
  siRNA	
  frente	
  a	
  FANCJ/BRIP1,	
  número	
  de	
  referencia	
  
L-­‐010587-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  BRIP1	
  (83990).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCL,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
021486-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCL	
  (55120).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCM,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
021955-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  FANCM	
  (57697).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
  FANCN/PALB2/FLJ21816,	
   número	
  
de	
   referencia	
   L-­‐012928-­‐01-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
  
SMARTpool,	
  Human	
  FLJ21816	
  (79728).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FANCO/RAD51C,	
   número	
   de	
  
referencia	
   L-­‐010534-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
  
SMARTpool,	
  Human	
  RAD51C	
  (5889).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   SLX4,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
014895-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  BTBD12	
  (84464).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   FAN1,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
020327-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  KIAA1018	
  (22909).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   BLM,	
   número	
   de	
   referencia	
   L-­‐
007287-­‐00-­‐0005,	
   ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  BLM	
  (641).	
  
-­‐	
   siRNA	
   frente	
   a	
   PCNA,	
   número	
   de	
   referencia	
   D-­‐
003289-­‐05-­‐0005,ON-­‐TARGETplus	
   SMARTpool,	
  
Human	
  PCNA	
  (5111).	
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3.10.-­‐	
  Oligonucleótidos	
  sintéticos.	
  

	
   Para	
   la	
   correcta	
   caracterización	
   de	
   las	
  
inserciones	
  de	
  L1,	
  descrita	
  en	
  métodos,	
   se	
  precisa	
   la	
  
realización	
  de	
  varias	
  rondas	
  de	
  secuenciación	
  capilar.	
  
En	
  la	
  figura	
  23	
  se	
  muestra	
  un	
  esquema	
  de	
  la	
  posición	
  
relativa	
   de	
   los	
   oligonucleótidos	
   sintéticos	
   o	
   primers,	
  
utilizados	
   para	
   la	
   secuenciación	
   y	
   el	
   subsiguiente	
  
análisis	
  de	
  las	
  inserciones.	
  
	
  
Oligonucleótidos	
   situados	
   en	
   el	
   casete	
   de	
  
recuperación	
  de	
  inserciones	
  y	
  la	
  secuencia	
  de	
  L1:	
  
	
  
-­‐	
   Reco3	
   se	
   sitúa	
   en	
   el	
   origen	
   de	
   replicación	
  
bacteriano	
  y	
  se	
  dirige	
  hacia	
  la	
  cola	
  de	
  poliA	
  creada	
  en	
  
el	
  evento	
  de	
  retrotransposición.	
  	
  
-­‐	
   Neo210as	
   se	
   sitúa	
   en	
   el	
   gen	
   de	
   resistencia	
   a	
  
neomicina	
  /	
  kanamicina	
  y	
  se	
  dirige	
  aguas	
  arriba	
  de	
  la	
  
inserción,	
  es	
  decir,	
  hacia	
  la	
  secuencia	
  del	
  elemento	
  L1.	
  	
  
-­‐	
   JORF2”X”as:	
   están	
   situados	
   en	
   la	
   secuencia	
   del	
  
ORF2	
  del	
  L1	
  en	
  orden	
  ascendente,	
  esto	
  es,	
  la	
  letra	
  “A”	
  
marca	
  el	
  que	
  está	
  más	
  cerca	
  del	
  ORF1	
  de	
  L1	
  y	
  la	
  letra	
  
“J”	
  el	
  que	
  está	
  más	
  cerca	
  del	
  gen	
  neo,	
  “as”	
  indica	
  que	
  
la	
   dirección	
   del	
   primer	
   es	
   hacia	
   aguas	
   arriba.	
   En	
   la	
  
secuenciación	
  se	
  utilizan	
  primero	
  los	
  más	
  cercanos	
  al	
  
gen	
  neo	
  hasta	
  encontrar	
  la	
  región	
  genómica	
  en	
  la	
  que	
  
se	
   produjo	
   la	
   inserción,	
   así	
   como	
   el	
   punto	
   de	
  
truncación	
  de	
  la	
  secuencia	
  de	
  L1.	
  
-­‐	
   JORF2”X”sense:	
   están	
   situados	
   en	
   la	
   secuencia	
   del	
  
ORF2	
   del	
   L1	
   en	
   orden	
   ascendente	
   también,	
   en	
   la	
  
misma	
  posición	
  que	
  los	
  primers	
  “as”	
  pero	
  en	
  dirección	
  
opuesta,	
  “sense”	
  indica	
  que	
  la	
  dirección	
  es	
  hacia	
  aguas	
  
abajo.	
   Se	
   utilizan	
   cuando	
   se	
   encuentra	
   una	
  
inversión/truncación	
   de	
   L1	
   originada	
   por	
   un	
   evento	
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de	
   twin	
   priming,	
   para	
   poder	
   alcanzar	
   la	
   región	
  
genómica	
  donde	
  se	
  produjo	
  la	
  inserción.	
  
	
  
-­‐	
  Primers	
  situados	
  en	
  la	
  región	
  genómica	
  donde	
  se	
  
produjo	
   la	
   inserción	
   contenidos	
   en	
   el	
   vector	
  
recuperado.	
  
	
   En	
  muchas	
  ocasiones	
  la	
  secuencia	
  obtenida	
  de	
  
la	
   secuenciación	
   con	
   el	
   primer	
   Reco3	
   es	
   de	
   buena	
  
calidad	
   hasta	
   alcanzar	
   la	
   cola	
   de	
   poliA,	
   pero	
   la	
  
presencia	
   de	
   una	
   gran	
   cantidad	
   de	
   Adeninas	
   suele	
  
provocar	
  que	
   la	
  Taq	
  se	
  deslice	
  y	
  por	
   tanto	
   la	
  calidad	
  
de	
   la	
   secuencia	
   aguas	
   abajo	
   es	
   demasiado	
   baja,	
  
haciendo	
   imposible	
  conseguir	
  un	
  alineamiento	
   fiable	
  
de	
  la	
  secuencia	
  genómica	
  situada	
  en	
  3’.	
  	
  
Cuando	
   esto	
   ocurre,	
   y	
   una	
   vez	
   se	
   ha	
   alcanzado	
   la	
  
región	
   genómica	
   contigua	
   a	
   la	
   inserción	
   en	
   5’,	
   es	
  
necesario	
   el	
   uso	
   de	
  primers	
   para	
   alcanzar	
   la	
   cola	
   de	
  
poliA	
  desde	
  el	
  otro	
  extremo	
  del	
  plásmido	
  recuperado.	
  
Llamamos	
   a	
   estos	
   primers	
   como	
   “Walking”	
   o	
   “W”,	
  
indicando	
  en	
  el	
  primer	
  número	
  el	
  clon	
  recuperado	
  (o	
  
vector	
  que	
  contiene	
  una	
  inserción	
  recuperada),	
  “Wx”	
  
indica	
   que	
   la	
   secuencia	
   pertenece	
   a	
   la	
   localización	
  
genómica	
  en	
  la	
  que	
  se	
  produjo	
  la	
  inserción,	
  contenida	
  
en	
  el	
  clon	
  recuperado,	
  “x”	
  indica	
  el	
  número	
  de	
  primer	
  
distinto	
   situado	
   en	
   la	
   misma	
   región	
   genómica.	
   Se	
  
indican	
  los	
  primers	
  en	
  orden	
  según	
  el	
  número	
  de	
  clon	
  
en	
  el	
  que	
  se	
  utilizaron.	
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Figura	
   23.	
   Esquema	
   de	
   los	
   oligonucleótidos	
  
empleados	
  en	
  la	
  caracterización	
  de	
  inserciones.	
  Se	
  
indica	
   la	
   posición	
   relativa	
   de	
   los	
   oligonucleótidos	
   (primers)	
  
utilizados	
  para	
  la	
  secuenciación	
  de	
  las	
  inserciones	
  (más	
  detalles	
  
en	
  métodos).	
  	
  
	
  
Primers	
   en	
   la	
   inserción:	
   a	
   continuación	
   se	
   indica	
   la	
  
secuencia	
   nucleotídica	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
  
oligonucleótidos	
   sintéticos	
  utilizados	
  en	
  este	
   estudio	
  
para	
   la	
  secuenciación	
  de	
   las	
   inserciones	
  recuperadas	
  
de	
  L1.	
  
	
  
RECO3:	
   CTAAAGTATATATGAGTAACC	
  
NEO210as:	
   GACCGCTTCCTCGTGCTTTACG	
  
JORF2Jsense:	
  CATTAGTGGGTGCAGCGCACC	
  
JORF2Jas:	
   GGTGCGCTGCACCCACTAATG	
  
JORF2Isense:	
  	
  GACTGGATTAAGAAAATGTG	
  
JORF2Jas:	
   CACATTTTCTTAATCCAGTC	
  
JORF2Hsense:GATATCATCTCACACCAGTTAG	
  
JORF2Has:	
   CTAACTGGTGTGAGATGATATC	
  
JORF2Gsense:CACCTATACAAAAATCAATTC	
  
JORF2Gas:	
  	
   GAATTGATTTTTGTATAAGGTG	
  
JORF2Fsense:	
  GGAAGAATCAATATCGTGAAAATG	
  
JORF2Fas:	
   CATTTTCACGATATTGATTCTTCC	
  
JORF2Esense:CAATAAATTAGGTATTGATGGGAC	
  
JORF2Eas:	
   GTCCCATCAATACCTAATTTATTG	
  
JORF2Dsense:CCAGATGGATTCACAGCCGAATTC	
  
JORF2Das:	
   GAATTCGGCTGTGAATCCATCTGG	
  
JORF2Csense:GACACCCTAACATCACAATTAA	
  

An 3’ SITIO GENOMICO  

Primers'W'

EO N 

ColE1 

RECO3'

NEO210AS'

O"R"F"2"

Primers'W'' JORF2”X”AS'
A'B'C'D'E'F'G'H'I'J'

JORF2”X”sense'
A'B'C'D'E'F'G'H'I'J'

N>'>'>'>'>'>'>'>'>'>'(>'>'>''1)'

SITIO GENOMICO 5’ 

(N>'>'>'>)'>'>'>'>'>'>'>'>'>''1'
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JORF2Cas:	
   TTAATTGTGATGTTAGGGTGTC	
  
ORF2Bsense:	
  	
  CAGAACTCTCCACCCCAAATC	
  
ORF2Bas:	
   GATTTGGGGTGGAGAGTTCTG	
  
ORF2Asense:	
  	
  ATCAAAAGAGACAAAGAAGGC	
  
ORF2Aas:	
   GCCTTCTTTGTCTCTTTTGAT	
  
	
  
Primers	
  dirigidos	
  hacia	
  el	
  sitio	
  genómico:	
  cada	
  uno	
  es	
  
específico	
   para	
   una	
   región	
   concreta	
   del	
   genoma	
  
(humano	
   o	
   de	
   hámster).	
   El	
   primer	
   número	
   indica	
   el	
  
número	
  de	
   clon	
  o	
  vector	
  que	
   contiene	
  una	
   inserción	
  
recuperada,	
  “Wx”	
  indica	
  que	
  el	
  primer	
  se	
  ubica	
  en	
  una	
  
región	
   genómica,	
   donde	
   “x”	
   indica	
   el	
   número	
   de	
  
primer	
  distinto	
  situado	
  en	
  la	
  misma	
  región	
  genómica.	
  
Se	
   indican	
   los	
  primers	
   en	
  orden	
   según	
  el	
   número	
  de	
  
clon	
   en	
   el	
   que	
   se	
   utilizaron	
   (más	
   detalles	
   en	
  
métodos).	
  
	
  
1-­‐W1:	
   	
   GTCATCAAAAAAGCTCTCCTGC	
  
3-­‐W1:	
   	
   GCAGCTCATTTCTAAGAATC	
  	
  
5-­‐W1:	
   	
   GCTTCTCTGCTCAGAACCCTGC	
  	
  
7-­‐W1:	
   	
   GCTGGTTCAGAAAGCATTTTGG	
   	
  
7-­‐W2:	
  	
  	
   GCTTTGGCTGGGGCCAGGC	
  
7-­‐W4:	
  	
  	
   GCAACATGTAAGTAGAGTC	
  
19-­‐W1:	
   GAGGTAGAATTAGCCTCTCC	
  
19-­‐W2:	
  	
   GGAGGGTGGCTAGGAAAGGC	
  
19-­‐W3:	
   GGGAGGGTGGCTAGGAAAGGC	
  
21-­‐W1:	
   GCCTCTCCCATATCCTTCCTG	
  
22-­‐W1:	
   CCATTGTCATTTCAATTTGATATAC	
  
24-­‐W1:	
   CTGAGAAAGGGTTGAACATC	
  
30-­‐W1:	
  	
   GCCTGTAGGGCTCTTTGTCAAC	
  
31-­‐W1:	
   CTTATCACATGTAGCAGTAAC	
  
31-­‐W2:	
  	
   GCTGGTGTTGAACTCCTGGGC	
  
31-­‐W3:	
  	
   GGTACTCTGTTAGCCCCTGGC	
  
31-­‐W4:	
  	
   GCTGGTGTTGAACTCCTGGGC	
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33-­‐W1:	
   CAGCTTGATGATAAGCTATG	
  
34-­‐W1:	
   GACCTACTCGATTTCTTCGTTC	
  
35-­‐W1:	
  	
   GATGATCACCATTCTAACTGG	
  
39-­‐W1:	
   GAGAGATTTAATGATTTTATG	
  
40-­‐W1:	
   CAAGCAGGATGCCCATTCTCAC	
  
41-­‐W1:	
  	
   CAGTTTTCTGTTATTTACAGC	
  
44-­‐W1:	
   CAAATGCTCTCGATAATGAG	
  
54-­‐W1:	
   CCGTGTGCAGCAGCTGGTGC	
  
54-­‐W2:	
  	
   CTCAAGACCTGTGCAAGAGC	
  
54-­‐W2B:	
  	
   CAAGAGTGCTAGTTGTAAGC	
  
54-­‐W3:	
  	
   CAGAAGTTAGTAGAGAGGTGC	
  
55-­‐W1:	
   GTGAAGGAAGTACTGGAAACAG	
  
55-­‐W2:	
  	
   CTGTTTCCAGTACTTCCTTCAC	
  
55-­‐W3:	
  	
   CAGTTTGAGTGTCCTGTTTTGC	
  
55-­‐W4:	
  	
   GCTTTAGTAATGTGGGTGCC	
  
55-­‐W5:	
  	
   GTCTATTTGGTGTTCTGAAAGC	
  
57-­‐W1:	
   GTAATAACTAGTGTACTAGC	
  
57-­‐W2:	
  	
   GCACGGGCCAGACAAGTTGGC	
  
58-­‐W1:	
   GTCAAAGGATAACCCTATGTGC	
  
60-­‐W1:	
   CTATGAGAACAGTGTCCCGTG	
  
64-­‐W1:	
   CATATCCATCTGCTGCAAAGC	
  
64-­‐W2:	
  	
   CAAGCCTACAAAGAATGCATG	
  
65-­‐W1:	
  	
   GCATTATGCCTTAGAGGAGC	
  
65-­‐W2:	
  	
   CAATGGAACAGCATTGCTGGC	
  
65-­‐W3:	
  	
   CATGTGTTATCTACGTGCCG	
  
65-­‐W4:	
   GAAATCCTCAGTCTGTGCCG	
  
71-­‐W1:	
  	
   GCTGGATAAGCTGTTGTTTACG	
  
76-­‐W1:	
  	
   GTACACCACCACATCTGGGC	
  
76-­‐W2:	
  	
   GTCTAGTTGACAAATAAGGC	
  
76-­‐W3:	
  	
   CTAAGATTTGACAGGATTGGC	
  
76-­‐W4:	
  	
   CCTGCCAGCCCCAGGTAAAGC	
  
80-­‐W1:	
  	
   CTTGTATTTCCTGGTCTAGGGC	
  
80-­‐W2:	
  	
   GCAAAACAGCCATCTAGCTGC	
  
84-­‐W1:	
   GCAAGTATAAAGGTAAGGATTTG	
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84-­‐W2:	
  	
   CAATGATTACCTAATATTAGC	
  
85-­‐W1:	
   CGGAGTTTTGCTCTGTCGCC	
  
90-­‐W1:	
  	
   AACCAATTTCTCTTCCTAGC	
  
94-­‐W1:	
  	
   ATTTAACTTTGACTTCTTGC	
  
94-­‐W2:	
  	
   GCCTTGTTCCCTACAAATGC	
  
94-­‐W3:	
  	
   GCTAAAGACTTATGCAGAGC	
  
96-­‐W1:	
  	
   CACAGGAAATAGATGGATAGC	
  
96-­‐W2:	
  	
   GTCACTGCCGCCGGCCAGGC	
  
96-­‐W3:	
  	
   GGGTGCCAGAGAAAACTGGC	
  
97-­‐W2:	
  	
   CTACAAATTGCCCAAGGCGGC	
  
97-­‐W3:	
   GTCCAGCTCCCAGCCACGTGC	
  
97-­‐W4:	
  	
   GACCTAGGTTTGTGTCCCAGC	
  
100-­‐W1:	
  	
   CTGGACCTGGAATTTGCAGC	
  
101-­‐W1:	
  	
   GCACAGAATTTATCAGAGTAAC	
  
106-­‐W1:	
   GCAAACATTGGTATATTGGC	
  
108-­‐W1:	
   GCTAGTCTTTAAGCTCTGAC	
  
109-­‐W1:	
   GCTTCACCTTTTAATACATG	
  
114-­‐W1:	
  	
   GCTAGATGCCCACTGGAATC	
  
115-­‐W1:	
  	
   GTAATCAATCATTGATAGACTG	
  
117-­‐W1:	
  	
   CTCTTCTTGTGCTATCACAGC	
  
134-­‐W1:	
  	
   GTACTAAAGTACTTCCAGCC	
  
149-­‐W1:	
  	
   GATATATGAGCAACAATTACTG	
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4.-­‐	
  MÉTODOS	
  

4.1.-­‐	
  cultivos	
  celulares.	
  

Células	
  Hela,	
  U2OS	
  y	
  HEK293T	
  	
  
	
   Estas	
   líneas	
   celulares	
   transformadas	
   se	
  
cultivan	
  en	
  medio	
  DMEM	
  sin	
  piruvato	
  con	
  4.5	
  g/l	
  de	
  
glucosa,	
   suplementado	
   con	
   Glutamax,	
   10%	
  de	
   Suero	
  
Bovino	
   Fetal	
   (Fetal	
   Bovine	
   Serum,	
   FBS)	
   y	
  
Penicilina/Estreptomicina	
   (Penicillin/Streptomycin,	
  
P/S).	
   Aproximadamente	
   una	
   vez	
   por	
   semana	
  
mediante	
   tripsinización	
   se	
   expanden	
   en	
   una	
  
proporción	
   de	
   entre	
   1/10-­‐1/40,	
   típicamente	
   cuando	
  
la	
   confluencia	
   se	
   acerca	
   al	
   100%,	
   y	
   buscando	
   una	
  
confluencia	
   no	
   inferior	
   al	
   5-­‐10%	
   para	
   que	
   sigan	
  
creciendo	
  en	
  fase	
  logarítmica.	
  	
  
	
   Reactivo	
   de	
   transfección	
   de	
   DNA:	
   FuGENE	
   6,	
  
normalmente	
   se	
   obtiene	
   una	
   eficiencia	
   de	
  
transfección	
   entre	
   40-­‐80%	
   dependiendo	
   de	
   la	
   línea	
  
celular	
   y	
   el	
   tamaño	
   del	
   plásmido,	
   utilizando	
   1 µg	
   de	
  
DNA	
  por	
  pocillo	
  en	
  placa	
  de	
  6	
  pocillos.	
  	
  
-­‐	
  Selección	
  con	
  neomicina	
  (G418):	
  =ó>	
  400	
  µg/ml	
  
-­‐	
  Selección	
  con	
  blasticidina:	
  10	
  µg/ml	
  
	
  
Fibroblastos	
  primarios	
  de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  
	
   Se	
   cultivan	
   en	
  medio	
   DMEM	
   sin	
   piruvato	
   con	
  
4.5	
  g/l	
  de	
  glucosa,	
  suplementado	
  con	
  Glutamax,	
  20%	
  
de	
  FBS	
  y	
  P/S,	
  se	
  expanden	
  aproximadamente	
  una	
  vez	
  
cada	
   15-­‐20	
   días	
   mediante	
   tripsinización,	
   en	
   una	
  
proporción	
   1/2-­‐1/6,	
   necesariamente	
   cuando	
   la	
  
confluencia	
   está	
   en	
   torno	
   al	
   100%,	
   buscando	
   una	
  
confluencia	
   en	
   torno	
   al	
   30-­‐50%.	
   La	
   inmortalización	
  
debe	
  realizarse	
  durante	
  los	
  primeros	
  pases,	
  ya	
  que	
  la	
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proporción	
  de	
  células	
  senescentes	
  aumenta	
  con	
  pases	
  
sucesivos.	
  	
  
-­‐	
  Selección	
  con	
  higromicina:	
  100	
  µg/ml	
  
	
  
Fibroblastos	
   inmortalizados	
   de	
   Anemia	
   de	
  
Fanconi	
  
	
   Se	
   cultivan	
   en	
   medio	
   DMEM	
   sin	
   piruvato	
   4.5	
  
g/l	
   de	
   glucosa,	
   suplementado	
   con	
   Glutamax,10-­‐20%	
  
de	
  FBS	
  y	
  P/S,	
  se	
  expanden	
  aproximadamente	
  una	
  vez	
  
cada	
   10-­‐15	
   días	
   mediante	
   tripsinización	
   en	
   una	
  
proporción	
   1/5-­‐1/10,	
   habitualmente	
   cuando	
   la	
  
confluencia	
   está	
   en	
   torno	
   al	
   100%,	
   buscando	
   una	
  
confluencia	
  en	
  torno	
  al	
  20-­‐40%.	
  
	
   Reactivo	
  de	
  transfección	
  de	
  DNA:	
  FuGENE	
  6	
  o	
  
X-­‐tremeGENE	
   9.	
   La	
   eficiencia	
   de	
   transfección	
   es	
  
relativamente	
  baja,	
  generalmente	
  en	
  torno	
  al	
  10-­‐20%,	
  
utilizando	
   1 µg	
   de	
   DNA	
   por	
   pocillo	
   en	
   placa	
   de	
   6	
  
pocillos.	
  	
  
Selección	
  con	
  neomicina	
  (G418):	
  200	
  µg/ml	
  
Selección	
  con	
  blasticidina:	
  5	
  µg/ml	
  
Selección	
  con	
  higromicina:	
  100	
  µg/ml	
  
	
  
4.2.-­‐	
   Preparación	
   de	
   bacterias	
  
competentes.	
  	
  
	
   	
  
	
   Se	
   refresca	
   la	
   cepa	
   bacteriana	
   sembrando	
   en	
  
estrías	
  en	
  una	
  placa	
  de	
  LB	
  sin	
  antibiótico,	
  tras	
  lo	
  cual	
  
se	
   eligen	
   2	
   o	
   3	
   colonias	
   y	
   se	
   ponen	
   a	
   crecer	
   en	
  
agitación,	
   16	
   horas	
   a	
   37	
   oC	
   en	
   2	
   o	
   3	
   tubos	
   de	
  
polipropileno	
   (cada	
   colonia	
   en	
   un	
   tubo	
  
independiente)	
  con	
  4	
  ml	
  de	
  medio	
  LB	
  sin	
  antibiótico;	
  
posteriormente,	
  se	
  traspasan	
  los	
  4	
  ml	
  del	
  cultivo	
  a	
  un	
  
Erlenmeyer	
  de	
  1	
  l	
  de	
  capacidad	
  con	
  250	
  ml	
  de	
  medio	
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SOB	
   suplementado	
   con	
   glicina.	
   Para	
   su	
   correcto	
  
crecimiento,	
   las	
   bacterias	
   se	
   cultivan	
   a	
   18	
   oC	
   con	
  
agitación	
   suave,	
   hasta	
   que	
   la	
   densidad	
   óptica	
   OD600	
  
alcanza	
   un	
   valor	
   de	
   	
   de	
   aproximadamente	
   0.94,	
  
normalmente	
  esto	
  ocurre	
  tras	
  18-­‐24h.	
  	
  
	
   Una	
   vez	
   alcanzada	
   la	
   densidad	
   óptica	
   óptima,	
  
se	
  puede	
  continuar	
  con	
  la	
  preparación,	
  para	
  lo	
  cual	
  es	
  
crítico	
   mantener	
   las	
   bacterias	
   a	
   4	
   oC	
   o	
   una	
  
temperatura	
  inferior	
  en	
  todo	
  momento,	
  trabajando	
  en	
  
cámara	
  fría	
  si	
  es	
  preciso.	
  
	
   Primero	
   se	
   incuban	
   las	
   bacterias	
   en	
   hielo	
  
durante	
  10	
  minutos,	
   tras	
   lo	
  cual	
  se	
  pasan	
  a	
   tubos	
  de	
  
50	
  ml	
  y	
  se	
  centrifugan	
  a	
  2500	
  x	
  g	
  durante	
  10	
  minutos	
  
a	
   4	
   oC.	
   Al	
   terminar	
   la	
   centrifugación	
   se	
   decanta	
   el	
  
sobrenadante	
   y	
   se	
   resuspenden	
   las	
   células	
   con	
  
suavidad	
   en	
   80ml	
   de	
   medio	
   TB	
   (Terrific	
   Broth)	
   frío	
  
mediante	
  repipeteo,	
  y	
  se	
  dejan	
  en	
  hielo	
  10	
  minutos.	
  
	
   Posteriormente	
   se	
   repite	
   la	
   centrifugación	
  
anterior,	
   a	
  2500	
  x	
  g	
  durante	
  10	
  minutos	
  a	
  4	
   oC,	
  y	
   se	
  
decanta	
   el	
   sobrenadante	
   de	
   nuevo,	
   pero	
   tras	
   esta	
  
segunda	
  centrifugación	
  las	
  células	
  se	
  resuspenden	
  en	
  
10	
  ml	
  de	
  medio	
  TB	
  frío.	
  Tras	
  resuspender	
  las	
  células	
  
se	
  añaden	
  10	
  ml	
  más	
  de	
  medio	
  TB	
   frío	
  que	
  contiene	
  
un	
  14%	
  (v/v)	
  de	
  DMSO	
  y	
   se	
  dejan	
  en	
  hielo	
  otros	
  10	
  
minutos	
  más.	
  	
  
	
   Pasado	
   este	
   tiempo,	
   se	
   invierte	
   el	
   tubo	
   2	
   o	
   3	
  
veces	
   con	
   suavidad	
   para	
   obtener	
   una	
   suspensión	
  
homogénea	
  y	
   se	
  procede	
  a	
   alicuotar	
   las	
  bacterias	
   en	
  
tubos	
   de	
   1.5	
   ml	
   colocados	
   en	
   etanol	
   con	
   hielo	
   seco	
  
(alternativamente	
   se	
   puede	
   utilizar	
   nitrógeno	
  
líquido).	
  Por	
  último	
  	
  se	
  guardan	
  a	
  -­‐80	
  oC.	
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4.3.-­‐	
   Transformación	
   de	
   plásmidos	
  
superenrollados.	
  	
  
	
  
	
   La	
   transformación	
   de	
   las	
   bacterias	
  
competentes	
  con	
  el	
  vector	
  correspondiente	
  se	
  realiza	
  
mediante	
  choque	
  térmico,	
  brevemente:	
  
-­‐	
   Se	
   descongela	
   un	
   vial	
   de	
   bacterias	
   competentes	
   en	
  
hielo.	
  
-­‐	
  Se	
  colocan	
  50-­‐100	
  ng	
  de	
  plásmido	
  (normalmente	
  1-­‐
5	
  µl)	
  en	
  un	
  tubo	
  de	
  1.5	
  ml	
  con	
  10-­‐50	
  µl	
  de	
  bacterias	
  
competentes	
  y	
  se	
  deja	
  en	
  hielo	
  durante	
  30	
  minutos.	
  
-­‐	
  Se	
  realiza	
  el	
  choque	
  térmico,	
  que	
  consiste	
  en	
  colocar	
  
el	
  tubo	
  con	
  las	
  bacterias	
  y	
  el	
  vector	
  a	
  42	
  oC	
  durante	
  45	
  
segundos	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  bacterias	
  DH5-­‐α	
  (el	
  tiempo	
  
de	
   choque	
   térmico	
   varía	
   para	
   otras	
   cepas),	
  
típicamente	
  el	
  proceso	
  se	
  realiza	
  en	
  un	
  baño	
  de	
  agua.	
  
-­‐	
  Inmediatamente	
  tras	
  el	
  choque	
  se	
  coloca	
  el	
  tubo	
  en	
  
hielo	
  durante	
  2	
  minutos,	
  para	
  recuperar	
  las	
  bacterias	
  
del	
  choque	
  térmico.	
  
-­‐	
   Se	
   añaden	
  100-­‐500	
  µl	
   de	
  medio	
  LB	
  precalentado	
   a	
  
37	
  oC	
  sin	
  antibiótico	
  y	
  se	
  deja	
  recuperar	
  las	
  bacterias	
  
con	
   o	
   sin	
   agitación	
   durante	
   1	
   hora	
   a	
   temperatura	
  
ambiente	
   o	
   37	
   oC,	
   para	
   permitir	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
  
genes	
  de	
  resistencia.	
  
-­‐	
   Se	
   coloca	
   una	
   cantidad	
   apropiada	
   de	
   bacterias	
   en	
  
una	
  placa	
  con	
  el	
  antibiótico	
  apropiado;	
  típicamente	
  se	
  
plaquea	
  entre	
  una	
  quinta	
  y	
  una	
  décima	
  parte	
  del	
  total	
  
de	
   la	
   transformación	
   (10-­‐50	
   µl),	
   y	
   se	
   esparce	
  
homogéneamente	
  por	
  la	
  placa	
  mediante	
  una	
  espátula	
  
de	
  Driglasky.	
  
-­‐	
   Se	
   incuba	
   la	
   placa	
   a	
   37	
   oC	
   12-­‐16h	
   .	
   Las	
   colonias	
  
resultantes	
   se	
   utilizan	
   para	
   el	
   aislamiento	
   de	
   DNA	
  
plasmídico.	
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4.4.-­‐	
   Aislamiento	
   y	
   purificación	
   de	
   DNA	
  
plasmídico.	
  
	
   	
  
	
   El	
  aislamiento	
  de	
  DNA	
  plasmídico	
  de	
  bacterias	
  
es	
   necesario	
   para	
   la	
   obtención	
   de	
   los	
   plásmidos	
  
utilizados	
   en	
   las	
   transfecciones,	
   así	
   como	
   para	
   la	
  
obtención	
  de	
  plásmidos	
  recombinantes	
  del	
  sistema	
  de	
  
recuperación	
  de	
  inserciones.	
  
	
   Para	
   la	
   obtención	
   de	
   cantidades	
  
moderadamente	
   bajas	
   de	
   plásmido,	
   se	
   realiza	
   un	
  
proceso	
   genéricamente	
   llamado	
   miniprep,	
   que	
  
permite	
   la	
   obtención	
   de	
   cantidades	
   de	
   DNA	
   a	
   una	
  
concentración	
  de	
  aproximadamente	
  50-­‐200	
  ng/µl.	
  En	
  
este	
  estudio	
  se	
  empleó	
  un	
  kit	
  de	
  extracción	
  comercial	
  
de	
  Promega,	
  número	
  de	
  referencia	
  A1460,	
   siguiendo	
  
las	
  indicaciones	
  del	
  fabricante.	
  
	
   Para	
   la	
   obtención	
   de	
   concentraciones	
  
relativamente	
  altas	
  de	
  plásmido,	
  el	
  proceso	
  se	
  conoce	
  
como	
   midiprep,	
   y	
   permite	
   obtener	
   concentraciones	
  
entre	
   250-­‐1000	
   ng/µl	
   de	
   DNA	
   plasmídico	
  
superenrollado;	
   para	
   ello	
   utilizamos	
   un	
   kit	
   de	
  
extracción	
  de	
  Qiagen,	
  número	
  de	
  referencia	
  12143.	
  
	
   Brevemente,	
   este	
   proceso	
   se	
   basa	
   en	
   la	
   lisis	
  
alcalina	
   de	
   las	
   bacterias	
   que	
   contienen	
   el	
   plásmido,	
  
neutralización	
   y	
   el	
   posterior	
   uso	
   de	
   unas	
   columnas	
  
que	
  contienen	
  una	
  resina	
  a	
   las	
  que	
  el	
  DNA	
  se	
  une	
  de	
  
manera	
   específica.	
   Tras	
   su	
   lavado,	
   se	
   procede	
   a	
   la	
  
elución	
  del	
  DNA	
  mediante	
  el	
  uso	
  de	
  agua	
  destilada	
  en	
  
el	
   caso	
   de	
   las	
   minipreps	
   o	
   de	
   un	
   buffer	
   de	
   elución	
  
específico	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  midipreps.	
  
	
   Para	
   la	
   extracciones	
   de	
   DNA	
   plasmídico,	
   se	
  
selecciona	
   una	
   colonia	
   aislada	
   y	
   se	
   inoculan	
   las	
  
bacterias	
  en	
  una	
  cantidad	
  apropiada	
  de	
  medio	
  LB	
  con	
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el	
   antibiótico	
   de	
   selección	
   específico,	
   a	
   una	
  
concentración	
  apropiada	
  (100	
  µg/ml	
  de	
  Ampicilina	
  o	
  
25	
  µg/ml	
  de	
  kanamicina).	
  	
  
Para	
   el	
   crecimiento	
   de	
   las	
   bacterias	
   en	
   el	
   medio	
  
líquido	
  se	
  emplearon:	
  
-­‐	
   Para	
   la	
   realización	
   de	
   minipreps:	
   2	
   ml	
   de	
   LB	
   con	
  
antibiótico,	
   en	
   tubos	
   de	
   polipropileno	
   de	
   14	
  ml,	
   con	
  
tapones	
   de	
   polietileno	
   que	
   permiten	
   2	
   posiciones	
  
(para	
   aerobiosis	
  o	
   anaerobiosis),	
   obtenidos	
  de	
  VWR,	
  
número	
   de	
   referencia	
   60818-­‐725.	
   Estos	
   tubos	
   son	
  
esteriles.	
  
-­‐	
   Para	
   la	
   realización	
   de	
  midipreps:	
   50	
  ml	
   de	
   LB	
   con	
  
antibiótico,	
   en	
   frascos	
   Erlenmeyer	
   de	
   vidrio	
   de	
  
capacidad	
   250	
   ml,	
   obtenidos	
   de	
   Pyrex,	
   número	
   de	
  
referencia	
   29174-­‐149	
   (VWR).	
   Se	
   utiliza	
   papel	
   de	
  
aluminio	
   a	
   modo	
   de	
   tapón	
   para	
   evitar	
   la	
  
contaminación	
  y	
  permitir	
  la	
  aireación	
  del	
  cultivo.	
  Los	
  
frascos	
  se	
  esterilizan	
  mediante	
  autoclave.	
  
	
  
4.5.-­‐	
   Aislamiento	
   y	
   purificación	
   de	
   DNA	
  
genómico.	
  
	
  
	
   El	
   aislamiento	
  de	
  DNA	
  genómico	
  es	
  necesario	
  
para	
   obtener	
   la	
   localización	
   y	
   características	
   de	
   las	
  
inserciones	
   de	
   L1,	
   recuperadas	
   mediante	
   el	
   sistema	
  
de	
  recuperación	
  de	
  inserciones	
  o	
  recovery.	
  
	
   Brevemente,	
   este	
   proceso	
   consiste	
   en	
   el	
  
aislamiento	
   de	
   los	
   núcleos	
   celulares,	
   tras	
   lo	
   cual	
   se	
  
procede	
   a	
   una	
   lisis	
   de	
   los	
   mismos,	
   y	
   se	
   usan	
   unas	
  
columnas	
   a	
   las	
   que	
   el	
   DNA	
   de	
   alto	
   peso	
   molecular	
  
(20-­‐150	
   kb)	
   se	
   une	
   de	
  manera	
   específica,	
   para	
   ello,	
  
utilizamos	
  el	
  kit	
  “Blood	
  and	
  Cell	
  Culture	
  DNA	
  midi	
  kit”	
  
de	
  Qiagen,	
  número	
  de	
  referencia	
  13343,	
  siguiendo	
  las	
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instrucciones	
  del	
  fabricante.	
  Tras	
  la	
  elución	
  con	
  5	
  ml	
  
del	
   buffer	
   correspondiente	
   (QF),	
   realizamos	
   la	
  
precipitación	
  del	
  DNA	
  mediante	
   la	
   adición	
  de	
  3.5	
  ml	
  
de	
   isopropanol	
   y	
   agitación	
   suave	
   durante	
   15	
  
segundos	
   aproximadamente.	
   	
   Finalmente	
   el	
   DNA	
   se	
  
recupera	
   con	
  una	
  varilla	
  de	
   vidrio	
   y	
   se	
   coloca	
   en	
  un	
  
tubo	
   Eppendorf	
   de	
   1.5	
   ml,	
   evitando	
   el	
   traspaso	
  
excesivo	
   de	
   isopropanol,	
   con	
   250	
   µl	
   de	
   buffer	
   de	
  
elución,	
  un	
  buffer	
  de	
  Tris-­‐Cl	
   con	
  pH	
  cercano	
  a	
  8	
  que	
  
permite	
   la	
   solubilización	
   del	
   DNA	
   (obtenido	
   de	
  
Qiagen);	
   posteriormente,	
   se	
   deja	
   a	
   temperatura	
  
ambiente	
   durante	
   15-­‐20	
  minutos,	
   se	
   retira	
   la	
   varilla	
  
con	
   precaución	
   y	
   se	
   deja	
   resuspender	
   en	
   el	
   buffer	
  
durante	
   1	
   hora	
   a	
   50	
   oC	
   con	
   agitación	
  moderada	
   o	
   a	
  
temperatura	
   ambiente	
   toda	
   la	
   noche,	
   finalmente	
   se	
  	
  
mide	
  la	
  concentración.	
  
	
   Para	
   la	
   obtención	
   de	
   DNA	
   genómico	
   se	
  
utilizaron	
   aproximadamente	
   5x106-­‐1x107	
   células.	
   Se	
  
puede	
   realizar	
   directamente	
   con	
  muestras	
   frescas	
   o	
  
en	
   caso	
   contrario	
   congelar	
   el	
   pellet	
   a	
   -­‐80	
   oC	
   y	
  	
  
descongelar	
  en	
  hielo	
  antes	
  de	
  empezar	
  la	
  extracción.	
  
	
  
4.6.-­‐	
  Cuantificación	
  de	
  ácidos	
  nucleicos.	
  	
  
	
  
	
   La	
  cuantificación	
  de	
  ácidos	
  nucleicos	
  se	
  realiza	
  
para	
   conocer	
   tanto	
   la	
   cantidad	
   como	
   la	
   calidad	
   del	
  
DNA	
  obtenido	
  en	
  el	
   proceso	
  de	
   extracción,	
   se	
  utiliza	
  
tanto	
  para	
  las	
  muestras	
  de	
  DNA	
  genómico	
  como	
  para	
  
las	
  muestras	
  de	
  DNA	
  plasmídico.	
  
	
   Para	
   ello,	
   utilizamos	
   el	
   aparato	
   “nanodrop	
  
1000”,	
  obtenido	
  de	
  Thermo,	
  y	
  el	
  software	
  incluido	
  con	
  
él,	
  que	
  permite,	
  mediante	
  espectrofotometría	
  y	
  el	
  uso	
  
de	
   tan	
   sólo	
   1	
   µl	
   de	
   muestra,	
   la	
   cuantificación	
   y	
   la	
  
medida	
  de	
  calidad	
  del	
  DNA.	
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   Brevemente,	
   se	
   coloca	
   1	
  µl	
   de	
   agua	
   destilada	
  
(en	
   el	
   pedestal	
   inferior)	
  para	
   limpiar	
   el	
   instrumento	
  
se	
   limpian	
   los	
   pedestales	
   con	
   papel	
   de	
   filtro	
   y	
   se	
  
coloca	
   1	
   µl	
   de	
   agua	
   o	
   del	
   buffer	
   empleado	
   para	
   la	
  
elución	
  del	
  DNA,	
  según	
  corresponda,	
  para	
  realizar	
  el	
  
blanco.	
   Posteriormente	
   se	
   limpian	
   de	
   nuevo	
   los	
  
pedestales	
   y	
   se	
   coloca	
   1	
   µl	
   de	
   la	
   muestra	
   para	
   su	
  
medida;	
   los	
   pedestales	
   deben	
   limpiarse	
   entre	
  
muestra	
   y	
   muestra.	
   Al	
   terminar	
   las	
   muestras	
   se	
  
realiza	
   una	
   última	
   medición	
   con	
   agua	
   destilada	
   de	
  
nuevo,	
  para	
  prolongar	
  la	
  vida	
  útil	
  del	
  aparato.	
  
	
   La	
  concentración	
  de	
  ácido	
  nucleicos	
  se	
  realiza	
  
mediante	
   la	
   medición	
   de	
   la	
   absorbancia	
   de	
   luz	
  
ultravioleta	
  a	
  260	
  nm	
  de	
  longitud	
  de	
  onda,	
  dándonos	
  
una	
   densidad	
   óptica	
   (OD)	
   que	
   se	
   traduce	
   en	
  mg/ml.	
  
Además	
   de	
   la	
   concentración	
   de	
   DNA	
   contenida,	
   el	
  
Nanodrop	
   nos	
   proporciona	
   una	
   estimación	
   de	
   la	
  
pureza	
  del	
  DNA	
  comparando	
  la	
  absorbancia	
  a	
  260	
  nm	
  
frente	
   a	
   la	
   absorbancia	
   a	
  280	
  nm	
  o	
   la	
   absorbancia	
   a	
  
230	
  nm,	
  mediante	
  los	
  valores	
  numéricos	
  de	
  los	
  ratios	
  
260/280	
  y	
  260/230;	
  cuando	
  se	
  realiza	
  una	
  medición	
  
de	
  DNA,	
   el	
   primero	
  debe	
   situarse	
   cercano	
   al	
   1.8,	
   los	
  
valores	
   inferiores	
   indican	
   contaminaciones	
   con	
  
alguna	
   solución,	
   y	
   los	
   valores	
   superiores	
   indican	
  
posible	
  contaminación	
  con	
  RNA.	
  
	
  
	
   A	
  pesar	
  de	
  todo,	
  y	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  DNA	
  que	
  va	
  a	
  
ser	
   utilizado	
   para	
   la	
   transfección,	
   es	
   conveniente	
  
comprobar	
  también	
  el	
  grado	
  de	
  superenrrollamiento	
  
de	
   los	
   plásmidos,	
   esto	
   se	
   utiliza	
   como	
   medida	
  
adicional	
  de	
  la	
  calidad	
  del	
  DNA,	
  ya	
  que	
  los	
  plásmidos	
  
en	
  estado	
  superenrollado	
  entran	
  en	
  las	
  células	
  en	
  una	
  
proporción	
  mucho	
  más	
  alta	
  que	
   los	
  que	
  han	
  perdido	
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superenrollamiento,	
   brevemente	
   el	
   proceso	
   consiste	
  
en:	
  
-­‐	
   Se	
   elige	
   la	
   enzima	
   de	
   restricción	
   a	
   utilizar;	
   dicha	
  
enzima	
  debe	
  cortar	
   idealmente	
  una	
  vez	
  en	
  el	
  vector,	
  
aunque	
   puede	
   cortar	
   más	
   de	
   una	
   vez;	
   típicamente,	
  
para	
  vectores	
  basados	
  en	
  pCEP4	
  se	
  utiliza	
   la	
  enzima	
  
Bgl	
   II,	
   que	
   corta	
   2	
   veces	
   en	
   el	
   esqueleto	
   de	
   dicho	
  
vector,	
   liberando	
  una	
  banda	
  de	
  9.5	
  kb	
  y	
  otra	
  de	
  600	
  
pb	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  vectores	
  vacíos.	
  
-­‐	
   Se	
   coloca	
   aproximadamente	
   1	
   µg	
   del	
   plásmido	
   a	
  
comprobar	
   (típicamente	
   2-­‐3	
   µl	
   dependiendo	
   de	
   la	
  
cantidad	
  obtenida	
  en	
  la	
  midiprep)	
  con	
  1ml	
  del	
  buffer	
  
10X	
   correspondiente	
   de	
   la	
   enzima	
   de	
   restricción	
  
(buffer	
  3	
  de	
  New	
  England	
  Biolabs	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  Bgl	
  II)	
  
y	
  0.1	
  µl	
  de	
  BSA	
  (Bovine	
  	
  Serum	
  Albumin)	
  si	
   la	
  enzima	
  
lo	
  requiere,	
  y	
  se	
  lleva,	
  generalmente,	
  a	
  9.7	
  µl	
  con	
  agua	
  
destilada.	
  
-­‐	
   Se	
   añade	
   la	
   cantidad	
   apropiada	
   de	
   enzima	
   de	
  
restricción,	
   generalmente	
  0.3	
  µl,	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
  37	
   oC	
  
durante	
  1	
  hora	
  en	
  un	
   termobloque,	
  sin	
  necesidad	
  de	
  
agitación.	
   El	
   tiempo	
   de	
   incubación	
   puede	
   variar	
   de	
  
unas	
  enzimas	
  a	
  otras.	
  
-­‐	
  Se	
  comprueba	
   la	
  movilidad	
  electroforética	
  del	
  DNA	
  
fragmentado	
  frente	
  a	
  DNA	
  sin	
  fragmentar;	
  el	
  DNA	
  sin	
  
digerir	
  debe	
  presentar	
  una	
  movilidad	
  electroforética	
  
mucho	
  mayor	
  que	
  el	
  DNA	
  digerido,	
   indicando	
  que	
  se	
  
encuentra	
  en	
  estado	
  superenrollado.	
  
Una	
   vez	
   comprobada	
   la	
   calidad	
   del	
   DNA	
   obtenido	
  
mediante	
   “midiprep”,	
   éste	
   se	
   puede	
   utilizar	
   para	
  
transfectar	
  las	
  células.	
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4.7.-­‐	
  Transfección	
  de	
  vectores.	
   	
   	
   	
  

Una	
  vez	
  se	
  ha	
  comprobado	
  la	
  calidad	
  de	
  los	
  
plásmidos,	
  éstos	
  se	
  pueden	
  emplear	
  para	
  realizar	
  la	
  
transfección.	
  

	
   Todos	
   los	
   pasos	
   para	
   la	
   preparación	
   de	
   la	
  
mezcla	
  de	
  transfección	
  y	
  la	
  transfección	
  de	
  las	
  células	
  
se	
   realizaron	
   en	
   cabina	
   de	
   bioseguridad	
   tipo	
   II.	
  
Típicamente	
   los	
   experimentos	
   se	
   llevan	
   a	
   cabo	
   en	
  
triplicados	
   utilizando	
   placas	
   de	
   6	
   pocillos,	
   con	
   un	
  
volumen	
  final	
  de	
  100µl	
  de	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  por	
  
pocillo,	
  brevemente	
  el	
  proceso	
  consiste	
  en:	
  
	
   	
  	
  
Preparación	
  de	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección.	
  
-­‐	
  En	
  un	
  tubo	
  de	
  1.5	
  ml	
  estéril	
  se	
  añade	
  1	
  µg	
  del	
  DNA	
  
por	
   pocillo	
   a	
   transfectar,	
   hasta	
   un	
  máximo	
  de	
  10	
  µg	
  
por	
  tubo,	
  y	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  añadir	
  1	
  µg	
  de	
  exceso	
  
para	
   evitar	
   problemas	
   derivados	
   de	
   errores	
   de	
  
pipeteo.	
  	
  
-­‐	
  En	
  un	
  tubo	
  distinto	
  de	
  1.5	
  ml	
  estéril,	
  se	
  añaden	
  97	
  µl	
  
de	
   Optimem	
   y	
   3	
   µl	
   del	
   reactivo	
   de	
   transfección	
  
correspondiente	
   (FuGENE	
  6	
  o	
  X-­‐tremeGENE	
  9	
  según	
  
la	
   línea	
   celular)	
   por	
   cada	
   µg	
   de	
   DNA	
   a	
   transfectar,	
  
hasta	
   un	
  máximo	
   de	
   10	
  µg	
   por	
   tubo	
   (y	
   teniendo	
   en	
  
cuenta	
   el	
   exceso).	
   Primero	
   se	
   añade	
   el	
   Optimem	
   y	
  
luego	
  se	
  añade	
  el	
  reactivo	
  de	
  transfección	
  en	
  el	
  centro	
  
del	
  Optimem,	
  con	
  cuidado	
  de	
  no	
  tocar	
  las	
  paredes	
  del	
  
tubo;	
  inmediatamente	
  después	
  se	
  agita	
  con	
  el	
  dedo	
  2-­‐
3	
  veces	
  el	
  tubo	
  para	
  mezclar	
  el	
  contenido,	
  y	
  se	
  incuba	
  
a	
  temperatura	
  ambiente	
  durante	
  5	
  minutos.	
  
-­‐	
  Se	
  transfiere	
  la	
  mezcla	
  de	
  reactivo	
  de	
  transfección	
  y	
  
Optimem	
  al	
  tubo	
  que	
  contiene	
  el	
  DNA,	
  evitando	
  tocar	
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las	
  paredes	
  del	
  tubo,	
  se	
  agita	
  con	
  el	
  dedo	
  2-­‐3	
  veces	
  el	
  
tubo	
   para	
   mezclar	
   el	
   contenido,	
   y	
   se	
   incuba	
   esta	
  
mezcla	
   durante	
   15-­‐20	
   minutos	
   a	
   temperatura	
  
ambiente.	
  
	
  
Transfección.	
  
-­‐	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  transfección	
  de	
  DNA	
  no	
  es	
  necesario	
  
quitar	
   el	
   medio	
   previamente;	
   se	
   transfieren	
   gota	
   a	
  
gota	
  100	
  µl	
  de	
   la	
  mezcla	
  de	
   transfección	
  por	
  pocillo,	
  
intentando	
  distribuir	
  de	
  manera	
  homogénea.	
  
-­‐	
   Al	
   devolver	
   la	
   placa	
   al	
   incubador	
   se	
   agita	
   con	
  
delicadeza	
   2-­‐3	
   veces	
   adelante-­‐atrás	
   y	
   2-­‐3	
   veces	
   a	
  
izquierda-­‐derecha,	
   para	
   asegurar	
   que	
   la	
   distribución	
  
de	
  la	
  mezcla	
  es	
  homogénea.	
  
-­‐	
  Se	
  incuban	
  las	
  células	
  con	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  
durante	
  al	
  menos	
  6	
  horas,	
  pudiendo	
  transcurrir	
  hasta	
  
24	
   horas,	
   tras	
   lo	
   cual	
   se	
   reemplaza	
   el	
   medio	
   por	
  
medio	
  fresco	
  para	
  eliminar	
  los	
  restos	
  de	
  la	
  mezcla	
  de	
  
transfección.	
  
	
  
4.8.-­‐	
  Preparación	
  y	
  transfección	
  de	
  RNAs	
  de	
  
interferencia.	
  

	
   Todos	
   los	
   pasos	
   necesarios	
   para	
   la	
  
preparación	
   y	
   la	
   transfección	
   de	
   los	
   siRNAs	
   se	
  
realizaron	
  en	
  cabina	
  de	
  bioseguridad	
  tipo	
  II.	
  
	
   Para	
   la	
  resuspensión	
  de	
   los	
  siRNAs	
  se	
  empleó	
  
el	
   buffer	
   específico	
   de	
   siRNAs	
   de	
   Dharmacon	
  
(Thermo),	
  número	
  de	
  referencia	
  NC9920186,	
  diluido	
  
1/5	
   con	
   agua	
   destilada	
   libre	
   de	
   DNasas	
   y	
   RNasas,	
  
obtenida	
  de	
  Gibco,	
  número	
  de	
  referencia	
  10977-­‐023.	
  
	
   Las	
  soluciones	
  stock	
  de	
  siRNAs	
  se	
  realizaron	
  a	
  
25µM	
  y	
  se	
  conservaron	
  a	
  -­‐20	
  oC	
  para	
  su	
  uso	
  (ver	
  más	
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abajo)	
   o	
   a	
   -­‐80	
   oC	
   para	
   su	
   almacenamiento	
   a	
   largo	
  
plazo.	
  
	
   Para	
  obtener	
  una	
  disminución	
  de	
  al	
  menos	
  un	
  
90%	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  diana,	
  
la	
  transfección	
  de	
  los	
  RNAs	
  de	
  interferencia	
  (siRNAs)	
  
se	
  debe	
  realizar	
  utilizando	
  una	
  concentración	
  final	
  de	
  
20-­‐100	
  nM	
  del	
  siRNA.	
  
	
   Para	
  nuestros	
  experimentos,	
  y	
  tras	
  un	
  proceso	
  
de	
   optimización	
   seleccionamos	
   40	
   nM	
   como	
  
concentración	
   final	
   de	
   siRNA	
   para	
   disminuir	
  
eficientemente	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  diana.	
  
	
   En	
   el	
   caso	
   de	
   la	
   transfección	
   de	
   siRNAs	
   en	
  
placas	
  de	
  6	
  pocillos	
  se	
  utiliza	
  un	
  volumen	
  final	
  de	
  1	
  ml	
  
de	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  por	
  pocillo;	
  la	
  transfección	
  
se	
  realiza	
  en	
  duplicado	
  (dos	
  pocillos	
  por	
  cada	
  siRNA).	
  
	
  
Preparación	
  de	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección.	
  
	
   Se	
  realiza	
  una	
  solución	
  de	
  uso	
  de	
  siRNA	
  a	
  una	
  
concentración	
   de	
   5µM	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   solución	
   stock	
  
25µM;	
  se	
  diluye	
  una	
  cantidad	
  de	
  ésta	
  1/5	
  en	
  buffer	
  de	
  
siRNA	
   1X.	
   Dicha	
   solución	
   se	
   prepara	
   en	
   fresco	
   cada	
  
vez	
   que	
   se	
   vaya	
   a	
   realizar	
   una	
   transfección.	
   Cada	
  
alicuota	
  de	
  la	
  solución	
  stock	
  no	
  debe	
  ser	
  descongelada	
  
más	
   de	
   3	
   veces,	
   para	
   evitar	
   la	
   pérdida	
   de	
   calidad	
   o	
  
degradación	
   del	
   siRNA	
   debido	
   a	
   los	
   procesos	
   de	
  
congelación/descongelación.	
  	
  
	
   A	
   continuación	
   se	
   describe	
   el	
   proceso,	
  
indicando	
   las	
   cantidades	
   utilizadas	
   por	
   pocillo,	
   el	
  
Optimem	
   puede	
   ser	
   sustituido	
   por	
  medio	
   de	
   cultivo	
  
sin	
  P/S	
  (Penicilina/Estreptomicina)	
  ni	
  suero	
  (FBS).	
  
-­‐	
  En	
  un	
  tubo	
  de	
  1.5	
  ml	
  se	
  colocan	
  8	
  µl	
  de	
  siRNA	
  de	
  la	
  
solución	
   de	
   uso	
   (5	
  µM)	
   por	
   pocillo	
   a	
   transfectar,	
   se	
  



	
   130	
  

añaden	
  92	
  µl	
   de	
  Optimem,	
   y	
   se	
   pipetea	
   2-­‐3	
   veces	
   el	
  
contenido	
  evitando	
  la	
  formación	
  de	
  burbujas.	
  
-­‐	
   Paralelamente,	
   en	
   un	
   tubo	
   aparte,	
   se	
   añaden	
  97	
  µl	
  
de	
   Optimem,	
   y	
   se	
   colocan	
   3	
   µl	
   de	
   reactivo	
   de	
  
transfección	
   DharmaFECT	
   4	
   en	
   el	
   centro	
   del	
  
Optimem,	
   con	
   cuidado	
   de	
   no	
   tocar	
   las	
   paredes	
   del	
  
tubo.	
  Inmediatamente	
  después	
  se	
  repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  
el	
  contenido,	
  evitando	
  la	
  formación	
  de	
  burbujas,	
  y	
  se	
  
incuba	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  durante	
  5	
  minutos.	
  
-­‐	
  Se	
  transfiere	
  la	
  mezcla	
  de	
  DharmaFECT4	
  al	
  tubo	
  que	
  
contiene	
   el	
   siRNA,	
   evitando	
   tocar	
   las	
   paredes	
   del	
  
tubo,	
   se	
   repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  y	
   se	
   incuba	
  esta	
  mezcla	
  
durante	
  15-­‐20	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  
-­‐	
  Se	
  retira	
  el	
  medio	
  del	
  pocillo	
  que	
  contiene	
  las	
  células	
  
mediante	
  aspiración,	
  con	
  delicadeza	
  y	
  evitando	
  a	
  toda	
  
costa	
   que	
   el	
   pocillo	
   se	
   quede	
   completamente	
   seco;	
  
inmediatamente	
  después,	
  se	
  añaden	
  800	
  µl	
  de	
  medio	
  
de	
   cultivo	
   al	
   tubo	
   que	
   contiene	
   la	
   mezcla	
   de	
  
transfección,	
  se	
  repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  y	
  se	
   transfiere	
  1	
  
ml	
  resultante	
  con	
  delicadeza	
  directamente	
  al	
  pocillo.	
  
El	
  medio	
  de	
  cultivo	
  debe	
  ser	
  el	
  mismo	
  utilizado	
  para	
  
el	
   crecimiento	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   a	
   transfectar,	
   pero	
  
no	
   debe	
   contener	
   P/S,	
   ya	
   que	
   estos	
   antibióticos	
  
afectan	
   seriamente	
   a	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   durante	
   la	
  
transfección.	
  
-­‐	
  Se	
  incuban	
  las	
  células	
  con	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  
durante	
  al	
  menos	
  6	
  horas,	
  pudiendo	
  transcurrir	
  hasta	
  
24	
  horas	
  si	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  lo	
  permite,	
  tras	
  lo	
  cual	
  
se	
   reemplaza	
   el	
   medio	
   por	
   medio	
   fresco,	
   que	
   ya	
   sí	
  
puede	
  contener	
  P/S.	
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4.9.-­‐	
  Cotransfección	
  de	
  vectores	
  y	
  RNAs	
  de	
  
interferencia.	
  

	
   Todos	
   los	
   pasos	
   necesarios	
   se	
   realizaron	
   en	
  
cabina	
   de	
   bioseguridad	
   tipo	
   II.	
   La	
   cotransfección	
   de	
  
siRNAs	
  y	
  DNAs	
  se	
  realiza	
  de	
  una	
  manera	
  casi	
  idéntica	
  
a	
   la	
   transfección	
   de	
   los	
   siRNAs	
   en	
   solitario,	
   con	
   la	
  
excepción	
   del	
   reactivo	
   de	
   transfección	
   utilizado	
   y	
   la	
  
adición	
  del	
  DNA	
  en	
  el	
  proceso.	
  La	
  concentración	
  final	
  
de	
  siRNA	
  para	
  disminuir	
  eficientemente	
   la	
  expresión	
  
de	
  la	
  proteína	
  diana	
  se	
  mantiene	
  a	
  40	
  nM.	
  
	
   En	
   el	
   caso	
   de	
   la	
   co-­‐transfección	
   de	
   siRNAs	
   y	
  
DNAs	
   en	
   placas	
   de	
   6	
   pocillos	
   se	
   utiliza	
   un	
   volumen	
  
final	
  de	
  1	
  ml	
  de	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  por	
  pocillo,	
  y	
  
la	
  co-­‐transfección	
  se	
  realiza	
  por	
  duplicado.	
  	
  
	
  
Preparación	
  de	
  la	
  mezcla	
  de	
  co-­‐transfección.	
  
	
   -­‐	
  Se	
  realiza	
   la	
  solución	
  de	
  uso	
  de	
  siRNA	
  a	
  una	
  
concentración	
  de	
  5	
  µM	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  solución	
  stock	
  25	
  
µM,	
   preparada	
   en	
   fresco	
   cada	
   vez	
   que	
   se	
   vaya	
   a	
  
realizar	
   una	
   transfección	
   o	
   co-­‐transfección.	
   Cada	
  
alicuota	
  de	
  la	
  solución	
  stock	
  no	
  debe	
  ser	
  descongelada	
  
más	
   de	
   3	
   veces,	
   para	
   evitar	
   la	
   pérdida	
   de	
   calidad	
   o	
  
degradación	
   del	
   siRNA	
   debido	
   a	
   los	
   procesos	
   de	
  
congelación/descongelación.	
  	
  
-­‐	
   Se	
   prepara	
   una	
   solución	
   de	
   uso	
   de	
   DNA	
   para	
   la	
  
transfección	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   evitar	
   errores	
   debidos	
   al	
  
pipeteo	
   de	
   pequeñas	
   cantidades;	
   brevemente,	
   se	
  
diluye	
  el	
  DNA	
  en	
  una	
  cantidad	
  adecuada	
  de	
  Optimem,	
  
generalmente	
   entre	
   1/5-­‐1/10,	
   para	
   obtener	
   una	
  
concentración	
  de	
  DNA	
  en	
  torno	
  a	
  100	
  ng/µl.	
  Al	
   igual	
  
que	
   la	
   solución	
   de	
   uso	
   de	
   siRNA,	
   esta	
   solución	
   debe	
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prepararse	
  en	
   fresco	
  cada	
  vez	
  que	
  se	
  vaya	
  a	
  realizar	
  
la	
  cotransfección.	
  
-­‐	
  En	
  un	
  tubo	
  de	
  1.5	
  ml	
  se	
  colocan	
  8	
  µl	
  de	
  siRNA	
  de	
  la	
  
solución	
   de	
   uso	
   (5µM)	
   por	
   pocillo	
   a	
   transfectar,	
   se	
  
añaden	
   los	
  ml	
   de	
   Optimem	
   necesarios	
   para	
   llegar	
   a	
  
100	
  µl	
  de	
  volumen	
  final	
  (habitualmente	
  en	
  torno	
  a	
  82	
  
µl),	
  y	
  por	
  último	
  se	
  añade	
  1	
  µg	
  del	
  DNA	
  a	
  transfectar	
  
(aproximadamente	
   10	
   µl	
   de	
   la	
   solución	
   de	
   DNA	
  
diluido),	
  la	
  mezcla	
  se	
  repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  evitando	
  la	
  
formación	
  de	
  burbujas.	
  	
  
-­‐	
   Paralelamente,	
   en	
   un	
   tubo	
   aparte,	
   se	
   añaden	
  97	
  µl	
  
de	
   Optimem,	
   y	
   se	
   colocan	
   3	
   µl	
   de	
   reactivo	
   de	
  
transfección	
   DharmaFECT	
   DUO	
   en	
   el	
   centro	
   del	
  
Optimem,	
   con	
   cuidado	
   de	
   no	
   tocar	
   las	
   paredes	
   del	
  
tubo,	
  inmediatamente	
  después	
  se	
  repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  
el	
   contenido,	
   evitando	
   la	
   formación	
   de	
   burbujas	
   a	
  
toda	
   costa,	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
  
durante	
  5	
  minutos.	
  
-­‐	
  Se	
  transfiere	
  la	
  mezcla	
  de	
  DharmaFECT	
  DUO	
  al	
  tubo	
  
que	
  contiene	
   lamezcla	
  de	
  siRNA-­‐DNA,	
  evitando	
  tocar	
  
las	
   paredes	
   del	
   tubo,	
   se	
   repipetea	
   2-­‐3	
   veces	
   y	
   se	
  
incuba	
   esta	
   mezcla	
   durante	
   15-­‐20	
   minutos	
   a	
  
temperatura	
  ambiente.	
  
	
  
Co-­‐transfección.	
  
-­‐	
  Se	
  retira	
  el	
  medio	
  del	
  pocillo	
  que	
  contiene	
  las	
  células	
  
mediante	
  aspiración,	
  con	
  delicadeza	
  y	
  evitando	
  a	
  toda	
  
costa	
   que	
   el	
   pocillo	
   se	
   quede	
   completamente	
   seco;	
  
inmediatamente	
  después,	
  se	
  añaden	
  800	
  µl	
  de	
  medio	
  
de	
   cultivo	
   al	
   tubo	
   que	
   contiene	
   la	
   mezcla	
   de	
  
transfección,	
  se	
  repipetea	
  2-­‐3	
  veces	
  y	
  se	
  transfiere	
  el	
  
ml	
  resultante	
  con	
  delicadeza	
  directamente	
  al	
  pocillo.	
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El	
  medio	
  de	
  cultivo	
  debe	
  ser	
  el	
  mismo	
  utilizado	
  para	
  
el	
   crecimiento	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   a	
   transfectar,	
   pero	
  
no	
   debe	
   contener	
   P/S,	
   ya	
   que	
   estos	
   antibióticos	
  
afectan	
   seriamente	
   a	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   durante	
   la	
  
transfección.	
  	
  
-­‐	
  Se	
  incuban	
  las	
  células	
  con	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  
durante	
  al	
  menos	
  6	
  horas,	
  pudiendo	
  transcurrir	
  hasta	
  
24	
  horas	
  si	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  lo	
  permite,	
  tras	
  lo	
  cual	
  
se	
   reemplaza	
   el	
   medio	
   por	
   medio	
   fresco,	
   que	
   ya	
   sí	
  
puede	
  contener	
  P/S.	
  	
  
	
  
4.10.-­‐	
  Ensayos	
  en	
  líneas	
  celulares.	
  
	
  
4.10.1.-­‐	
  Ensayo	
  de	
  resistencia	
  a	
  mitomicina	
  C.	
  

Se	
   siembra	
   en	
   duplicados	
   o	
   triplicados	
   una	
  
cantidad	
   adecuada	
   de	
   células:	
   1x104	
   células	
   por	
  
pocillo	
  para	
  líneas	
  de	
  fibroblastos	
  humanas	
  en	
  placas	
  
de	
  6	
  pocillos	
  o	
  5x103	
  células	
  por	
  pocillo	
  en	
  placas	
  de	
  
12	
  pocillos;	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  líneas	
  celulares	
  de	
  hámster,	
  
se	
  siembran	
  5x103	
  células	
  por	
  pocillo	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  
pocillos.	
  	
  

El	
   día	
   posterior	
   a	
   la	
   siembra	
   se	
   cambia	
   el	
  
medio	
   por	
  medio	
   con	
   diferentes	
   concentraciones	
   de	
  
MMC	
   (0	
   nM,	
   50	
  nM	
  o	
   100	
  nM).	
  Dos	
   días	
   después	
   se	
  
vuelve	
   a	
   cambiar	
   el	
   medio	
   y	
   a	
   las	
   72	
   horas	
   de	
  
empezar	
   el	
   tratamiento	
   con	
  MMC	
   se	
   fijan	
   las	
   células	
  
(figura	
  24).	
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Fijación.	
  
	
   Para	
  fijar	
   las	
  células	
  para	
  su	
  posterior	
  tinción,	
  
se	
   aspira	
   el	
  medio	
   de	
   cultivo	
   de	
   la	
   placa	
   y	
   se	
   añade	
  
una	
   cantidad	
  adecuada	
  de	
   solución	
   fijadora	
  de	
  ácido	
  
acético	
   y	
   metanol	
   (composición	
   en	
   materiales),	
  
típicamente	
   500	
   µl	
   por	
   pocillo	
   en	
   placas	
   de	
   12	
  
pocillos	
  o	
  1	
  ml	
  por	
  pocillo	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos,	
  y	
  se	
  
incuba	
   durante	
   10	
  minutos	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
  
con	
  agitación.	
  
	
   Posteriormente	
   se	
   aspira	
   la	
   solución	
   de	
  
fijación,	
  se	
  realizan	
  dos	
   lavados	
  con	
  agua	
  destilada	
  y	
  
se	
  procede	
  directamente	
  a	
  la	
  tinción	
  de	
  las	
  colonias.	
  
	
  
Revelado	
   por	
   tinción	
   con	
   solución	
   de	
   cristal	
  
violeta.	
  
	
   Se	
  desecha	
  el	
  agua	
  destilada	
  de	
  los	
  pocillos	
  y	
  se	
  
añade	
  una	
   cantidad	
   apropiada	
  de	
   solución	
  de	
   cristal	
  
violeta,	
   aproximadamente	
   500	
   µl	
   por	
   pocillo	
   en	
  
placas	
  de	
  12	
  pocillos	
  o	
  1ml	
  por	
  pocillo	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  
pocillos,	
  y	
  se	
  incuba	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  durante	
  
10	
   minutos,	
   permitiendo	
   la	
   tinción	
   de	
   las	
   colonias	
  
resultantes	
  del	
  experimento	
  (revelado).	
  
	
  
Cuantificación	
  con	
  solución	
  de	
  disolución.	
  
	
   Tras	
   la	
   tinción	
   de	
   las	
   colonias,	
   se	
   retira	
   la	
  
solución	
  de	
  cristal	
  violeta	
  y	
  se	
  realizan	
  dos	
  lavados	
  de	
  
las	
   placas	
   con	
   agua	
   destilada	
   y	
   se	
   dejan	
   secar	
   las	
  
placas	
   hasta	
   el	
   día	
   siguiente;	
   posteriormente,	
   se	
  
añade	
   una	
   cantidad	
   apropiada	
   de	
   solución	
   de	
  
disolución,	
   concretamente	
   250	
   µl	
   por	
   pocillo	
   en	
  
placas	
  de	
  12	
  pocillos	
  o	
  500	
  µl	
  por	
  pocillo	
  en	
  placas	
  de	
  
6	
   pocillos,	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   con	
  
agitación	
   durante	
   2	
   horas;	
   posteriormente,	
   se	
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transfieren	
   100	
   µl	
   (placas	
   de	
   12	
   pocillos)	
   o	
   200	
   µl	
  
(placas	
  de	
  6	
  pocillos)	
  de	
  cada	
  pocillo	
  a	
  un	
  pocillo	
  de	
  
una	
  placa	
  de	
  96	
  pocillos	
  y	
  se	
  mide	
  la	
  densidad	
  óptica	
  
mediante	
  un	
   lector	
  de	
  placas,	
   con	
  el	
  ajuste	
  OD595,	
  en	
  
nuestro	
  caso	
  se	
  empleó	
  el	
  GloMax-­‐Multi	
  de	
  Promega.	
  
Se	
   establece	
   como	
   100%	
   el	
   valor	
   obtenido	
   en	
   las	
  
células	
   sin	
   tratar	
   y	
   se	
   calcula	
   el	
   porcentaje	
   de	
  
resistencia	
  a	
  MMC	
  en	
  comparación	
  con	
  este	
  valor.	
  
	
  

	
  
Figura	
   24.	
   Esquema	
   del	
   ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
  
MMC	
   a	
   72	
   horas	
   en	
   células	
   en	
   cultivo.	
   Los	
   círculos	
  
indican	
  las	
  acciones	
  a	
  realizar	
  cada	
  día.	
  
	
  
4.10.2.-­‐	
  Ensayo	
  de	
  retrotransposición.	
  
	
   Todos	
   los	
   ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   se	
  
realizaron	
   de	
   forma	
   transiente	
   (Wei	
   et	
   al,	
   2000)	
  
analizando	
  la	
  retrotransposición	
  en	
  células	
  mediante	
  
la	
   expresión	
   de	
   un	
   gen	
   reportero	
   (figura	
   25).	
  
Brevemente,	
  se	
   	
  clona	
  aguas	
  abajo	
  del	
  retroelemento	
  
un	
   casete	
   que	
   contiene	
   un	
   gen	
   reportero,	
   que	
   se	
  
encuentra	
   antisentido	
   con	
   respecto	
   a	
   la	
   dirección	
  
transcripcional	
   del	
   elemento	
   LINE-­‐1;	
   este	
   gen	
  
contiene	
   su	
   propio	
   promotor	
   y	
   señal	
   de	
  
poliadenilación,	
  pero	
  está	
  interrumpido	
  por	
  un	
  intrón	
  
en	
   la	
   misma	
   dirección	
   transcripcional	
   que	
   el	
  

Ninguna'acción'
Cambio'de'medio'+/2'MMC''
Medición'de'resistencia'a'MMC'

Días'''''0 '''''''1''''2'''''3' 4''''

Siembra'
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retroelemento,	
   de	
   manera	
   que	
   la	
   expresión	
   sólo	
  
puede	
  producirse	
  tras:	
  
-­‐La	
  eliminación	
  del	
  intrón	
  que	
  interrumpe	
  el	
  gen	
  por	
  
splicing	
   del	
   RNA	
   transcrito	
   aguas	
   abajo	
   del	
  
retroelemento	
  y,	
  
-­‐Su	
   posterior	
   integración	
   	
   en	
   el	
   genoma	
   mediante	
  
retrotransposición.	
  
	
  

	
  
	
  
Figura	
   25.	
   Esquema	
   del	
   funcionamiento	
   del	
  
ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
   en	
  
cultivo.	
   El	
   gen	
   reportero	
   sólo	
   puede	
   expresarse	
   desde	
   una	
  
localización	
   genómica	
   tras	
   un	
   auténtico	
   evento	
   de	
  
retrotransposición.	
  
	
  
	
   Para	
   llevar	
   a	
   cabo	
   los	
   ensayos	
   de	
  
retrotransposición,	
   se	
   siembra	
   un	
   número	
   adecuado	
  
de	
   células	
   por	
   pocillo,	
   en	
   función	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
  
estudiada;	
   típicamente	
   1x104	
   células	
   por	
   pocillo	
   en	
  
placas	
  de	
  6	
  pocillos;	
  posteriormente,	
  16-­‐18	
  horas	
  tras	
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la	
   siembra,	
   se	
   realiza	
   la	
   transfección	
   con	
   el	
   reactivo	
  
de	
   transfección	
  adecuado;	
   al	
  día	
   siguiente	
   se	
   cambia	
  
el	
  medio	
  para	
  retirar	
  los	
  restos	
  de	
  la	
  transfección.	
  	
  
	
   De	
   3	
   a	
   5	
   días	
   después	
   de	
   la	
   transfección	
   se	
  
realiza	
   la	
   selección	
   con	
   el	
   antibiótico	
  
correspondiente,	
  manteniéndose	
  12	
  días	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  
la	
  neomicina	
  (G418)	
  o	
  durante	
  8	
  días	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  
blasticidina.	
  Transcurrido	
  ese	
  tiempo	
  una	
  célula	
  en	
  la	
  
que	
  se	
  ha	
  producido	
  un	
  evento	
  de	
  retrotransposición	
  
ha	
  formado	
  colonias	
  que	
  se	
  puede	
  fijar	
  y	
  teñir	
  (figura	
  
26).	
  
	
   Posteriormente	
   se	
   cuentan	
   las	
   colonias	
  
resultantes	
  y	
  se	
  normaliza	
  el	
  resultado	
  en	
  función	
  de	
  
la	
   eficiencia	
   de	
   transfección	
   obtenida	
   para	
   el	
  
plásmido	
  correspondiente,	
  descrito	
  a	
  continuación.	
  

	
  
	
  
Figura	
   26.	
   Visualización	
   o	
   revelado	
   de	
   un	
  
experimento	
   típico	
   de	
   retrotransposición	
   con	
  
casete	
  de	
   resistencia	
   a	
   antibiótico.	
  En	
  la	
  fila	
  superior	
  
se	
  indica	
  el	
  elemento	
  utilizado,	
  a	
  la	
  izquierda	
  la	
  línea	
  celular	
  en	
  
la	
   que	
   se	
   realiza	
   el	
   experimento;	
   de	
   izquierda	
   a	
   derecha,	
   se	
  
representan	
  los	
  elementos	
  salvaje	
  (WT),	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  
endonucleasa	
   (D205A	
   y	
   H230A),	
   y	
   el	
   mutante	
   en	
   el	
   dominio	
  
reversotranscriptasa	
   (D702A).	
   Cada	
   colonia	
   representa	
   un	
  
nuevo	
  evento	
  de	
  retrotransposición,	
  en	
  circunstancias	
  normales	
  
la	
  movilidad	
  se	
  produce	
  al	
  utilizar	
  el	
  elemento	
  salvaje,	
  mientras	
  
que	
   en	
   los	
   mutantes	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   se	
   detecta	
   poca	
   o	
  
ninguna	
   actividad,	
   y	
   ninguna	
   actividad	
   en	
   los	
   mutantes	
   del	
  
dominio	
  reversotranscriptasa.	
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Eficiencia	
  de	
  transfección.	
  
	
   En	
  los	
  casos	
  en	
  los	
  que	
  se	
  requiere	
  comparar	
  la	
  
actividad	
  de	
  los	
  diferentes	
  mutantes	
  de	
  LINE-­‐1	
  entre	
  
sí,	
   es	
   necesario	
   normalizar	
   el	
   número	
   de	
   colonias	
  
obtenidas	
  en	
   función	
  de	
   la	
   eficiencia	
  de	
   transfección	
  
del	
   plásmido	
   utilizado;	
   para	
   ello,	
   y	
   a	
   pesar	
   de	
   que	
  
normalmente	
   la	
   eficiencia	
   con	
   la	
   que	
   los	
   diferentes	
  
plásmidos	
   utilizados	
   en	
   el	
   mismo	
   experimento	
   son	
  
incluidos	
   en	
   las	
   células	
   es	
  muy	
   similar,	
   es	
   necesario	
  
realizar	
  un	
  experimento	
  control	
  que	
  mida	
  la	
  eficiencia	
  
con	
   la	
   que	
   cada	
   plásmido	
   es	
   incluido	
   en	
   las	
   células	
  
transfectadas.	
  
	
   Para	
   ello,	
   se	
   realiza	
   una	
   cotransfección	
   con	
  
cantidades	
   equivalentes	
   de	
   constructo	
   de	
   expresión	
  
de	
   LINE-­‐1	
   y	
   un	
   vector	
   de	
   expresión	
   de	
   un	
   gen	
  
reportero,	
   en	
   nuestro	
   caso	
   dicho	
   gen	
   es	
   la	
   proteína	
  
verde	
   fluorescente	
   (GFP)	
   contenida	
   en	
   el	
   vector	
   de	
  
expresión	
   eucariota	
   pCEP4.	
   Cada	
   una	
   de	
   las	
   células	
  
sometidas	
   a	
   transfección	
   acepta	
   ambos	
   plásmidos	
   o	
  
ninguno,	
   de	
   manera	
   que	
   se	
   puede	
   medir	
   la	
  
proporción	
   de	
   células	
   que	
   ha	
   sido	
   realmente	
  
transfectada	
   en	
   el	
   ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   por	
  
extrapolación	
  con	
  	
  este	
  valor;	
  alternativamente,	
  como	
  
en	
   nuestros	
   experimentos,	
   se	
   puede	
   utilizar	
   la	
  
diferencia	
   en	
   la	
   eficiencia	
   de	
   transfección	
   para	
  
establecer	
   una	
   proporción	
   más	
   exacta	
   de	
   las	
  
diferencias	
   obtenidas	
   en	
   el	
   recuento	
   de	
   colonias	
  
resultantes	
  del	
  ensayo	
  de	
  retrotransposición.	
  
	
   Para	
   realizar	
   el	
   ensayo	
   de	
   eficiencia	
   de	
  
transfección	
   se	
   siembra	
   una	
   cantidad	
   adecuada	
   de	
  
células,	
   típicamente	
   1x105	
   células	
   por	
   pocillo	
   en	
  
placas	
  de	
  6	
  pocillos;	
  16-­‐18	
  horas	
  después	
  se	
  realiza	
  la	
  
cotransfección	
  con	
  los	
  plásmidos	
  de	
  expresión	
  de	
  GFP	
  
y	
  de	
  LINE-­‐1,	
  al	
  día	
  siguiente	
  se	
  cambia	
  el	
  medio	
  para	
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eliminar	
  los	
  restos	
  de	
  la	
  transfección	
  y,	
  72	
  horas	
  tras	
  
la	
  transfección,	
  se	
  realiza	
  un	
  análisis	
  de	
  expresión	
  de	
  	
  
GFP	
   mediante	
   citometría	
   de	
   flujo	
   para	
   estimar	
   la	
  
proporción	
   de	
   células	
   positivas.	
   Esto	
   nos	
   dará	
   una	
  
estimación	
   del	
   porcentaje	
   de	
   transfección.	
   Las	
  
diferencias	
   obtenidas	
   son	
   después	
   extrapoladas	
   al	
  
recuento	
   de	
   colonias	
   del	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición	
   para	
   establecer	
   un	
   porcentaje	
   de	
  
actividad	
   fidedigno	
   del	
   mutante	
   estudiado	
   con	
  
respecto	
  al	
  elemento	
  salvaje.	
  	
  
	
  
4.10.2.1.-­‐	
  Selección	
  por	
  neomicina.	
   	
  
	
   En	
   los	
   ensayos	
   en	
   los	
   que	
   los	
   vectores	
   de	
  
expresión	
  de	
  L1	
  transfectados	
  llevan	
  el	
  casete	
  del	
  gen	
  
reportero	
   de	
   resistencia	
   a	
   neomicina	
   (casete	
  mneoI,	
  
Freeman	
   et	
   al.,	
   1994),	
   	
   a	
   los	
   3	
   días	
   de	
   realizar	
   la	
  
transfección	
   (día	
   4	
   del	
   experimento),	
   se	
   empieza	
   la	
  
selección	
   con	
   la	
   cantidad	
   adecuada	
   del	
   antibiótico	
  
G418	
   (neomicina);	
   dicha	
   selección	
   se	
   realiza	
  
cambiando	
  el	
  medio	
  por	
  medio	
  fresco	
  con	
  G418	
  cada	
  
dos	
   días,	
   manteniendo	
   la	
   selección	
   durante	
   14	
   días	
  
(figura	
  27).	
  Pasado	
  ese	
  tiempo	
  se	
  procede	
  a	
  revelar	
  el	
  
ensayo	
   mediante	
   las	
   técnicas	
   de	
   fijación	
   y	
   tinción	
  
descritas	
  previamente.	
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Figura	
   27.	
   Esquema	
   del	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición	
   con	
   gen	
   reportero	
   de	
  
resistencia	
  a	
  neomicina.	
  Los	
  círculos	
  indican	
  las	
  acciones	
  
a	
  realizar	
  en	
  el	
  día	
  correspondiente.	
  
	
  
4.10.2.2.-­‐	
  Selección	
  por	
  blasticidina.	
  
	
   En	
   los	
   ensayos	
   en	
   los	
   que	
   los	
   vectores	
   de	
  
expresión	
  de	
  L1	
  transfectados	
  llevan	
  el	
  casete	
  del	
  gen	
  
reportero	
   de	
   resistencia	
   a	
   blasticidina	
   (mblastI,	
  
Goodier	
  et	
  al.,	
  2007	
  y	
  Morrish	
  et	
  al.,	
  2002),	
  se	
  cambia	
  
el	
   medio	
   por	
   medio	
   fresco	
   sin	
   antibiótico	
   el	
   día	
  
después	
   de	
   realizar	
   la	
   transfección	
   y	
   dos	
   días	
  
después,	
   esperando	
   un	
   total	
   de	
   5	
   días	
   desde	
   la	
  
transfección	
   antes	
   de	
   empezar	
   la	
   selección	
   con	
   una	
  
cantidad	
   adecuada	
   de	
   blasticidina	
   en	
   función	
   de	
   la	
  
línea	
   celular	
   estudiada;	
   para	
   la	
   selección	
   con	
   este	
  
antibiótico	
  no	
  es	
  necesario	
  realizar	
  cambios	
  de	
  medio	
  
durante	
   el	
   ensayo,	
   si	
   bien	
   se	
   puede	
   cambiar	
   por	
  
medio	
   fresco	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   que	
   las	
   células	
   sean	
  
sensibles	
   a	
   la	
   muerte	
   celular	
   de	
   otras	
   células.	
   La	
  
selección	
  por	
  blasticidina	
  se	
  mantiene	
  durante	
  8	
  días	
  
(figura	
   28),	
   tras	
   los	
   cuales	
   se	
   procede	
   a	
   la	
   fijación	
   y	
  
tinción	
  de	
  las	
  colonias	
  resultantes.	
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Figura	
   28.	
   Esquema	
   del	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición	
   con	
   gen	
   reportero	
   de	
  
resistencia	
   a	
   blasticidina.	
   Los	
   círculos	
   indican	
   las	
  
acciones	
  a	
  realizar	
  en	
  el	
  día	
  correspondiente.	
  
	
  
4.10.2.3.-­‐	
  Con	
  RNAs	
  de	
  interferencia.	
   	
  
	
   En	
   estos	
   ensayos,	
   primero	
   se	
   realizó	
   una	
  
transfección	
   del	
   siRNA	
   correspondiente	
   en	
   solitario,	
  
al	
  día	
  siguiente	
  se	
  cambió	
  el	
  medio	
  por	
  medio	
  fresco	
  y	
  
48	
   horas	
   después	
   de	
   la	
   transfección	
   del	
   siRNA	
   se	
  
resembró	
   un	
   número	
   apropiado	
   de	
   células;	
   un	
   día	
  
después,	
   se	
   realizó	
   la	
   cotransfección	
   del	
   vector	
   de	
  
expresión	
   de	
   L1	
   con	
   el	
   siRNA	
   correspondiente,	
   de	
  
nuevo	
  al	
  día	
  siguiente	
  se	
  cambio	
  el	
  medio	
  por	
  medio	
  
fresco	
  para	
   retirar	
   los	
   restos	
  de	
   la	
   transfección	
  y	
  72	
  
horas	
   después	
   de	
   la	
   co-­‐transfección	
   se	
   empezó	
   la	
  
selección	
   por	
   blastidicina.	
   En	
   paralelo	
   se	
   realizó	
   el	
  
mismo	
   experimento	
   pero	
   transfectando	
   el	
   plásmido	
  
pCDNA6,	
  vector	
  de	
  expresión	
  del	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  
blasticidina	
   sin	
   intrón,	
   para	
   poder	
   normalizar	
   el	
  
número	
   de	
   colonias	
   resultantes	
   del	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición.	
  
	
   Como	
   control	
   de	
   la	
   actividad	
   del	
   siRNA	
   se	
  
realizó	
   en	
   paralelo	
   un	
   experimento	
   control	
   de	
  
sensibilidad	
  a	
  mitomicina	
  (figura	
  29);	
  brevemente,	
  el	
  
día	
  después	
  de	
  la	
  siembra	
  de	
  las	
  células,	
  se	
  transfectó	
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el	
   siRNA	
   correspondiente,	
   al	
   día	
   siguiente	
   por	
   la	
  
mañana	
   se	
   cambia	
   el	
   medio	
   por	
   medio	
   fresco	
   para	
  
retirar	
   los	
   restos	
   de	
   la	
   transfección	
   y	
   unas	
   6	
   horas	
  
después	
   se	
   procede	
   a	
   resembrar	
   las	
   células,	
   al	
   día	
  
siguiente	
   se	
   cambia	
   el	
   medio	
   por	
   medio	
   con	
  
mitomicina	
   C,	
   48	
   horas	
   después	
   se	
   cambia	
   el	
  medio	
  
de	
   nuevo	
   por	
   medio	
   con	
   mitomicina	
   C	
   y	
   al	
   día	
  
siguiente	
   se	
   procede	
   a	
   revelar	
   el	
   ensayo,	
   de	
  manera	
  
muy	
   similar	
   al	
   ensayo	
  de	
   resistencia	
   a	
  mitomicina	
  C	
  
descrito	
  previamente	
  (Figura	
  24).	
  
	
  

	
  
Figura	
   29.	
   Esquema	
   del	
   ensayo	
   de	
   RNAs	
   de	
  
interferencia	
   y	
   retrotransposición	
   con	
   gen	
  
reportero	
   de	
   resistencia	
   a	
   blasticidina.	
   Los	
  círculos	
  
indican	
   las	
   acciones	
   a	
   realizar	
   en	
   el	
   día	
   correspondiente,	
   el	
  
ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   (fila	
   superior)	
   se	
   realiza	
   en	
  
paralelo	
   con	
   el	
   ensayo	
   control	
   de	
   resistencia	
   a	
   MMC	
   (fila	
  
inferior).	
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4.11.-­‐	
   Recuperacion	
   de	
   inserciones	
   de	
  
LINE-­‐1.	
  
	
   	
  
Ensayo	
   De	
   Retrotransposición	
   Con	
   Selección	
   por	
  
Neomicina.	
  
	
   Todos	
   los	
   ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   se	
  
realizaron	
   siguiendo	
   el	
   esquema	
   de	
   ensayo	
   descrito	
  
previamente	
  (figura	
  27),	
  utilizando	
  el	
  elemento	
  LINE-­‐
1	
  salvaje	
  o	
  mutante	
  en	
  su	
  dominio	
  endonucleasa.	
  	
  
	
   Para	
   poder	
   recuperar	
   las	
   inserciones	
   de	
   los	
  
elementos	
   LINE-­‐1,	
   hemos	
   utilizado	
   un	
   casete	
  
reportero	
   modificado	
   (Gilbert	
   et	
   al.,	
   Cell	
   2002).	
  
Brevemente,	
   el	
   casete	
   consiste	
   en	
   un	
   casete	
   mneoI	
  
modificado;	
   este	
   casete	
   contiene	
   un	
   origen	
   de	
  
replicación	
   bacteriano	
   (ColE1)	
   corriente	
   abajo	
   del	
  
casete	
  mneoI;	
  por	
  otro	
   lado,	
  el	
  gen	
  NEO	
  contiene	
  un	
  
promotor	
   procariota	
   (EM7)	
   y	
   una	
   secuencia	
   Shine-­‐
Dalgarno	
   para	
   mediar	
   su	
   traducción	
   en	
   E.	
   coli;	
   con	
  
esta	
   configuración,	
   tras	
   un	
   evento	
   de	
   movilidad,	
   el	
  
casete	
   NEO	
   puede	
   dar	
   resistencia	
   a	
   neomicina	
   y	
  
kanamicina	
  según	
  el	
  tipo	
  celular.	
  
	
   Para	
   llevar	
   a	
   cabo	
   los	
   ensayos	
   de	
  
retrotransposición	
   se	
   siembra	
  un	
  número	
   apropiado	
  
de	
  células	
  en	
  función	
  de	
  la	
  línea	
  celular	
  y	
  el	
  elemento	
  
utilizados:	
  
-­‐	
   Células	
  de	
  hámster:	
   en	
  placas	
  de	
   cultivo	
   celular	
  de	
  
100	
   mm	
   se	
   siembran	
   1x10e4	
   para	
   elementos	
   wild	
  
type	
  o	
  5x10e4	
  para	
  elementos	
  que	
  llevan	
  la	
  mutación	
  
D205A.	
  
-­‐	
  Fibroblastos	
  humanos	
   inmortalizados:	
  en	
  placas	
  de	
  
cultivo	
   celular	
   de	
   100mm	
   se	
   siembran	
   8x10e4	
   para	
  
elementos	
   wild	
   type	
   o	
   2x10e5	
   para	
   elementos	
   que	
  
llevan	
  la	
  mutación	
  D205A.	
  Para	
  mejorar	
  la	
  viabilidad	
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de	
   las	
   células	
   tras	
   la	
   transfección	
   se	
   realiza	
   un	
  
revestimiento	
  de	
  la	
  placa,	
  previo	
  a	
  la	
  siembra,	
  con	
  una	
  
solución	
  de	
  gelatina	
  al	
  0.1%	
  p/v	
   (1	
  g	
   en	
  1	
   l	
   de	
   agua	
  
destilada).	
   La	
   gelatina	
   procede	
   de	
   piel	
   porcina,	
  
obtenida	
   de	
   Sigma-­‐Aldrich,	
   número	
   de	
   referencia	
  
G2500-­‐500g.	
   Brevemente,	
   para	
   realizar	
   el	
  
revestimiento,	
   se	
   prepara	
   una	
   solución	
   stock	
   de	
  
gelatina	
   al	
   1%	
   y	
   se	
   autoclava,	
   posteriormente	
   se	
  
realiza	
  una	
  dilución	
  1/10	
  para	
  obtener	
  la	
  solución	
  de	
  
uso	
  al	
  0.1%	
  y	
   se	
   filtra	
   con	
  un	
   filtro	
  o	
  una	
  unidad	
  de	
  
filtración	
   con	
   un	
   tamaño	
   de	
   poro	
   de	
   0,22	
   µm.	
   Por	
  
último,	
   se	
   añaden	
  4	
  ml	
  de	
  gelatina	
  al	
  0.1%	
   	
  p/v	
  a	
   la	
  
placa	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
   37	
   oC	
   en	
   el	
   incubador	
  durante	
  2	
  
horas,	
  tras	
  lo	
  cual	
  se	
  aspira	
  la	
  gelatina	
  y	
  se	
  siembran	
  
las	
  células.	
  
	
   Cuando	
  finaliza	
  la	
  selección,	
  en	
  lugar	
  de	
  fijar	
  y	
  
teñir	
   las	
   colonias	
   resultantes,	
   se	
   procede	
   al	
  
aislamiento	
   y	
   establecimiento	
   de	
   líneas	
   celulares	
  
clonales	
   (figura	
   30),	
   Alternativamente,	
   se	
   puede	
  
realizar	
   el	
   proceso	
   con	
   la	
   población	
   celular	
   al	
  
completo.	
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Figura	
  30.	
  Obtención	
  de	
   líneas	
  celulares	
  clonales	
  
con	
   inserciones	
   de	
   L1.	
   Cada	
   una	
   de	
   las	
   líneas	
   celulares	
  
aisladas	
   resistentes	
   a	
   G418	
   alberga	
   al	
   menos	
   un	
   evento	
   de	
  
retrotransposición	
   único	
   distinto	
   de	
   los	
   presentes	
   en	
   las	
   otras	
  
líneas	
  celulares	
  evitando	
  elegir	
  colonias	
  que	
  se	
  encuentren	
  muy	
  
próximas	
  entre	
  sí.	
  
	
  
Aislamiento	
  y	
  establecimiento	
  de	
  Líneas	
  clonales.	
  	
  
	
   Tras	
  finalizar	
  la	
  selección,	
  se	
  retira	
  el	
  medio,	
  se	
  
lavan	
   las	
   células	
   con	
   PBS,	
   se	
   aspira	
   el	
   PBS	
   y	
  
posteriormente,se	
  realiza	
  el	
  aislamiento	
  individual	
  de	
  
3-­‐6	
  colonias	
  resultantes	
  de	
  la	
  selección.	
  	
  
	
   Para	
  la	
  obtención	
  de	
  líneas	
  clonales,	
  mediante	
  
la	
   ayuda	
   de	
   unas	
   pinzas,	
   se	
   cubre	
   la	
   colonia	
   con	
   un	
  
pequeño	
   disco	
   de	
   papel	
   de	
   filtro	
   de	
   Whatman,	
  
impregnado	
  previamente	
  en	
   tripsina,	
  evitando	
  elegir	
  
una	
  colonia	
  que	
  se	
  encuentre	
  próxima	
  a	
  otra.	
  	
  
	
   Se	
  deja	
  actuar	
  durante	
  5	
  minutos	
  a	
  37	
  oC,	
  y	
  se	
  
pasa	
  el	
  papel	
  a	
  un	
  pocillo	
  de	
  una	
  placa	
  de	
  6	
  pocillos	
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que	
  contiene	
  2	
  ml	
  de	
  medio	
  con	
  neomicina,	
  se	
  agita	
  el	
  
papel	
   con	
  ayuda	
  de	
   las	
  pinzas	
  y	
   se	
  deja	
  en	
  el	
  pocillo	
  
hasta	
  el	
  día	
   siguiente	
  para	
  asegurar	
   la	
   liberación	
  del	
  
máximo	
   número	
   posible	
   de	
   células.	
   En	
   el	
   caso	
   de	
  
aislar	
   varias	
   colonias,	
   es	
   necesario	
   introducir	
  
brevemente	
   las	
   pinzas	
   en	
   etanol	
   y	
   luego	
   secar	
   entre	
  
colonias	
  para	
  evitar	
  contaminaciones	
  cruzadas.	
  
	
  
Expansión	
  y	
  congelación.	
   	
  
	
   Las	
  colonias	
  aisladas	
  se	
  cultivan	
  hasta	
  alcanzar	
  
aproximadamente	
   un	
   100%	
   de	
   confluencia,	
   tras	
   lo	
  
cual	
  se	
  tripsinizan	
  y	
  se	
  dividen	
  en	
  2	
  pocillos,	
  cuando	
  
estos	
  pocillos	
  alcancen	
  el	
  100%	
  uno	
  se	
  tripsiniza	
  para	
  
transferir	
  las	
  células	
  a	
  un	
  frasco	
  T75	
  y	
  las	
  células	
  del	
  
otro	
   pocillo	
   se	
   congelan	
   en	
   primer	
   lugar	
   a	
   -­‐80	
   oC	
   y	
  
posteriormente	
   en	
   nitrógeno	
   líquido,	
   	
   para	
   evitar	
  
perder	
  la	
  línea.	
  
	
   Cuando	
  las	
  células	
  en	
  el	
  frasco	
  de	
  T75	
  alcanzan	
  
el	
  100%	
  de	
  confluencia,	
  se	
  procede	
  a	
  la	
  extracción	
  de	
  
su	
   DNA	
   genómico	
   (descrita	
   anteriormente),	
   y	
   al	
  
rescate	
  de	
  las	
  inserciones	
  (figura	
  31).	
  
	
   Alternativamente,	
   las	
   células	
   obtenidas	
   se	
  
pueden	
   lavar	
   con	
   PBS	
   y	
   almacenar	
   a	
   -­‐80	
   oC	
   para	
  
realizar	
  la	
  extracción	
  de	
  DNA	
  posteriormente.	
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Figura	
   31.	
   Rescate	
   de	
   inserciones	
   de	
   L1.	
   El	
   DNA	
  
genómico	
   fragmentado	
   y	
   religado	
   se	
   transforma	
   en	
   células	
  
competentes,	
  de	
  manera	
  que	
  sólo	
  los	
  fragmentos	
  que	
  contienen	
  
al	
  menos	
  el	
  cassette	
  k7i	
  pueden	
  crecer.	
  Tras	
  el	
  aislamiento	
  de	
  los	
  
clones	
  obtenidos	
   se	
  empieza	
   la	
   secuenciación	
  para	
   caracterizar	
  
la	
  inserción	
  de	
  L1.	
  
	
  
Restricción	
   y	
   ligación	
   intramolecular	
   de	
  
fragmentos	
  de	
  DNA	
  genómico.	
  
	
   Una	
   vez	
   obtenido	
   el	
   DNA	
   genómico	
   de	
   las	
  
colonias	
  de	
  células	
  aisladas	
  se	
  procede	
  a	
  digerirlo	
  con	
  
una	
   enzima	
  de	
   restricción	
   que	
   corta	
  múltiples	
   veces	
  
en	
  el	
  genoma	
  humano,	
  pero	
  que	
  no	
  corta	
  en	
  nuestro	
  
casete	
   reportero.	
   Brevemente,	
   se	
   digieren	
   8	
   µg	
   de	
  
DNA	
   genómico	
   con	
   25-­‐100	
   unidades	
   de	
   enzima	
   de	
  
restricción	
   (un	
   claro	
   exceso	
   molar),	
   en	
   un	
   volumen	
  
total	
   de	
   100	
   µl,	
   que	
   contiene	
   10	
   µl	
   del	
   buffer	
   10X	
  
correspondiente	
  a	
  la	
  enzima	
  de	
  restricción	
  utilizada	
  y	
  
1	
   µl	
   de	
   BSA	
   100x,	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
   37	
   oC	
   durante	
   al	
  
menos	
  12	
  horas.	
  Tras	
  12	
  horas,	
  se	
  añade	
  1	
  µl	
  más	
  de	
  

DNA  
GENÓMICO 

LIGACIÓN 

TRANSFORMACIÓN 
Y SELECCIÓN CON 

KANAMICINA 

EXTRACCIÓN  
DE DNA 

SECUENCIACIÓN 

DIGESTIÓN 
(HindIII, SspI o BglI) 

An 

EO N 

ColE1 O"R"F"2"

GACAGT%GACAGT! An 

EO N 

ColE1 O"R"F"2"

An 

EO N 

ColE1 O"R"F"2"



	
   148	
  

enzima	
  de	
  enzima	
  de	
   restricción	
  y	
   se	
   incuba	
  a	
  37	
   oC	
  
durante	
  2	
  horas	
  más.	
  	
  
	
   Posteriormente,	
   se	
   inactiva	
   la	
   enzima	
   de	
  
restricción	
   por	
   calor	
   a	
   65	
   oC,	
   o	
   se	
   elimina	
  mediante	
  
purificación	
   por	
   columna	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   que	
   ésta	
   no	
  
sea	
  sensible	
  a	
  calor.	
  
	
   Tras	
   la	
   inactivación	
   de	
   la	
   enzima	
   de	
  
restricción,	
  se	
  procede	
  a	
  la	
  ligación	
  de	
  los	
  fragmentos	
  
resultantes.	
  Para	
  favorecer	
  la	
  ligación	
  intramolecular,	
  
se	
   realiza	
   en	
   condiciones	
   diluidas,	
   llevando	
   la	
  
reacción	
  a	
  un	
  volumen	
  total	
  de	
  500	
  µl;	
  se	
  aumenta	
  el	
  
volumen	
  de	
  agua	
  351	
  µl	
  de	
  destilada,	
  40	
  µl	
  de	
  buffer	
  
de	
   ligasa	
  10X	
  y	
  aproximadamente	
  3200	
  unidades	
  de	
  
T4	
  ligasa,	
  en	
  nuestro	
  caso	
  8	
  µl	
  de	
  la	
  enzima	
  T4	
  ligasa	
  
de	
   New	
   England	
   Biolabs,	
   número	
   de	
   referencia	
  
M0202L,	
   de	
   400	
   U/µl;	
   las	
   reacciones	
   de	
   ligación	
   se	
  
incuban	
  durante	
   toda	
   la	
  noche	
  a	
  16	
   oC.	
  A	
   la	
  mañana	
  
siguiente,	
  se	
  añaden	
  aproximadamente	
  600	
  unidades	
  
más	
   (1.5	
  µl)	
   de	
  T4	
   ligasa	
   y	
   se	
   incuba	
   a	
   temperatura	
  
ambiente	
  durante	
  4	
  horas	
  más.	
  
	
   	
  
Transformación	
  de	
  bacterias	
  ultracompetentes.	
  
	
   Para	
   obtener	
   los	
   plásmidos	
   que	
   contienen	
   un	
  
evento	
   de	
   inserción	
   de	
   LINE-­‐1	
   flanqueado	
   por	
  
fragmentos	
   de	
   DNA	
   genómico,	
   primero	
   es	
   necesario	
  
concentrar	
   el	
   DNA	
   resultante	
   de	
   la	
   reacción	
   de	
  
ligación.	
  	
  
	
   Brevemente,	
   se	
   transfiere	
   todo	
  el	
   volumen	
  de	
  
la	
   reacción	
  de	
   ligación	
   a	
   una	
  unidad	
  de	
   filtración	
  de	
  
AmiconYM-­‐100	
   (obtenidas	
   de	
   Millipore)	
   y	
   se	
  
centrifuga	
   a	
   5000	
   x	
   g	
   durante	
   5	
   minutos	
   a	
  
temperatura	
  ambiente.	
  Posteriormente	
  se	
  desecha	
  el	
  
contenido	
  del	
  tubo	
  de	
  colección	
  y	
  se	
  añaden	
  500	
  µl	
  de	
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agua	
   destilada	
   a	
   la	
   columna	
   de	
   la	
   unidad,	
   se	
  
centrifuga	
  de	
  nuevo	
  a	
  5000	
  x	
  g	
  durante	
  5	
  minutos	
  y	
  se	
  
repite	
  el	
  proceso.	
  	
  
	
   Tras	
   los	
   dos	
   lavados	
   con	
   agua	
   destilada	
   para	
  
eliminar	
   sales	
   que	
   puedan	
   interferir	
   con	
   la	
  
transformación,	
  se	
  inserta	
  la	
  columna	
  de	
  la	
  unidad	
  de	
  
filtración	
  en	
  posición	
  invertida	
  en	
  un	
  nuevo	
  tubo	
  y	
  se	
  
centrifuga	
   brevemente	
   a	
   máxima	
   velocidad,	
  
obteniéndose	
  generalmente	
  un	
  volumen	
  de	
  unos	
  30-­‐
50	
  µl.	
  
	
   Posteriormente	
  se	
  realiza	
  la	
  transformación	
  en	
  
bacterias	
   ultracompetentes	
   XL10-­‐Gold,	
   en	
   las	
  
condiciones	
  descritas	
  anteriormente.	
  Brevemente,	
   se	
  
utiliza	
  parte	
  de	
   la	
   ligación	
  concentrada	
   (10	
  µl),	
   a	
   los	
  
que	
  se	
  añaden	
  500	
  µl	
  de	
  bacterias	
  ultracompetentes,	
  
y	
  se	
  incuban	
  en	
  hielo	
  durante	
  2	
  horas	
  en	
  tubos	
  de	
  15	
  
ml	
  de	
  polipropileno.	
  	
  
	
   Tras	
   la	
   incubación,	
   se	
   realiza	
   el	
   choque	
  
térmico	
   a	
   42	
   oC	
   durante	
   38	
   segundos	
   con	
   ligera	
  
agitación	
  y	
  se	
  transfieren	
  los	
  tubos	
  a	
  hielo	
  durante	
  2	
  
minutos.	
   Posteriormente	
   se	
   añade	
   1	
   ml	
   de	
   LB	
   sin	
  
antibiótico	
   a	
   cada	
   tubo	
  y	
   se	
   recupera	
   a	
   las	
   bacterias	
  
durante	
   12	
   horas	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   con	
  
agitación,	
   dejando	
   el	
   tubo	
   sin	
   cerrar	
   completamente	
  
para	
  permitir	
  la	
  aireación	
  de	
  los	
  cultivos.	
  
	
   Tras	
   la	
   larga	
   recuperación,	
   se	
   centrifugan	
   las	
  
bacterias	
   a	
   500	
   x	
   g	
   durante	
   5	
   minutos,	
   y	
   se	
   retira	
  
cuidadosamente	
   el	
   sobrenadante,	
   posteriormente	
   se	
  
resuspenden	
   las	
   bacterias	
   en	
   500	
   µl	
   de	
   LB	
   sin	
  
antibiótico,	
  de	
  los	
  cuales:	
  
-­‐	
   Se	
   siembran	
   400	
   µl	
   en	
   placas	
   con	
   kanamicina	
   de	
  
140mm	
  de	
  diámetro,	
  	
  



	
   150	
  

-­‐	
  Se	
   transfieren	
   los	
  100	
  µl	
   restantes	
  a	
  un	
   tubo	
  con	
  2	
  
ml	
  de	
  LB	
  líquido	
  con	
  kanamicina,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  crecen	
  
durante	
  24	
  horas	
  más	
   a	
   37	
   oC	
   con	
   agitación.	
   Pasado	
  
ese	
   tiempo,	
   se	
   centrifugan	
   las	
   bacterias	
   a	
   500	
   x	
   g	
  
durante	
   5	
   minutos,	
   se	
   retira	
   cuidadosamente	
   el	
  
sobrenadante	
  y	
   se	
   resuspenden	
   las	
  bacterias	
   en	
  100	
  
µl	
   de	
   LB	
   sin	
   antibiótico,	
   para	
   posteriormente	
  
sembrarlas	
  en	
  una	
  placa	
  con	
  kanamicina	
  de	
  90	
  mm	
  de	
  
diámetro.	
  
	
   Posteriormente,	
   se	
   aíslan	
   colonias	
   resistentes	
  
a	
   kanamicina	
   y	
   se	
   extrae	
   el	
   DNA	
   plasmídico.	
  
Finalmente,	
  se	
  hace	
  un	
  primer	
  chequeo	
  con	
  la	
  enzima	
  
de	
  restricción	
  Eco	
  RI	
  para	
  comprobar	
  la	
  presencia	
  del	
  
plásmido,	
   tras	
   el	
   cual	
   se	
   puede	
   empezar	
   la	
  
caracterización	
  de	
  la	
  inserción.	
  
	
   En	
  el	
  caso	
  de	
  no	
  obtener	
  transformantes	
  tras	
  la	
  
primera	
   transformación,	
   se	
   repite	
   el	
   proceso	
   con	
   el	
  
resto	
  de	
  la	
  ligación.	
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4.12.-­‐	
   Caracterización	
   de	
   las	
   inserciones	
  
recuperadas.	
  
	
  
	
   En	
   la	
   primera	
   ronda	
   de	
   secuenciación	
   se	
  
utilizan	
   dos	
   oligonucleótidos	
   	
   diferentes	
   en	
  
direcciones	
   opuestas,	
   uno	
   que	
   parte	
   de	
   la	
   secuencia	
  
de	
   origen	
   de	
   replicación	
   bacteriano	
   hacia	
   la	
   cola	
   de	
  
poliA	
   de	
   la	
   inserción,	
   llamado	
   “Reco3”	
   y	
   otro	
   que	
  
parte	
   desde	
   el	
   gen	
   de	
   neomicina	
   en	
   dirección	
   al	
  
elemento	
   LINE-­‐1,	
   llamado	
   “Neo210as”	
   (descritos	
   en	
  
la	
  sección	
  de	
  materiales	
  3.10).	
  Posteriormente	
  se	
  van	
  
utilizando	
   oligonucleótidos	
   situados	
   en	
   el	
   L1	
   en	
  
dirección	
   5’	
   para	
   determinar	
   el	
   punto	
   de	
   truncación	
  
del	
  elemento	
  así	
  como	
  su	
  localización	
  genómica,	
  y	
  se	
  
diseñan	
   otros	
   en	
   dichas	
   zonas	
   si	
   es	
   necesario	
  
(descritos	
  en	
  la	
  sección	
  de	
  materiales	
  3.10).	
  
	
   Una	
   vez	
   obtenidas	
   las	
   secuencias	
   se	
   alinean	
  
con	
   el	
   cassette	
   de	
   resistencia	
   a	
   neomicina	
   y	
   con	
   el	
  
retroelemento,	
   hasta	
   determinar	
   su	
   localización	
  
genómica.	
  	
  
	
  
Herramientas	
   informáticas	
   para	
   análisis	
  
(Software).	
  
	
  
Serial	
  Cloner	
  
	
   Este	
   programa	
   de	
   software	
   libre	
   permite	
   el	
  
alineamiento	
   de	
   dos	
   secuencias	
   mediante	
   blast,	
  
enfrentando	
   la	
   secuencia	
   obtenida	
   de	
   la	
  
secuenciación	
   con	
   la	
   del	
   constructo	
   empleado	
   para	
  
obtener	
   las	
   características	
   de	
   la	
   inserción.	
   Una	
   vez	
  
que	
  se	
  alcanza	
  el	
  DNA	
  genómico	
  se	
  utiliza	
  el	
  software	
  
correspondiente	
   para	
   determinar	
   la	
   localización	
   y	
  
modificaciones	
  producidas	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción.	
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BLAT	
  
	
   También	
   conocido	
   como	
   Genome	
   Browser,	
  
desarrollado	
   por	
   la	
   Universidad	
   de	
   California	
   en	
  
Santa	
  Cruz	
  (UCSC),	
  permite	
  determinar	
  la	
  localización	
  
genómica	
   de	
   la	
   secuencia	
   introducida	
   en	
   el	
   genoma	
  
humano,	
   si	
   bien	
   contiene	
   genomas	
   de	
   múltiples	
  
organismos	
  (Kent,	
  2002;	
  Kent	
  et	
  al.,	
  2002).	
  
	
  
	
  
CHO	
  Genome	
  Database	
  
	
   El	
   Genome	
   Browser	
   no	
   contiene,	
   en	
   el	
  
momento	
   de	
   analizar	
   los	
   resultados	
   este	
   estudio,	
   el	
  
genoma	
  de	
  Hámster	
  o	
  de	
  las	
  células	
  CHO,	
  y	
  de	
  hecho	
  
actualmente	
  no	
  existe	
  ninguna	
  construcción	
  completa	
  
ensamblada	
  del	
  genoma	
  de	
  estas	
  células;	
  no	
  obstante,	
  
en	
   el	
   año	
   2012	
   se	
   formo	
   un	
   grupo	
   que	
   creó	
   la	
   web	
  
www.chogenome.org,	
   actualmente	
   mantenida	
   por	
   la	
  
Universidad	
   de	
   Delaware,	
   con	
   datos	
   de	
   la	
  
secuenciación	
  del	
  genoma	
  de	
   las	
  células	
  CHO-­‐K1	
  (Xu	
  
et	
   al.,	
   2011),	
   por	
   lo	
   que	
   pudimos	
   enfrentar	
   nuestras	
  
secuencias	
   con	
   las	
   piezas	
   de	
   genoma	
   secuenciado	
  
contenidas	
   en	
   esta	
   web,	
   pudiendo	
   determinar	
   las	
  
características	
  de	
  la	
  inserción.	
  A	
  pesar	
  de	
  ello,	
  aún	
  no	
  
se	
   pueden	
   ubicar	
   en	
   una	
   localización	
   cromosómica	
  
concreta,	
   al	
   no	
   estar	
   disponible	
   el	
   ensamblaje	
  
completo.	
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5.-­‐	
  RESULTADOS.	
  	
  

Con	
  el	
   fin	
  de	
  determinar	
   si	
   la	
   actividad	
  de	
  L1	
  
guarda	
   relación	
   con	
   la	
   sintomatología	
   propia	
   de	
   los	
  
pacientes	
   de	
   anemia	
   de	
   Fanconi,	
   así	
   como	
   para	
  
discernir	
  si	
  existe	
  alguna	
  relación	
  entre	
   la	
  movilidad	
  
del	
  retroelemento	
  L1	
  y	
  la	
  maquinaria	
  de	
  reparación	
  y	
  
replicación	
   celular,	
   se	
   realizaron	
   múltiples	
  
experimentos,	
   que	
   se	
   describirán	
   en	
   los	
   siguientes	
  
apartados,	
  diseñados	
  para	
  medir	
  el	
  nivel	
  de	
  actividad	
  
de	
  L1	
  ante	
  deficiencias	
  de	
  las	
  proteínas	
  implicadas	
  en	
  
estos	
  procesos	
  celulares.	
  

	
  
5.1.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
células	
   de	
   hámster	
   deficientes	
   en	
   la	
   ruta	
  
de	
  Fanconi.	
  
	
  

Para	
   determinar	
   si	
   la	
   retrotransposición	
   de	
  
LINE-­‐1	
   mediante	
   la	
   vía	
   independiente	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
  (ENi)	
  tiene	
   lugar	
  en	
  células	
  deficientes	
  
para	
   la	
   ruta	
   de	
   reparación	
   de	
   la	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
  
(FA),	
  se	
  realizaron	
  ensayos	
  de	
  retrotransposición	
  con	
  
una	
   batería	
   de	
   vectores	
   de	
   expresión	
   de	
   L1	
   y	
  
posterior	
   selección	
   con	
   blasticidina.	
   Se	
   emplearon	
  
células	
   de	
   hámster	
   deficientes	
   en	
   los	
   miembros	
  
FANCG,	
   BRCA2,	
   FANCA	
   y	
   FANCC	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
  
reparación	
  FA.	
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5.1.1.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  FANCG.	
  
	
  

En	
   primer	
   lugar	
   se	
   analizó	
   la	
   línea	
   deficiente	
  
en	
   FANCG	
   CHO	
   KO40	
   (figura	
   32).,	
   así	
   como	
   la	
   línea	
  
parental	
   de	
   ésta,	
   40B6,	
   que	
   no	
   presenta	
   ninguna	
  
deficiencia	
   en	
   mecanismos	
   de	
   reparación	
   (Tebss	
   et	
  
al.,	
   2005).	
   Como	
   control	
   negativo	
   para	
   la	
  
retrotransposición	
   se	
   utilizó	
   el	
  mutante	
   D702A,	
   que	
  
contiene	
   una	
   mutación	
   puntual	
   en	
   el	
   dominio	
  
reversotranscriptasa	
   (RT)	
   de	
   LINE1,	
   que	
   anula	
  
completamente	
   la	
   actividad	
   de	
   ésta	
   sin	
   afectar	
   a	
   la	
  
ribonucleopartícula	
   del	
   elemento	
   (Doucet	
   et	
   al.,	
  
2010).	
  

La	
   movilidad	
   del	
   mutante	
   D702A	
   fue	
   nula	
  
tanto	
   en	
   la	
   línea	
   parental	
   como	
   en	
   la	
   línea	
  mutante	
  
para	
   FANCG.	
   Asimismo,	
   tanto	
   en	
   la	
   línea	
   parental	
  
40B6	
  como	
  en	
  la	
  línea	
  mutante	
  KO40,	
  observamos	
  la	
  
aparición	
   de	
   algunas	
   colonias	
   resistentes	
   a	
  
blasticidina	
   en	
   las	
   células	
   transfectadas	
   con	
  
elementos	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa.	
  Los	
  
porcentajes	
  de	
  movilidad	
  alcanzados	
  	
  fueron	
  de	
  	
  hasta	
  
un	
   6%	
   de	
   movilidad	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
  
elementos	
  L1	
  salvajes	
  (datos	
  corregidos	
  con	
  respecto	
  
a	
   la	
   eficiencia	
   de	
   transfección),	
   no	
   apreciándose	
  
diferencias	
   en	
   el	
   nivel	
   de	
  movilidad	
  de	
   los	
  mutantes	
  
en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   (ENi)	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  FANCG	
  (figura	
  32).	
  

Por	
  tanto,	
  las	
  células	
  de	
  hámster	
  deficientes	
  en	
  
FANC-­‐G	
   se	
   comportan	
   como	
   células	
   salvajes	
   o	
   wild	
  
type	
   y	
   no	
   se	
   observan	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   ENi	
  
significativos.	
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A)	
  

	
  
	
  
B)	
  

	
  
	
  
Figura	
   32.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
células	
  40B6	
  y	
   la	
   línea	
  derivada	
  40B6,	
  deficiente	
  
en	
   FANCG.	
   A)	
   Esquema	
   del	
   vector	
   utilizado	
   en	
   los	
  
experimentos,	
   señalando	
   la	
  posición	
   relativa	
  de	
   las	
  mutaciones	
  
en	
   la	
   secuencia	
   del	
   elemento.	
  B)	
   Tinción	
   con	
   cristal	
   violeta	
   de	
  
los	
  resultados	
  del	
  experimento	
  de	
  retrotransposición.	
  Se	
  aprecia	
  
un	
   nivel	
   bajo	
   de	
   retrotransposición	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   en	
   ambas	
  
líneas	
  (1-­‐6%),	
  al	
  comparar	
  con	
  el	
  nivel	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  
los	
   elementos	
   salvajes	
   en	
   la	
   línea	
   correspondiente	
   (datos	
  
corregidos	
  según	
  eficiencia	
  de	
  transfección).	
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5.1.2.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  FANCC.	
  
	
  

Se	
  ensayó	
   la	
  movilidad	
  del	
  elemento,	
   también	
  con	
  
la	
  batería	
  de	
  vectores	
  de	
  expresión	
  de	
  L1	
  que	
  permiten	
  la	
  
selección	
  por	
  blasticidina,	
  en	
  la	
   línea	
  deficiente	
  en	
  FANCC	
  
(CLV5B),	
  así	
  como	
  en	
   la	
   línea	
  parental	
  de	
  ésta,	
  V79B,	
  que	
  
no	
   presenta	
   ninguna	
   deficiencia	
   en	
   mecanismos	
   de	
  
reparación	
  de	
  DNA	
  (figura	
  33).	
  
	
   La	
   movilidad	
   del	
   mutante	
   de	
   la	
   RT	
   de	
   LINE1,	
   así	
  
como	
   la	
   de	
   los	
   dos	
   mutantes	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   del	
  
elemento,	
   fue	
   nula	
   o	
   muy	
   baja	
   en	
   la	
   línea	
   parental,	
  
mientras	
  que	
  la	
  línea	
  deficiente	
  CLV5B	
  presentó	
  unas	
  tasas	
  
de	
  movilidad	
  para	
  los	
  mutantes	
  D205A	
  y	
  H230A	
  del	
  25%	
  y	
  
el	
   12%,	
   respectivamente,	
   al	
   compararla	
   con	
   el	
   elemento	
  
salvaje	
   (corregidos	
   con	
   la	
   eficiencia	
   de	
   transfección).	
   El	
  
control	
  negativo	
  D702A,	
  como	
  se	
  esperaba,	
  no	
  presentaba	
  
movilidad	
  alguna	
  (figura	
  33).	
  

Por	
   tanto,	
   las	
   células	
   de	
   hámster	
   deficientes	
   en	
  
FANC-­‐C	
   se	
   caracterizan	
   por	
   albergar	
   niveles	
   elevados	
   de	
  	
  
retrotransposición	
  por	
  la	
  vía	
  ENi.	
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Figura	
   33.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
células	
  V79B	
  y	
  la	
  línea	
  derivada	
  CLV5B,	
  deficiente	
  
en	
   FANCC.	
   Tinción	
   con	
   cristal	
   violeta	
   de	
   los	
   resultados	
   del	
  
ensayo	
   de	
   retrotransposición.	
   La	
   línea	
   parental	
   presenta	
   un	
  
nivel	
   bajo	
   de	
   retrotransposición	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   (1%),	
  mientras	
  
que	
  la	
  línea	
  CLV5B	
  muestra	
  niveles	
  de	
  actividad	
  de	
  los	
  mutantes	
  
en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   D205A	
   y	
   H230A	
   	
   de	
   25%	
   y	
   12%,	
  
respectivamente,	
   en	
   comparación	
   con	
   el	
   nivel	
   de	
  
retrotransposición	
   de	
   los	
   elementos	
   salvajes	
   (datos	
   corregidos	
  
según	
   el	
   nivel	
   de	
   eficiencia	
   de	
   transfección	
   de	
   los	
   distintos	
  
plásmidos).	
  
	
  
	
  
5.1.3.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  FANCA.	
  
	
  
	
   Paralelamente,	
   se	
   realizó	
   el	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición,	
   con	
   la	
   batería	
   de	
   vectores	
   de	
  
expresión	
  de	
  L1	
  con	
  selección	
  por	
  blasticidina,	
  en	
  una	
  
línea	
   celular	
   que	
   presenta	
   una	
   mutación	
   en	
   el	
   gen	
  
FANCA,	
  concretamente	
  en	
  la	
  línea	
  VH4,	
  así	
  como	
  en	
  la	
  
línea	
  parental	
  de	
  ésta,	
  V79,	
  que	
  no	
  presenta	
  ninguna	
  
deficiencia	
  en	
  mecanismos	
  de	
  reparación	
  (figura	
  34).	
  
	
   La	
  movilidad	
  del	
   control	
   negativo	
  D702A	
  y	
   la	
  
de	
  los	
  mutantes	
  en	
  la	
  endonucleasa	
  del	
  elemento	
  fue	
  
nula	
   o	
   muy	
   baja	
   en	
   la	
   línea	
   parental	
   V79,	
   mientras	
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que	
   la	
   línea	
   VH4	
   los	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   de	
   los	
  
mutantes	
   D205A	
   y	
   H230A	
   alcanzaron	
   el	
   62,5%	
   y	
   el	
  
21,5%,	
   respectivamente,	
   en	
   comparación	
   con	
   el	
  
elemento	
   salvaje	
   (corregido	
   en	
   función	
   de	
   la	
  
eficiencia	
  de	
  transfección),	
  el	
  control	
  negativo	
  D702A,	
  
como	
   se	
   esperaba,	
   no	
   presentó	
   movilidad	
   alguna	
  
(figura	
  34).	
  
Por	
  tanto,	
  las	
  células	
  de	
  hámster	
  deficientes	
  en	
  FANC-­‐
A	
   se	
   caracterizan	
   por	
   albergar	
   niveles	
   elevados	
   de	
  	
  
retrotransposición	
  por	
  la	
  vía	
  ENi.	
  
	
  

	
  
	
  
Figura	
   34.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
V79	
  y	
   la	
   línea	
  derivada	
  VH4,	
  deficiente	
  en	
  FANCA.	
  Los	
  
niveles	
   de	
   retrotransposición	
   observados	
   en	
   la	
   línea	
   parental	
  
V79	
  se	
  ajustan	
  a	
  lo	
  esperado	
  en	
  células	
  normales;	
  en	
  cambio,	
  la	
  
línea	
  VH4	
  deficiente	
  en	
  FANCA	
  muestra	
  niveles	
  muy	
  elevados	
  de	
  
movilidad	
  de	
  los	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  D205A	
  y	
  
H230A	
  (62,5%	
  y	
  21,5%,	
  respectivamente),	
  en	
  comparación	
  con	
  
el	
   nivel	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   los	
   elementos	
   salvajes	
   (datos	
  
corregidos	
  según	
  eficiencia	
  de	
  transfección).	
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5.1.4.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
deficientes	
  en	
  FANCD1/BRCA2.	
  
	
  
	
   También	
   se	
   realizó	
   el	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición	
   con	
   la	
   batería	
   de	
   vectores	
   de	
  
expresión	
   de	
   L1	
   con	
   selección	
   por	
   blasticidina	
   en	
   la	
  
misma	
   línea	
   parental,	
   V79,	
   y	
   la	
   línea	
   derivada	
   VC8,	
  
que	
  presenta	
   una	
  mutación	
   en	
   el	
   gen	
  BRCA2	
   (figura	
  
35).	
  
	
   La	
   movilidad	
   del	
   control	
   negativo	
   D702A	
   fue	
  
nula	
  en	
  ambas	
  líneas,	
  así	
  como	
  la	
  de	
  los	
  mutantes	
  en	
  
la	
  endonucleasa	
  del	
  elemento	
  L1	
  en	
   la	
   línea	
  parental	
  
V79;	
   de	
   forma	
   similar,	
   los	
   niveles	
   de	
  
retrotransposición	
   de	
   los	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa,	
   inferiores	
   al	
   5%,	
   no	
   presentaron	
   una	
  
movilidad	
   significativa	
   en	
   comparación	
   con	
   el	
  
elemento	
  salvaje	
  en	
  la	
  línea	
  VC8,	
  deficiente	
  en	
  el	
  gen	
  
BRCA2	
  (figura	
  35).	
  

Por	
  tanto,	
  las	
  células	
  de	
  hámster	
  deficientes	
  en	
  
FANC-­‐D1	
   se	
   comportan	
   como	
   células	
   salvajes	
   o	
  wild	
  
type	
   y	
   no	
   se	
   observan	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   ENi	
  
significativos.	
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Figura	
   35.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
V79	
   y	
   la	
   línea	
   derivada	
   VC8,	
   deficiente	
   en	
   BRCA2	
  
(FANCD1).	
   El	
   ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   la	
   línea	
   VC8,	
  
deficiente	
   en	
   BRCA2/FANCD1,	
   no	
   mostró	
   un	
   incremento	
  
significativo	
   de	
   la	
   movilidad	
   por	
   la	
   vía	
   ENi,	
   comparado	
   con	
   el	
  
nivel	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   los	
   elementos	
   salvajes	
   (datos	
  
corregidos	
  según	
  eficiencia	
  de	
  transfección).	
  
	
  
	
  
5.2.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
células	
  de	
  hámster	
  complementadas.	
  
	
  

A	
  continuación,	
  para	
  comprobar	
  si	
  el	
  aumento	
  
de	
   la	
   movilidad	
   por	
   la	
   vía	
   independiente	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
   de	
   los	
   retroelementos	
   ensayados	
   se	
  
debe	
   a	
   la	
   deficiencia	
  del	
   gen	
  de	
  Fanconi	
   afectado	
   en	
  
cada	
  una	
   las	
   líneas	
  mutantes	
   y	
  no	
   a	
   otras	
   causas,	
   se	
  
realizaron	
   ensayos	
   de	
   complementación	
   para	
   cada	
  
uno	
  de	
  los	
  genes	
  estudiados.	
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5.2.1.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
CLV5B	
   complementadas	
   con	
   el	
   gen	
   humano	
  
FANCC.	
  
	
  

El	
  primero	
  de	
  los	
  genes	
  a	
  estudiar	
  fue	
  FANCC.	
  
Realizamos	
   ensayos	
   de	
   complementación	
   de	
   la	
   línea	
  
CLV5B	
   con	
   el	
   gen	
   humano	
   de	
   FANCC	
   mediante	
  
infección	
  por	
   retrovirus,	
   y	
   sometimos	
   a	
   las	
   células	
   a	
  
un	
   nuevo	
   experimento	
   de	
   retrotransposición	
   con	
   la	
  
batería	
   de	
   vectores	
   de	
   expresión	
   de	
   LINE1	
   que	
  
incluían	
   el	
   cassette	
   de	
   selección	
   por	
   blasticidina	
  
(figura	
  36B).	
  

La	
   movilidad	
   del	
   mutante	
   de	
   la	
  
reversotranscriptasa	
   de	
   LINE1	
   que	
   contiene	
   la	
  
mutación	
   puntual	
   D702A	
   fue	
   nula	
   en	
   la	
   línea	
  
complementada,	
   y	
   los	
   niveles	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
  
endonucleasa	
   en	
   esta	
   línea	
   fueron	
   nulos	
   (H230A)	
   o	
  
muy	
  bajos	
  (D205A,	
  4.8%)	
  (figura	
  36B).	
  

Para	
   comprobar	
   que	
   la	
   introducción	
   del	
   gen	
  
FANCC	
   corregía	
   también	
   la	
   sensibilidad	
   a	
   agentes	
  
intercalantes	
  se	
  sometieron	
  las	
  tres	
  líneas	
  celulares	
  a	
  
un	
   ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
   mitomicina	
   C	
   (MMC)	
  
(figura	
   36A).	
   La	
   línea	
  parental,	
   V79B,	
   no	
  presentaba	
  
sensibilidad	
   alguna,	
   incluso	
   a	
   altas	
   dosis	
   de	
   MMC,	
  
mientras	
   que	
   la	
   línea	
   deficiente	
   en	
   FANCC	
   CLV5B,	
  
presentó	
  una	
  sensibilidad	
  extrema	
  al	
  agente,	
  incluso	
  a	
  
una	
   dosis	
   relativamente	
   baja	
   de	
  MMC,	
   50nM.	
   Por	
   el	
  
contrario,	
   la	
   línea	
  CLV5B	
   complementada	
   con	
  el	
   gen	
  
FANCC	
  recuperó	
  completamente	
  la	
  resistencia	
  a	
  MMC	
  
a	
   50nM.	
   A	
   una	
   dosis	
   de	
   100nM,	
   la	
   sensibilidad	
   se	
  
encontró	
  parcialmente	
  corregida,	
  alcanzando	
  casi	
  un	
  
75%	
  de	
  resistencia	
  con	
  respecto	
  a	
  las	
  células	
  control	
  
sin	
  tratar	
  (figura	
  36A).	
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A)	
  

	
  
B)	
  

	
  
	
  
Figura	
  36.	
  Complementación	
  de	
   la	
   línea	
  CLV5B	
  con	
  el	
  
gen	
   humano	
   FANCC.	
   A)	
   Ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
  
Mitomicina	
  C.	
  La	
  gráfica	
  muestra	
  el	
  porcentaje	
  de	
  células	
  vivas	
  
tras	
  el	
  tratamiento	
  a	
  las	
  distintas	
  dosis	
  indicadas	
  de	
  mitomicina	
  
C	
   (MMC)	
   en	
   comparación	
   con	
   las	
   células	
   sin	
   tratar	
   (barra	
   en	
  
negro,	
   0nM).	
   La	
   línea	
   complementada	
   con	
   FANCC	
  muestra	
   una	
  
corrección	
  total	
  de	
  la	
  sensibilidad	
  a	
  MMC	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  50nM	
  y	
  
parcial	
   (alrededor	
  del	
  70%)	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  100nM.	
  B)	
   Ensayo	
  
de	
   retrotransposición.	
  La	
  complementación	
  de	
  la	
  línea	
  CLV5B	
  
con	
   el	
   gen	
   humano	
   de	
   FANCC	
   es	
   capaz	
   de	
   corregir	
   casi	
   por	
  
completo	
   las	
   diferencias	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   de	
   los	
  
mutantes	
   en	
  el	
  dominio	
   endonucleasa	
  de	
  L1,	
  disminuyendo	
   los	
  
niveles	
  de	
  retrotransposición	
  del	
  mutante	
  D205A	
  hasta	
  el	
  4,8%	
  
y	
  no	
  detectándose	
  en	
  el	
  mutante	
  H230A	
  (datos	
  corregidos	
  según	
  
eficiencia	
  de	
  transfección).	
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5.2.2.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   células	
  
VH4	
  complementadas	
  con	
  el	
  gen	
  humano	
  FANCA.	
  
	
  
	
   Paralelamente,	
   se	
   realizó	
   el	
   mismo	
   proceso	
  
para	
   las	
   células	
   VH4,	
   introduciendo	
   el	
   gen	
   FANCA	
  
humano	
   en	
   la	
   línea	
   celular	
   mediante	
   infección	
   por	
  
retrovirus	
   y	
   establecimiento	
   de	
   líneas	
   clonales.	
  
Posteriormente,	
   se	
   sometió	
   a	
   las	
   células	
   a	
   un	
  
experimento	
   de	
   retrotransposición	
   (figura	
   37B)	
   con	
  
la	
   batería	
   de	
   vectores	
   de	
   expresión	
   de	
   LINE1	
   con	
  
selección	
  por	
  blasticidina.	
  

La	
   movilidad	
   del	
   mutante	
   de	
   la	
  
reversotranscriptasa	
   de	
   LINE1	
   que	
   contiene	
   la	
  
mutación	
   puntual	
   D702A	
   fue	
   nula	
   en	
   la	
   línea	
  
complementada;	
   sin	
   embargo,	
   los	
   niveles	
   de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   elementos	
   mutantes	
   en	
   la	
  
endonucleasa	
   presentaron	
   tasas	
   de	
   movilidad	
  
relativamente	
   altas,	
   de	
   25,5%	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   la	
  
mutación	
   D205A	
   y	
   7,7%	
   en	
   la	
   mutación	
   H230A,	
  
aunque	
   estos	
   valores	
   están	
   muy	
   alejados	
   de	
   los	
  
valores	
   obtenidos	
   en	
   la	
   línea	
   deficiente	
   antes	
   de	
  
realizar	
  la	
  complementación,	
  que	
  fueron	
  del	
  62,5%	
  y	
  
el	
  21,5%,	
  respectivamente	
  (figura	
  37B).	
  

Para	
  comprobar	
  que	
  realmente	
  la	
  introducción	
  
del	
   gen	
   FANCA	
   era	
   responsable	
   también	
   de	
   la	
  
reversión	
   del	
   fenotipo,	
   y	
   capaz	
   de	
   eliminar	
   la	
  
sensibilidad	
   a	
   agentes	
   intercalantes	
   del	
   DNA,	
   se	
  
sometieron	
   las	
   tres	
   líneas	
   celulares	
   a	
   un	
   ensayo	
   de	
  
resistencia	
   a	
   MMC	
   (figura	
   37A).	
   La	
   línea	
   parental,	
  
V79,	
   no	
   presentó	
   sensibilidad	
   alguna	
   a	
   la	
   MMC,	
  
mientras	
  que	
  la	
   línea	
  deficiente	
  VH4	
  por	
  el	
  contrario	
  
presentó	
  una	
  sensibilidad	
  extrema	
  al	
  agente.	
  La	
  línea	
  
VH4	
   complementada	
   con	
   el	
   gen	
   humano	
   FANCA	
  
recuperó	
   la	
   resistencia	
  a	
  MMC	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  50nM,	
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mientras	
   que	
   la	
   sensibilidad	
   a	
   dosis	
   de	
   100nM	
  
presentó	
   una	
   resistencia	
   de	
   aproximadamente	
   un	
  
70%	
   con	
   respecto	
   a	
   las	
   células	
   sin	
   tratar,	
   es	
   decir,	
  
mostraba	
  una	
  recuperación	
  parcial	
  para	
  las	
  dosis	
  más	
  
altas	
   de	
   este	
   agente	
   intercalante	
   del	
   DNA	
   (figura	
  
37A).	
   Estos	
   datos	
   de	
   complementación	
   y	
   la	
  
recuperación	
  de	
  la	
  resistencia	
  a	
  MMC	
  en	
  la	
  línea	
  VH4	
  
complementada	
   nos	
   indican	
   que	
   realmente	
   el	
   gen	
  
FANCA	
  es	
  el	
  responsable	
  del	
  fenotipo	
  observado.	
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A)	
  

	
  
B)	
  

	
  
	
  
Figura	
  37.	
  Complementación	
  de	
   la	
   línea	
  VH4	
  con	
  
el	
   gen	
   humano	
   FANCA.	
   A)	
   Ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
  
Mitomicina	
  C.	
  La	
  línea	
  complementada	
  con	
  FANCA	
  muestra	
  una	
  
corrección	
  total	
  de	
  la	
  sensibilidad	
  a	
  MMC	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  50nM	
  y	
  
parcial	
   (alrededor	
  del	
  60%)	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  100nM.	
   B)	
  Ensayo	
  
de	
   retrotransposición.	
   La	
   complementación	
   de	
   la	
   línea	
   VH4	
  
con	
   el	
   gen	
   humano	
   de	
   FANCA	
   es	
   capaz	
   de	
   corregir	
   en	
   gran	
  
medida	
   las	
   diferencias	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   de	
   los	
  
mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   de	
   L1,	
   disminuyendo	
  
hasta	
   25,5%	
   en	
   D205A	
   y	
   7,7%	
   en	
   H230A	
   (datos	
   corregidos	
  
según	
  eficiencia	
  de	
  transfección).	
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5.3.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   de	
   pacientes	
   de	
   Anemia	
   de	
  
Fanconi.	
  
	
  
	
   Posteriormente,	
   tras	
   comprobar	
   la	
   existencia	
  
de	
   una	
   desregulación	
   de	
   la	
   movilidad	
   por	
   la	
   vía	
  
independiente	
  de	
  endonucleasa	
  en	
  las	
  líneas	
  celulares	
  
de	
   hámster,	
   decidimos	
   realizar	
   experimentos	
   de	
  
retrotransposición	
   en	
   fibroblastos	
   inmortalizados	
  
provenientes	
   de	
   pacientes	
   de	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
  
(figura	
  38),	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  esclarecer	
  el	
  papel	
  de	
  la	
  ruta	
  
FA	
  en	
   la	
  movilidad	
  por	
   esta	
   vía,	
   así	
   como	
  establecer	
  
las	
  bases	
  moleculares	
  de	
  la	
  relación	
  de	
  la	
  enfermedad	
  
con	
  la	
  movilidad	
  del	
  elemento.	
  
	
  
5.3.1.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
  de	
  pacientes	
  deficientes	
  en	
  FANCG	
  o	
  
FANCD1/BRCA2.	
  
	
  
	
   Primero,	
   para	
   asegurar	
   que	
   la	
   ausencia	
   de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa	
   en	
   las	
   células	
   CHO	
   deficientes	
   en	
  
FANCG	
  o	
  BRCA2	
  no	
  se	
  debe	
  a	
  causas	
  genéticas	
  ajenas	
  
a	
   la	
   FA	
  propias	
  de	
   las	
   líneas	
  CHO,	
   se	
   emplearon	
  dos	
  
líneas	
   de	
   fibroblastos	
   humanos	
   provenientes	
   de	
  
pacientes,	
   concretamente	
   VU-­‐423	
   y	
   GM16-­‐635,	
  
deficientes	
   en	
   BRCA2	
   y	
   FANCG,	
   respectivamente.	
   La	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa	
   no	
   presentó	
   niveles	
   significativos	
   en	
  
ninguno	
   de	
   los	
   dos	
   casos,	
   en	
   comparación	
   con	
   el	
  
elemento	
   salvaje,	
   corroborando	
   los	
   resultados	
  
obtenidos	
  en	
  las	
  líneas	
  CHO	
  (figura	
  38).	
  Por	
  tanto,	
  las	
  
células	
  de	
  pacientes	
  humanos	
  deficientes	
  en	
  FANC-­‐G	
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o	
  FANC-­‐D1	
  se	
  comportan	
  como	
  células	
  salvajes,	
  y	
  no	
  
se	
  observan	
  niveles	
  de	
  movilidad	
  ENi	
  significativos.	
  
	
   	
  
5.3.2.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   de	
   pacientes	
   deficientes	
   en	
   FANCI	
   o	
  
FANCD2.	
  

	
  
Por	
  otra	
  parte,	
  para	
  aclarar	
  si	
  la	
  movilidad	
  del	
  

retroelemento	
   mediante	
   la	
   vía	
   independiente	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
   se	
   ve	
   afectada	
   realmente	
   por	
  
deficiencias	
   en	
   la	
   vía	
   de	
   FA,	
   utilizamos	
   las	
   líneas	
  
celulares	
   de	
   fibroblastos	
   humanos	
   PD20F	
   y	
   ANKN,	
  
deficientes	
  en	
  los	
  dos	
  efectores	
  principales	
  de	
  la	
  ruta,	
  
FANCD2	
  y	
  FANCI,	
  respectivamente.	
  
	
   En	
  el	
  caso	
  de	
   las	
  células	
  ANKN,	
  deficientes	
  en	
  
FANCI,	
   los	
   niveles	
   de	
  movilidad	
   de	
   ambos	
  mutantes	
  
del	
   dominio	
   endonucleasa	
   se	
   encontró	
   aumentada,	
  
alcanzando	
   un	
   42%	
   de	
   movilidad	
   en	
   el	
   caso	
   del	
  
mutante	
  D205A	
  y	
  hasta	
  un	
  18%	
  en	
   la	
  mutación	
  más	
  
severa	
  H230A	
  (figura	
  38).	
  
	
   Del	
   mismo	
   modo,	
   las	
   células	
   PD20F,	
  
deficientes	
   en	
   FANCD2,	
   presentaron	
   unas	
   tasas	
   de	
  
movilidad	
   elevadas	
   de	
   los	
   elementos	
  mutantes	
   en	
   el	
  
dominio	
  endonucleasa,	
   con	
  unos	
  valores	
  del	
  23%	
  en	
  
el	
   caso	
   del	
   mutante	
   D205A	
   y	
   un	
   8%	
   en	
   el	
   caso	
   de	
  
H230A	
  (figura	
  38).	
  

Por	
   tanto,	
   las	
   células	
   de	
   pacientes	
   humanos	
  
deficientes	
  en	
  FANC-­‐D2	
  y	
  FANC-­‐I	
  se	
  caracterizan	
  por	
  
albergar	
  niveles	
   elevados	
  de	
   	
   retrotransposición	
  por	
  
la	
  via	
  ENi.	
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Figura	
   38.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   humanos	
   derivados	
   de	
   pacientes	
   de	
  
Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  Tras	
  realizar	
  el	
  ensayo,	
  se	
  confirmó	
  el	
  
bajo	
   nivel	
   de	
   retrotransposición	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   en	
   las	
   líneas	
  
deficientes	
   en	
   FANCD1/BRCA2	
   (VU-­‐423)	
   y	
   FANCG	
   (GM16635),	
  
con	
   tan	
   sólo	
   un	
   3%	
   y	
   7,6%	
   de	
   actividad	
   del	
   mutante	
   D205A,	
  
respectivamente.	
  La	
  actividad	
  del	
  mutante	
  H230A	
  fue	
  inferior	
  al	
  
5%	
   en	
   ambos	
   casos	
   (<0,5%	
   y	
   2,1%,	
   respectivamente).	
   Por	
   el	
  
contrario,	
  las	
  células	
  deficientes	
  para	
  los	
  efectores	
  principales	
  de	
  
la	
   ruta	
   FA	
   FANCD2	
   (PD20F)	
   y	
   FANCI	
   (ANKN),	
   mostraron	
   una	
  
elevada	
  actividad	
  de	
  los	
  mutantes	
  D205A,	
  con	
  un	
  23%	
  y	
  un	
  43%	
  
respectivamente,	
  y	
  de	
  los	
  mutantes	
  H230A,	
  con	
  un	
  8%	
  en	
  PD20F	
  
y	
   un	
   18%	
   EN	
   ANKN	
   (datos	
   corregidos	
   según	
   eficiencia	
   de	
  
transfección).	
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5.4.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   de	
   pacientes	
   de	
   Anemia	
   de	
  
Fanconi	
  complementados.	
  

	
  
Para	
   comprobar	
   que	
   la	
  movilidad	
   aumentada	
  

del	
  elemento	
  mutante	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  se	
  
debía	
   a	
   la	
   deficiencia	
   en	
   el	
   gen	
   FA	
   afectado,	
   y	
   no	
   a	
  
otras	
  causas,	
  se	
  emplearon	
   las	
   líneas	
  ANKN	
  y	
  PD20F	
  
complementadas	
  con	
  el	
  gen	
  FA	
  correspondiente.	
  Para	
  
demostrar	
   la	
   complementación	
   de	
   las	
   líneas	
   se	
  
comprobó	
   el	
   rescate	
   del	
   fenotipo	
   FA	
   mediante	
   un	
  
ensayo	
   a	
   resistencia	
   a	
   MMC	
   (figuras	
   39A	
   y	
   40A).	
   A	
  
diferencia	
   de	
   las	
   líneas	
   celulares	
   de	
   hámster,	
   al	
  
tratarse	
   de	
   células	
   obtenidas	
   de	
   pacientes,	
   no	
   se	
  
dispone	
  de	
  una	
  línea	
  celular	
  parental	
  que	
  no	
  presente	
  
el	
   defecto	
   FA,	
   ya	
   que	
   las	
   células	
   del	
   paciente	
  
contienen	
  la	
  mutación	
  original.	
  
	
  
5.4.1.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   PD20F	
   complementados	
   con	
   el	
   gen	
  
FANCD2.	
  

En	
   el	
   caso	
   de	
   células	
   humanas,	
   en	
   las	
   que	
   no	
  
hay	
  una	
   línea	
  parental	
   “sana”,	
  para	
  poder	
  demostrar	
  
que	
   la	
   línea	
   original	
   del	
   paciente	
   ha	
   sido	
  
complementada,	
   seleccionamos	
   el	
   ensayo	
   de	
  
resistencia/sensibilidad	
   	
   a	
   MMC.	
   Tras	
   la	
  
complementación,	
   la	
   resistencia	
   a	
   MMC	
   de	
   la	
   línea	
  
PD20F+FANCD2	
   (PDF20F+D2)	
   aumentó	
   de	
   manera	
  
notable,	
   alcanzando	
  más	
  de	
  un	
  80%	
  de	
   resistencia	
  a	
  
dosis	
  de	
  MMC	
  de	
  50nM	
  y	
  hasta	
  un	
  70%	
  de	
  resistencia	
  
frente	
   a	
   una	
   	
   dosis	
   de	
   MMC	
   de	
   100nM,	
   frente	
   a	
   un	
  
70%	
  y	
  un	
  40%,	
   respectivamente,	
  de	
   la	
   línea	
  original	
  
sin	
  complementar	
  (figura	
  39A).	
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   Una	
  vez	
  determinada	
  de	
  forma	
  experimental	
  la	
  
complementación	
   de	
   la	
   línea	
   PD20F	
   con	
   el	
   gen	
  
FANCD2,	
   se	
   realizó	
   el	
   ensayo	
   de	
   retrotransposición	
  
en	
   la	
   línea	
   complementada.	
  Mientras	
  que	
   los	
  niveles	
  
de	
   retrotransposición	
   de	
   los	
   mutantes	
   D205A	
   y	
  
H230A	
   en	
   la	
   línea	
   deficiente	
   fueron	
   del	
   23%	
   y	
   8%,	
  
respectivamente,	
   la	
   movilidad	
   relativa	
   de	
   ambos	
  
mutantes	
   descendió	
   hasta	
   niveles	
   indetectables	
  
(<0,5%)	
  en	
  la	
  línea	
  complementada	
  	
  PD20F+FANCD2	
  
(figura	
  39B).	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  



	
   172	
  

A)	
  

	
  
B)	
  

	
  
	
  
	
  
Figura	
   39.	
   Complementación	
   de	
   los	
   fibroblastos	
  
de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  PD20F	
  con	
  el	
  gen	
  FANCD2.	
  
A)	
   Ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
   Mitomicina	
   C.	
   La	
   línea	
  
complementada	
  con	
  FANCD2	
  muestra	
  una	
  corrección	
  parcial	
  de	
  
la	
  sensibilidad	
  a	
  MMC,	
  aumentando	
  la	
  resistencia	
  del	
  50%	
  hasta	
  
el	
   72%	
   a	
   una	
   dosis	
   de	
   100nM.	
   B)	
   Ensayo	
   de	
  
retrotransposición.	
  La	
  complementación	
  de	
  la	
  línea	
  PD20F	
  con	
  
el	
  gen	
  FANCD2	
  es	
  capaz	
  de	
  corregir	
  por	
  completo	
  los	
  niveles	
  de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   de	
   L1,	
  
disminuyendo	
   hasta	
   niveles	
   casi	
   indetectables	
   en	
   ambos	
  
mutantes	
   (<0,5%,	
   datos	
   corregidos	
   según	
   eficiencia	
   de	
  
transfección).	
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5.4.2.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
fibroblastos	
   ANKN	
   complementados	
   con	
   el	
   gen	
  
FANCI.	
  

Para	
   comprobar	
   que	
   los	
   cambios	
   en	
   la	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
   L1	
   son	
   debidos	
   a	
   la	
  
deficiencia	
   en	
   FANCI,	
   se	
   realizó	
   la	
   complementación	
  
de	
  la	
  línea	
  ANKN	
  con	
  el	
  gen	
  humano	
  FANCI	
  mediante	
  
el	
  uso	
  de	
  un	
  vector	
  viral.	
  	
  

Para	
   demostrar	
   que	
   la	
   adquisición	
   de	
  
resistencia	
  a	
  MMC	
  y	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  
los	
  mutantes	
   en	
   la	
   endonucleasa	
   de	
   L1	
   se	
   debe	
   a	
   la	
  
corrección	
  del	
  defecto	
  de	
  la	
  ruta	
  FA,	
  y	
  no	
  al	
  uso	
  de	
  los	
  
vectores	
   virales	
   empleados	
   para	
   realizar	
   la	
  
complementación	
   per	
   se,	
   se	
   generó	
   en	
   paralelo	
   una	
  
línea	
   infectada	
  con	
  un	
  vector	
  viral	
   incluyendo	
  el	
  gen	
  
lacZ	
  como	
  control.	
  	
  

Mediante	
   el	
   ensayo	
   a	
   resistencia	
   a	
   MMC,	
   se	
  
comprobó	
   que	
   la	
   línea	
   ANKN	
   complementada	
   con	
  
FANCI	
  (ANKN+FANCI),	
  presentaba	
  resistencia	
  total	
  a	
  
dosis	
   de	
   50nM	
   de	
   MMC	
   y	
   valores	
   ligeramente	
  
superiores	
  al	
  70%	
  ante	
  dosis	
  de	
  100nM.	
  En	
  cambio,	
  la	
  
línea	
  parental	
  ANKN	
  deficiente	
  en	
  FANCI,	
  así	
  como	
  la	
  
línea	
   control	
   ANKN+LacZ,	
   presentaron	
   valores	
   de	
  
extrema	
  sensibilidad	
  ante	
  dosis	
  de	
  50nM	
  o	
  100nM	
  de	
  
MMC	
  (figura	
  40A).	
  	
  

Asimismo,	
   tras	
   comprobar	
   la	
  
complementación	
   de	
   la	
   línea	
   ANKN	
   con	
   FANCI,	
   se	
  
realizó	
   un	
   ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   la	
   línea	
  
complementada	
   y	
   en	
   la	
   línea	
   control	
   ANKN+LacZ.	
  
Mientras	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  los	
  
mutantes	
   D205A	
   y	
   H230A	
   en	
   la	
   línea	
   control	
  
ANKN+LacZ	
   fueron	
   del	
   46,7%	
   y	
   18,2%,	
  
respectivamente	
   (figura	
   40B),	
   muy	
   similares	
   a	
   los	
  
niveles	
   encontrados	
   en	
   la	
   línea	
   sin	
   complementar	
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(43%	
  y	
  18%,	
  respectivamente),	
   la	
  movilidad	
  relativa	
  
en	
   la	
   línea	
   complementada	
   ANKN+FANCI	
   descendió	
  
hasta	
   un	
   15,8%	
   en	
   el	
   caso	
   del	
  mutante	
  D205A,	
   y	
   se	
  
observó	
  una	
  ligera	
  reducción,	
  de	
  hasta	
  el	
  12,7%,	
  en	
  el	
  
mutante	
  H230A	
  (figura	
  40B).	
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A)	
  

	
  
B)	
  

	
  
	
  
Figura	
   40.	
   Complementación	
   de	
   los	
   fibroblastos	
  
de	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  ANKN	
  con	
  el	
  gen	
  FANCI.	
  A)	
  
Ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
   Mitomicina	
   C.	
   La	
   línea	
   control	
  
ANKN+LacZ	
   no	
  mostró	
   corrección	
   de	
   la	
   sensibilidad	
   a	
  MMC	
   al	
  
compararla	
   con	
   la	
   línea	
   ANKN,	
   mientras	
   que	
   la	
   línea	
  
complementada	
  con	
  FANCI	
  muestra	
  una	
  corrección	
  parcial	
  de	
  la	
  
sensibilidad	
  a	
  MMC,	
  aumentando	
  la	
  resistencia	
  del	
  25%	
  hasta	
  el	
  
72%	
   a	
   una	
   dosis	
   de	
   100nM	
   de	
   MMC.	
   B)	
   Ensayo	
   de	
  
retrotransposición.	
  La	
  complementación	
  de	
  la	
  línea	
  ANKN	
  con	
  
el	
  gen	
  FANCI	
  corrige	
  los	
  niveles	
  de	
  movilidad	
  de	
  los	
  mutantes	
  en	
  
el	
  dominio	
  endonucleasa	
  de	
  L1,	
  disminuyendo	
   la	
  movilidad	
  del	
  
mutante	
  D205A	
  del	
  43-­‐46%	
  en	
  la	
  línea	
  afectada	
  y	
  la	
  línea	
  control	
  
hasta	
   un	
   15,8%	
   en	
   la	
   línea	
   complementada,	
   y	
   la	
  movilidad	
   del	
  
mutante	
  H230A	
  desde	
  un	
  18%	
  hasta	
  un	
  12,7%	
  (datos	
  corregidos	
  
según	
  eficiencia	
  de	
  transfección).	
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5.5.-­‐	
   Recuperación	
   y	
   caracterización	
   de	
  
eventos	
  de	
  retrotransposición.	
  
	
  

Las	
   inserciones	
   originadas	
   por	
   la	
   vía	
   de	
  
retrotransposición	
  independiente	
  de	
  la	
  endonucleasa	
  
o	
   vía	
   de	
   retrotransposición	
   ENi,	
   se	
   encontraron	
  
previamente	
   al	
   estudiar	
   células	
   deficientes	
   en	
   la	
   vía	
  
de	
   reparación	
  del	
  DNA	
  por	
   la	
   unión	
  de	
   extremos	
  no	
  
homólogos	
  (o	
  NHEJ,	
  de	
  Non-­‐Homologous	
  End	
  Joining).	
  
Estas	
   inserciones	
   originadas	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   fueron	
  
caracterizadas	
   por	
   los	
   autores	
   que	
   las	
   descubrieron	
  
(Gilbert	
   et	
   al,	
   2005;	
   Morrish	
   et	
   al,	
   2002;	
   Morrish	
   &	
  
García-­‐Pérez	
   et	
   al,	
   2007),	
   y	
   se	
  describió	
   la	
   aparición	
  
de	
   determinadas	
   características	
   que	
   no	
   se	
   habían	
  
encontrado	
   previamente	
   en	
   las	
   inserciones	
   de	
   L1s	
  
salvajes.	
  

Así,	
   las	
   características	
   de	
   las	
   inserciones	
  
producidas	
   por	
   elementos	
   salvajes	
   mediante	
   la	
   vía	
  
clásica,	
   descritas	
   también	
   en	
   el	
   apartado	
   2	
   de	
  
introducción,	
  son:	
  
-­‐	
  Truncación	
  en	
  5’	
  de	
  la	
  secuencia	
  del	
  elemento.	
  
-­‐	
  Presencia	
  de	
  una	
  cola	
  de	
  poliA	
  en	
  la	
  región	
  3´	
  de	
  la	
  
inserción,	
   inmediatamente	
   aguas	
   arriba	
   de	
   la	
   región	
  
genómica.	
  
-­‐	
   Aparición	
   de	
   duplicaciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
  
(TSDs)	
  de	
  tamaño	
  variable,	
  de	
  2	
  a	
  20	
  pares	
  de	
  bases.	
  
-­‐	
   La	
   integración	
   se	
  produce	
   en	
   la	
   secuencia	
  de	
   corte	
  
consenso	
   reconocida	
   por	
   la	
   endonucleasa	
   de	
   L1	
   (5’-­‐
TTTT/A-­‐3’),	
  o	
  una	
  secuencia	
  similar	
  a	
  ésta.	
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Por	
   otra	
   parte,	
   las	
   características	
   de	
   las	
  
inserciones	
   producidas	
   por	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa	
  mediante	
   la	
  vía	
  ENi,	
  descritas	
   también	
  
previamente	
  en	
  el	
  apartado	
  2	
  de	
  introducción,	
  son:	
  	
  
-­‐	
  Truncación	
  en	
  5’	
  de	
  la	
  secuencia	
  del	
  elemento.	
  
-­‐	
   Presencia	
   de	
   la	
   cola	
   de	
   poliA	
   o	
   ausencia	
   de	
   ésta,	
  
pudiendo	
  aparecer	
  truncaciones	
  en	
   la	
  región	
  3’	
  de	
   la	
  
secuencia	
  del	
  elemento.	
  
-­‐	
   Alteraciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción,	
   destacando	
  
deleciones	
  del	
  sitio	
  diana	
  asociadas	
  a	
  la	
  inserción.	
  	
  
-­‐	
   La	
   integración	
   se	
   produce	
   en	
   sitios	
   aleatorios	
   en	
  
secuencias	
  atípicas,	
  diferentes	
  a	
  la	
  consenso.	
  
-­‐	
   Las	
   inserciones	
   pueden	
   aparecer	
   acompañadas	
   de	
  
pequeñas	
  secuencias	
  que,	
  aparentemente,	
  derivan	
  de	
  
cDNAs	
  endógenos.	
  	
  

	
   	
  
Con	
   el	
   fin	
   de	
   caracterizar	
   las	
   inserciones	
  

originadas	
  por	
  la	
  vía	
  ENi	
  en	
  las	
  células	
  deficientes	
  en	
  
FA,	
  así	
  como	
  para	
  determinar	
  si	
  éstas	
  se	
  ajustan	
  a	
  las	
  
características	
   previamente	
   descritas,	
   se	
   realizaron	
  
experimentos	
  de	
   retrotransposición	
   con	
   el	
   casete	
  de	
  
recuperación	
   de	
   inserciones	
   (recovery).	
   Además	
   de	
  
caracterizar	
  inserciones	
  producidas	
  por	
  la	
  vía	
  ENi	
  en	
  
las	
  líneas	
  celulares	
  que	
  presentaron	
  movilidad	
  de	
  los	
  
mutantes	
   de	
   endonucleasa	
   (VH4,	
   CLV5B,	
   ANKN	
   y	
  
PD20F),	
   se	
   caracterizaron	
   inserciones	
   de	
   elementos	
  
salvajes	
   en	
   todas	
   las	
   líneas	
   celulares	
   de	
   FA	
   (VH4,	
  
CLV5B,	
  ANKN,	
  PD20F,	
  GM16635	
  y	
  VU423).	
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5.5.1.-­‐	
  Eventos	
  de	
  retrotransposición	
  recuperados	
  
en	
  células	
  de	
  hámster.	
  

	
  
Cuando	
  se	
  finalizó	
  el	
  estudio,	
  se	
  caracterizaron	
  

completamente	
   un	
   total	
   de	
   22	
   inserciones	
   de	
   líneas	
  
de	
  hámster	
  deficientes	
  en	
  FA	
  (tabla	
  8),	
  11	
  inserciones	
  
producidas	
  por	
  el	
  elemento	
  salvaje	
  (vía	
  TPRT	
  clásica)	
  
y	
  11	
   inserciones	
  de	
  mutantes	
  D205A	
  producidas	
  por	
  
la	
   vía	
   independiente	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   (ENi),	
  
provenientes	
   de	
   las	
   líneas	
   CLV5B	
   y	
   VH4,	
   deficientes	
  
en	
   FANCC	
   y	
   FANCA,	
   respectivamente.	
   Las	
  
características	
   encontradas	
   al	
   analizar	
   estas	
  
inserciones	
  se	
  resumen	
  en	
  la	
  tabla	
  9.	
  

Las	
   22	
   inserciones	
   caracterizadas	
   poseían	
   las	
  
características	
   indicativas	
   de	
   eventos	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  novo,	
  es	
  decir,	
  presentaban	
  una	
  
cola	
   de	
   poliA,	
   el	
   gen	
   de	
   resistencia	
   a	
   neomicina	
   sin	
  
intrón	
  y	
  el	
  origen	
  de	
  replicación	
  bacteriano.	
  

	
  
5.5.1.1.-­‐	
   Inserciones	
   recuperadas	
   de	
   elementos	
  
mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  (D205A)	
  

Al	
   analizar	
   las	
   características	
   de	
   las	
  
inserciones	
   obtenidas	
   de	
   elementos	
   mutantes	
   en	
   el	
  
dominio	
  endonucleasa,	
  pudimos	
  apreciar	
  la	
  aparición	
  
de	
   las	
   duplicaciones	
   del	
   sitio	
   diana	
   o	
   TSDs	
   (Target	
  
Site	
   Duplications)	
   características	
   de	
   inserciones	
   de	
  
LINE-­‐1	
   (2-­‐20pb	
   aproximadamente)	
   en	
   2	
   de	
   los	
   11	
  
casos,	
   y	
   de	
   acuerdo	
   con	
   la	
   observación	
   de	
   que	
   las	
  
inserciones	
  producidas	
  por	
  esta	
  vía	
  se	
  pueden	
  asociar	
  
a	
  alteraciones	
  del	
  sitio	
  de	
  integración,	
  se	
  encontraron	
  
2	
   casos	
   de	
   deleciones	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
   inserción,	
   con	
  
distinta	
  longitud,	
  una	
  en	
  CLV5B	
  y	
  otra	
  en	
  VH4,	
  de	
  4	
  y	
  
126	
  pares	
  de	
  bases,	
  respectivamente.	
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Sorprendentemente,	
   las	
   7	
   inserciones	
  
restantes	
   (2	
  de	
  CLV5B	
  y	
  5	
  de	
  VH4)	
  presentaron	
  una	
  
característica	
   no	
   descrita	
   hasta	
   la	
   fecha	
   para	
   las	
  
inserciones	
   de	
   L1,	
   la	
   presencia	
   de	
   TSDs	
   de	
   una	
  
longitud	
   inusualmente	
   larga,	
   concretamente	
  
comprendidas	
   entre	
   45	
   y	
   257	
   pares	
   de	
   bases	
   (tabla	
  
8),	
   muy	
   superiores	
   a	
   las	
   2-­‐25	
   pares	
   de	
   bases	
  
esperadas.	
  
	
  
5.5.1.2.-­‐	
   Inserciones	
   recuperadas	
   de	
   elementos	
  
salvajes	
  (WT)	
  

Aún	
  más	
  sorprendente	
  fue	
  comprobar	
  que,	
  de	
  
las	
  11	
  inserciones	
  obtenidas	
  de	
  los	
  elementos	
  salvajes	
  
(WT),	
  tan	
  sólo	
  6	
  presentaban	
  las	
  TSDs	
  características;	
  
de	
   los	
   cinco	
   casos	
   restantes,	
   dos	
   presentaron	
  
deleciones	
  cortas	
  del	
  sitio	
  de	
  inserción	
  (de	
  2	
  y	
  4pb),	
  y	
  
en	
   los	
   tres	
   últimos	
   casos	
   se	
   comprobó	
   de	
   nuevo	
   la	
  
aparición	
  de	
  TSDs	
  inusualmente	
  largas,	
  llegando	
  a	
  las	
  
818	
  pares	
  de	
  bases	
  en	
  una	
  de	
  ellas	
  (tabla	
  8).	
  	
  

Se	
   encontraron	
   también,	
   entre	
   estas	
  
inserciones	
   obtenidas	
   de	
   elementos	
   salvajes,	
   dos	
  
casos	
   de	
   eventos	
   que	
   presentaban	
   “twin	
   priming”,	
  
caracterizados	
   por	
   presentar	
   un	
   fragmento	
   de	
  
secuencia	
  de	
  L1	
  en	
  posición	
  invertida	
  con	
  respecto	
  al	
  
resto	
  de	
  la	
  inserción	
  y	
  la	
  cola	
  de	
  poliA;	
  una	
  de	
  las	
  dos	
  
inserciones	
  apareció	
  asociada	
  a	
  una	
  deleción	
  de	
  4pb	
  
del	
   sitio	
   de	
   inserción,	
   y	
   la	
   otra	
   presentaba	
   una	
   TSD	
  
normal	
  de	
  13pb.	
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Tabla	
   8.	
   Inserciones	
   recuperadas	
   en	
   las	
   líneas	
  
celulares	
   de	
  Hámster.	
  De	
  izquierda	
  a	
  derecha	
  se	
  indican:	
  
número	
  de	
  inserción	
  o	
  clon	
  recuperado;	
  línea	
  parental;	
  sublínea	
  
de	
   la	
   que	
   se	
   obtuvo	
   la	
   inserción;	
   enzima	
   utilizada	
   para	
  
recuperarla;	
  longitud	
  de	
  la	
  TSD	
  o	
  deleción,	
  indicando	
  en	
  azul	
  las	
  
TSDs	
  de	
   longitud	
  normal	
  (1-­‐25pb	
  o	
  “blunt”	
  para	
  0bp),	
  en	
  verde	
  
las	
  TSDs	
  largas	
  (más	
  de	
  25pb)	
  y	
  en	
  rojo	
  las	
  deleciones	
  en	
  el	
  sitio	
  
de	
   inserción;	
   longitud	
  de	
   la	
  cola	
  de	
  poliA;	
  posición	
  nucleotídica	
  
de	
  L1	
  en	
  la	
  que	
  se	
  truncó	
  la	
  retrotransposición	
  del	
  elemento,	
  en	
  
morado	
   y	
   anotadas	
   como	
   “INV”	
   se	
   indican	
   las	
   inserciones	
   que	
  
presentaron	
   truncación	
   e	
   inversión	
   (“twin	
   priming”),	
  
indicándose	
  en	
  estos	
  casos	
  además	
  las	
  posiciones	
  de	
  inicio	
  y	
  fin	
  
de	
   la	
   secuencia	
   invertida	
   del	
   L1;	
   por	
   último,	
   se	
   indica	
   la	
  
localización	
  genómica	
  en	
  la	
  que	
  se	
  produjo	
  la	
  inserción,	
  referida	
  
a	
   GenBank,	
   ya	
   que	
   el	
   genoma	
   de	
   Hámster	
   no	
   se	
   había	
  
ensamblado	
   por	
   completo	
   en	
   el	
   momento	
   en	
   el	
   que	
   se	
   realizó	
  
este	
  estudio.	
  	
  
	
  

Nº de 
inserción 

Línea  
parental Sublínea Enzima 

Tamaño de la 
TSD  

o deleción 

Longitud de 
 poliA 

Truncación de L1 
(o Truncación/

Inversión) 

Localización 
genómica 

13 CLV5B WT2 HIND3 238bp A64 5777 gb|AFTD01095272.1 

54 CLV5B WT8 HIND3 DEL 4bp A81 5697 gb|AFTD01094172.1 

19 CLV5B ENM5 SSP1 119bp A46 En gen NEO gb|AFTD01061190.1 

55 CLV5B ENM3 SSP1 DEL 4bp A57 5711 gb|AFTD01038924.1 

90 CLV5B EN2 HIND3 79bp A40 5640 gb|AFTD01017779.1 

57 VH4 WT13 HIND3 818bp A95 5526 gb|AFTD01027876.1 

58 VH4 WT14 HIND3 15bp A57 5431 gb|AFTD01006972.1 

60 VH4 WT8 HIND3 18bp A40 En gen NEO gb|AFTD01010549.1 

61 VH4 WT1 HIND3 102bp A65 5641 gb|AFTD01027694.1 

64 VH4 WT9 SSP1 14bp A104 5799 gb|AFTD01012164.1 

65 VH4 WT11 SSP1 DEL 2bp A69 T5300 
INV5075-5330 gb|AFTD01050786.1 

94 VH4 WT2 BGL2 6bp A60 5859 gb|AFTD01108074.1 

96 VH4 WT4 BGL2 13bp A77 T4930 
INV4081-4944 gb|AFTD01046921.1  

97 VH4 WT6 BGL2 BLUNT A70 5647 gb|AFTD01081900.1 

66 VH4 EN1 HIND3 DEL 126bp A47-G3-A21 5855 gb|AFTD01099863.1 

68 VH4 EN3 HIND3 9bp A51 5642 gb|AFTD01109475.1 

70 VH4 EN6 HIND3 70bp A39 5833 gb|AFTD01059582.1 

71 VH4 EN14 HIND3 45bp A37 5928 gb|AFTD01138028.1 

73 VH4 EN8 HIND3 257bp A83 5517 gb|AFTD01075553.1 

76 VH4 EN13 HIND3 80bp A109 4736 gb|AFTD01021298.1 
100 VH4 EN2 BGL2 232bp A46 5427 gb|AFTD01016371.1 

101 VH4 EN4 BGL2 16bp A116 5366 gb|AFTD01003757.1 
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Tabla	
   9.	
   Características	
   de	
   las	
   inserciones	
  
recuperadas	
   en	
   las	
   líneas	
   celulares	
   de	
   Hámster.	
  	
  	
  
Se	
  indica	
  la	
  línea	
  parental	
  de	
  procedencia	
  y	
  el	
  elemento	
  del	
  que	
  
se	
   obtuvo	
   la	
   inserción:	
  WT	
  para	
   los	
   eventos	
  que	
   se	
   obtuvieron	
  
de	
  un	
  elemento	
  salvaje	
  (Wild	
  type)	
  y	
  ENi	
  para	
  los	
  que	
  proceden	
  
de	
   un	
   evento	
   de	
   retrotransposición	
   independiente	
   de	
  
endonucleasa	
   (mutantes	
   D205A	
   del	
   dominio	
   endonucleasa	
   en	
  
todos	
  los	
  casos).	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

58%$25%$

17%$

Inserciones)de)elementos)WT)en)
células)de)Hámster)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

18%$

64%$

18%$

Inserciones)por)la)vía)ENi)en)células)
de)Hámster)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

39%$

44%$

17%$

Inserciones)en)células)de)Hámster)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$inserción$

Inserciones de  
las líneas 

TSDs normales  
o no TSD TSDs largas Deleción en el sitio 

de inserción Número total 

CL-V5B WT 0 1 1 2 
CL-V5B ENi 0 2 1 3 

VH4 WT 6 2 1 9 
VH4 ENi 2 5 1 8 



	
   182	
  

5.5.2.-­‐	
   Eventos	
   de	
   retrotransposición	
  
recuperados	
  en	
  fibroblastos	
  humanos.	
  
	
  

Se	
   caracterizaron	
   un	
   total	
   de	
   38	
   inserciones	
  
obtenidas	
   en	
   las	
   líneas	
   procedentes	
   de	
   fibroblastos	
  
deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  FA.	
  Todas	
  ellas	
  presentaron	
  las	
  
características	
   indicativas	
   de	
   eventos	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  novo,	
  como	
  son	
  la	
  presencia	
  de	
  
una	
   cola	
   de	
   poliA	
   y	
   del	
   origen	
   de	
   replicación	
  
bacteriano	
   y	
   el	
   gen	
   NEO	
   sin	
   el	
   intrón.	
   Las	
  
características	
   de	
   las	
   inserciones	
   se	
   resumen	
   en	
   la	
  
tabla	
  12.	
  
	
  
5.5.2.1.-­‐	
   Inserciones	
   recuperadas	
   de	
   elementos	
  
mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  endonucleasa	
  (D205A)	
  

Debido	
   a	
   la	
   enorme	
   dificultad	
   para	
   obtener	
  
sublíneas	
   que	
   acomodaran	
   la	
   movilización	
   de	
  
mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   en	
   las	
   líneas	
  
parentales	
  VU-­‐423	
  y	
  GM-­‐16635,	
  ya	
  que	
  presentan	
  un	
  
nivel	
   muy	
   bajo	
   o	
   casi	
   inexistente	
   de	
  
retrotransposición	
  por	
   la	
  vía	
  ENi,	
   sólo	
  se	
  obtuvieron	
  
inserciones	
   de	
   elementos	
   salvajes	
   para	
   estas	
   líneas	
  
(tabla	
  11),	
  concretamente	
  ocho	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  ellas,	
  
las	
   veintidós	
   inserciones	
   restantes	
   caracterizadas	
  
pertenecen	
  a	
   las	
   líneas	
  PD20F	
  y	
  ANKN,	
  de	
   las	
  cuales	
  
diez	
   se	
   obtuvieron	
   de	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa	
  y	
  doce	
  de	
  elementos	
  WT	
  (tabla	
  10).	
  	
  

De	
   las	
   inserciones	
   que	
   se	
   produjeron	
   	
   por	
   la	
  
vía	
   ENi,	
   cuatro	
   presentaron	
   las	
   TSDs	
   típicas	
   de	
  
longitud	
   normal	
   (0-­‐25pb),	
   mientras	
   que	
   se	
  
encontraron	
   cuatro	
   inserciones	
   asociadas	
   a	
  
deleciones	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
   inserción	
   y,	
   por	
   último,	
   las	
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dos	
  inserciones	
  restantes	
  presentaron	
  de	
  nuevo	
  TSDs	
  
largas,	
  de	
  27	
  y	
  47pb.	
  
	
  

	
  
	
  
Tabla	
   10.	
   Inserciones	
   recuperadas	
   en	
   las	
   líneas	
  
celulares	
   humanas	
   PD20F	
   y	
   ANKN.	
   De	
   izquierda	
   a	
  
derecha	
   se	
   indican:	
   número	
   de	
   inserción	
   o	
   clon	
   recuperado;	
  
línea	
  parental;	
  sublínea	
  de	
  la	
  que	
  se	
  obtuvo	
  la	
  inserción;	
  enzima	
  
utilizada	
   para	
   recuperarla;	
   longitud	
   de	
   la	
   TSD	
   o	
   deleción,	
  
indicando	
  en	
  azul	
  las	
  TSDs	
  de	
  longitud	
  normal	
  (1-­‐25pb	
  o	
  “blunt”	
  
para	
  0bp),	
  en	
  verde	
  las	
  TSDs	
  largas	
  (más	
  de	
  25pb)	
  y	
  en	
  rojo	
  las	
  
deleciones	
  en	
  el	
   sitio	
  de	
   inserción;	
   longitud	
  de	
   la	
  cola	
  de	
  poliA,	
  
posición	
   nucleotídica	
   de	
   L1	
   en	
   la	
   que	
   se	
   truncó	
   la	
  
retrotransposición	
  del	
  elemento,	
  en	
  azul	
  y	
  anotadas	
  como	
  “INV”	
  
se	
   indica	
  una	
   inserción	
  que	
  presentó	
   twin	
  priming,	
   indicándose	
  
las	
  posiciones	
  de	
  inicio	
  y	
  fin	
  de	
  la	
  secuencia	
  invertida	
  del	
  L1;	
  por	
  
último,	
   se	
   indica	
   la	
   localización	
   cromosómica	
   en	
   la	
   que	
   se	
  
produjo	
  la	
  inserción.	
  
	
  
	
  

Nº de 
inserción 

Línea  
parental Sublínea Enzima 

Tamaño de la  
TSD  

o deleción 

Longitud de 
 poliA 

Truncación de 
L1 

Localización 
cromosómica 

1 PD20F WT2 HIND3 BLUNT A99 En gen NEO 15q21.1 
3 PD20F WT6 HIND3 BLUNT A74 5922 18q12.2 
5 PD20F WT6 HIND3 38bp A135 5435 8p11.22 

39 PD20F WT7 HIND3 23bp A44 5276 4q26 
40 PD20F WT7 HIND3 53bp A26 5940 5p12 
44 PD20F WT11 HIND3 10bp A82 5445 14q24.3 
7 PD20F EN2B HIND3 DEL 3bp A91 5667 3q23 

47 PD20F EN30B HIND3 27bp A73 5477 20q13.2 
79 PD20F EN22B BGL2 47bp A35 5969 Yp11.2 
80 PD20F EN13B BGL2 DEL 25bp A83 3321 5q11.2 

21 ANKN WT7 HIND3 DEL 6bp A159 4557 4q31.3 
22 ANKN WT2 HIND3 DEL 3bp A21 5671 2p25.1 

24 ANKN WTM2 SSP1 11bp A86 T5254 
INV1736-1778 6q21 

84 ANKN WT2B BGL2 16bp A37 5553 13q31.1 
85 ANKN WT14 BGL2 DEL 5-10bp A68 5574 3p14.3 
162 ANKN WT16C HIND3 DEL 7bp A27 3853 4q26 
30 ANKN EN4 HIND3 4bp A60 4179 11q21 
31 ANKN EN1 SSP1 1bp A37 5092 4p15.2 
33 ANKN ENM2 SSP1 BLUNT A27 5352 2q23.3 
34 ANKN EN9B HIND3 DEL 4928bp A32 5834 11p11.2 
35 ANKN EN17B HIND3 1bp A69 5455 12q14.3 

166 ANKN EN11D HIND3 DEL 291bp A7  5507 12q14.3 
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5.5.2.2.-­‐	
   Inserciones	
   recuperadas	
   de	
   elementos	
  
salvajes	
  (WT)	
  

Al	
   analizar	
   las	
   inserciones	
   obtenidas	
   de	
  
elementos	
   salvajes	
   en	
   las	
   líneas	
   deficientes	
   en	
  
FANCD2	
   (PD20F)	
   y	
   FANCI	
   (ANKN),	
   se	
   volvió	
   a	
  
comprobar	
   la	
   escasa	
   representación	
   de	
   inserciones	
  
normales,	
  y	
  tan	
  sólo	
  un	
  50%	
  de	
  los	
  eventos	
  totales	
  (6	
  
eventos	
   de	
   los	
   12)	
   presentaron	
   TSDs	
   de	
   longitud	
  
normal.	
  4	
  inserciones	
  estaban	
  asociadas	
  a	
  deleciones	
  
del	
   sitio	
   de	
   inserción	
   y,	
   de	
   nuevo,	
   2	
   inserciones	
  
presentaron	
   TSDs	
   largas,	
   concretamente	
   de	
   38	
   y	
  
53pb	
  (tabla	
  10).	
  

La	
   mayor	
   sorpresa	
   apareció	
   al	
   analizar	
   las	
  
inserciones	
   de	
   elementos	
   salvajes	
   en	
   las	
   líneas	
  
deficientes	
  en	
  BRCA2	
  (VU-­‐423)	
  y	
  FANCG	
  (GM-­‐16635).	
  
Se	
  esperaba	
  encontrar	
  TSDs	
  de	
  longitud	
  normal,	
  pero	
  
sólo	
  aparecieron	
  en	
  ocho	
  de	
  las	
  dieciséis	
  inserciones,	
  
las	
   ocho	
   restantes	
   presentaron,	
   al	
   igual	
   que	
   otras	
  
líneas	
   FA,	
   deleciones	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
   inserción	
   con	
   un	
  
tamaño	
   variable,	
   desde	
   tan	
   sólo	
   1	
   nucleótido	
   hasta	
  
una	
   deleción	
   de	
   tamaño	
   significativo,	
   de	
   más	
   de	
  
400kb,	
  en	
  una	
  sublínea	
  de	
  GM-­‐16635.	
  En	
  estas	
  líneas	
  
no	
   se	
   encontró	
   la	
   presencia	
   de	
   TSDs	
   largas	
   en	
  
ninguno	
  de	
   los	
  casos	
  hasta	
  el	
  momento	
  de	
  presentar	
  
este	
  estudio	
  (tabla	
  11).	
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Tabla	
   11.	
   Inserciones	
   recuperadas	
   en	
   las	
   líneas	
  
celulares	
  humanas	
  VU-­‐423	
  y	
  GM-­‐16635.	
  De	
  izquierda	
  
a	
   derecha	
   se	
   indican:	
   número	
   de	
   inserción	
   o	
   clon	
   recuperado;	
  
línea	
  parental;	
  sublínea	
  de	
  la	
  que	
  se	
  obtuvo	
  la	
  inserción;	
  enzima	
  
utilizada	
   para	
   recuperarla;	
   longitud	
   de	
   la	
   TSD	
   o	
   deleción,	
  
indicando	
   en	
   azul	
   las	
   TSDs	
   de	
   longitud	
   normal	
   (1-­‐25pb)	
   y	
   en	
  
rojo	
  las	
  deleciones	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción;	
  longitud	
  de	
  la	
  cola	
  de	
  
poliA,	
   posición	
   nucleotídica	
   de	
   L1	
   en	
   la	
   que	
   se	
   truncó	
   la	
  
retrotransposición	
  del	
  elemento,	
  en	
  azul	
  y	
  anotadas	
  como	
  “INV”	
  
se	
  indica	
  una	
  inserción	
  que	
  presentó	
  “twin	
  priming”,	
  indicándose	
  
las	
  posiciones	
  de	
  inicio	
  y	
  fin	
  de	
  la	
  secuencia	
  invertida	
  del	
  L1;	
  por	
  
último,	
   se	
   indica	
   la	
   localización	
   cromosómica	
   en	
   la	
   que	
   se	
  
produjo	
  la	
  inserción.	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Nº de inserción Línea  
parental Sublínea Enzima 

Tamaño de la  
TSD  

o deleción 

Longitud de 
 poliA 

Truncación de 
L1 

Localización 
cromosómica 

103 VU-423 WT1 HIND3 DEL 9bp A99 5966 4q32.3 
106 VU-423 WT6 HIND3 DEL 19bp A113 5483 12q23.1 
108 VU-423 WT8 HIND3 11bp  A79 5711 5q31.3 
109 VU-423 WT9 HIND3 DEL 7bp A94 5868 6q15 
111 VU-423 WT12 HIND3 8bp A64 5524 20p11.21 
134 VU-423 WT2 SSP1 6bp A70 4930 15q15.2 
135 VU-423 WT3 SSP1 14bp A32 4573 12q13.13 
136 VU-423 WT3 SSP1 DEL 3760 A39 5445 16p13.11 

114 GM-16635 WT13 HIND3 4bp A28 5911 2q21.1 
115 GM-16635 WT8 HIND3 DEL 11bp A36 5857 12q14.1 

117 GM-16635 WT8 HIND3 12bp A84 T5613 
INV3688-3859 11q14.2 

149 GM-16635 WT9 SSP1 15bp A72 5009 20p12.3 
150 GM-16635 WT9 SSP1 DEL 1bp A66 5851 11p15.1 
151 GM-16635 WT6 SSP1 3bp A58 5531 1p34.2 

153 GM-16635 WT5 SSP1 DEL 404098bp A36 5622 8p22 

154 GM-16635 WT5 SSP1 DEL 14172bp A35 5332 17q24.1-17q23.3 



	
   186	
  

	
  

	
  
	
  
Tabla	
   12.	
   Características	
   de	
   las	
   inserciones	
  
recuperadas	
   en	
   las	
   líneas	
   celulares	
   derivadas	
   de	
  
fibroblastos	
   humanos.	
   Se	
   indica	
   la	
   línea	
   parental	
   de	
  
procedencia	
   y	
   el	
   elemento	
   del	
   que	
   se	
   obtuvo	
   la	
   inserción:	
  WT	
  
para	
   los	
   eventos	
   que	
   se	
   obtuvieron	
   de	
   un	
   elemento	
   salvaje	
  
(“Wild	
   type”)	
   y	
   ENi	
   para	
   los	
   que	
   proceden	
   de	
   un	
   evento	
   de	
  
retrotransposición	
   independiente	
   de	
   endonucleasa	
   (mutantes	
  
D205A	
  del	
  dominio	
  endonucleasa	
  en	
  todos	
  los	
  casos).	
  	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

50%$

7%$

43%$

Inserciones)de)elementos)WT)en)
fibroblastos)FA)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

50%$

17%$

33%$

Inserciones)de)elementos)WT)en)
FANCD29)y)FANCI9)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

47%$

11%$

42%$

Todas)las)inserciones)en))
fibroblastos)FA)

TSDs$normales$o$no$
TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

40%$

20%$

40%$

Inserciones)por)la)vía)ENi)en))
FANCD29)y)FANCI9)

TSDs$normales$o$no$TSDs$

TSDs$largas$

Deleción$en$el$si7o$de$
inserción$

Inserciones de las 
líneas 

TSDs normales  
o no TSD TSDs largas Deleción en el sitio 

de inserción TOTAL 

PD20F WT 4 2 0 6 
PD20F ENi 0 2 2 4 
ANKN WT 2 0 4 6 
ANKN ENi 4 0 2 6 
VU-423 WT 4 0 4 8 

GM-16635 WT 4 0 4 8 
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5.5.3.-­‐	
   Análisis	
   de	
   las	
   inserciones	
   anómalas	
  
recuperadas	
   en	
   líneas	
   celulares	
  deficientes	
   en	
   la	
  
ruta	
  FA.	
  
	
  
5.5.3.1.-­‐	
   Inserciones	
   con	
   TSDs	
   inusualmente	
  
largas.	
   	
  

Un	
   64%	
   de	
   las	
   inserciones	
   producidas	
   por	
   la	
  
vía	
   ENi	
   en	
   las	
   líneas	
   de	
   hámster	
   presentaron	
  
duplicaciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
   (TSDs)	
  
inusualmente	
  largas,	
  llegando	
  incluso	
  hasta	
  818	
  pares	
  
de	
  bases.	
  	
  

En	
   las	
   líneas	
   humanas	
   el	
   porcentaje	
   de	
  
inserciones	
   producidas	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   que	
  
presentaron	
   estas	
   TSDs	
   largas	
   se	
   situó	
   en	
   un	
   20%,	
  
con	
  una	
  longitud	
  máxima	
  de	
  53	
  pares	
  de	
  bases.	
   	
  

El	
   porcentaje	
   de	
   inserciones	
   mediadas	
   por	
  
elementos	
   salvajes	
   presentando	
   TSDs	
   largas	
   fue	
   del	
  
25%	
   en	
   líneas	
   de	
   hámster	
   y	
   del	
   17%	
   en	
   las	
   líneas	
  
humanas.	
  	
   	
  

En	
   la	
   figura	
   41	
   se	
   muestra,	
   como	
   ejemplo	
  
representativo	
   de	
   este	
   tipo	
   de	
   eventos,	
   la	
   inserción	
  
número	
  100,	
   obtenida	
  de	
   la	
   línea	
  VH4,	
   con	
  una	
  TSD	
  
de	
  232pb.	
  	
  
	
  

	
  
Figura	
   41.	
   Ejemplo	
   de	
   inserción	
   con	
   TSDs	
  
inusualmente	
   largas.	
   Representación	
   gráfica	
   de	
   la	
  
caracterización	
  de	
  la	
  inserción	
  número	
  100,	
  con	
  una	
  TSD	
  de	
  232	
  
pb.	
   Se	
   muestran	
   los	
   nucleótidos	
   que	
   flanquean	
   la	
   inserción,	
  
indicándose	
   el	
   punto	
   de	
   truncación	
   de	
   la	
   secuencia	
   de	
   L1,	
   la	
  

NEO 

ColE1 L1 A~47 

SITIO DIANA  

5427%

-AGCAACAAATGCTTCCTGTGTGTGGTTCTACAGGAATTTTATGCC 
TATTTAGGCAAAGATACACACATCTACAGATTATATAAAAGCTTA 
TGCACTGTATCATTCTCATGCATCTTGGTATTTCACTTAAAAATC 
TAATTTGTGAGCCGGGGAGATGACTCTTTCAGAAAAAGGTTTGTC 
ATACAAGCACGAAGATTCTAAAAGATTCTAAAAGCCATGTAAGTA 
AGTCAAGcacagggacatgtgcctgtaaccccggtg 
 
 

CttcttagcttccccgacaatatgttattttccaagAGCAACAA 
ATGCTTCCTGTGTGTGGTTCTACAGGAATTTTATGCCTATTTAGG 
CAAAGATACACACATCTACAGATTATATAAAAGCTTATGCACTGT 
ATCATTCTCATGCATCTTGGTATTTCACTTAAAAATCTAATTTGT 
GAGCCGGGGAGATGACTCTTTCAGAAAAAGGTTTGTCATACAAGC 
ACGAAGATTCTAAAAGATTCTAAAAGCCATGTAAGTAAGTCAAG- 

5�- ccaagAGCAACAAA 
    ggttcTCGTTGTTT-5� 

232bp%TSD%Nº 100 (L1%D205A)%
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longitud	
  de	
   la	
  cola	
  de	
  poliA	
  y	
  el	
   sitio	
  diana	
   (o	
  pre-­‐integración).	
  
En	
  verde	
  se	
  indican	
  los	
  nucleótidos	
  duplicados	
  a	
  ambos	
  lados	
  de	
  
la	
   inserción.	
   Al	
   tratarse	
   de	
   genoma	
   de	
   hámster	
   no	
   se	
   puede	
  
determinar	
  su	
  ubicación	
  cromosómica.	
  	
  
	
  
5.5.3.2.-­‐	
   Inserciones	
   asociadas	
   a	
   deleciones	
   en	
   el	
  
sitio	
  de	
  inserción.	
  	
  

Las	
   deleciones	
   cortas,	
   de	
   unos	
   pocos	
  
nucleótidos	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  inserción,	
  se	
  encontraron	
  en	
  
un	
   gran	
   número	
   de	
   las	
   inserciones,	
   apareciendo	
   en	
  
todas	
   las	
   líneas	
   deficientes	
   en	
   FA	
   analizadas;	
  
asimismo,	
  se	
  detectaron	
  varias	
   inserciones	
  asociadas	
  
a	
   deleciones	
   de	
   tamaño	
   considerable	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
  
inserción,	
   desde	
   100	
   pares	
   de	
   bases	
   hasta	
   miles	
   de	
  
pares	
  de	
  bases.	
  

En	
  total,	
  un	
  18%	
  y	
  un	
  40%	
  de	
  las	
  inserciones	
  
producidas	
  por	
   la	
  vía	
  ENi	
  en	
   las	
   líneas	
  de	
  hámster	
  y	
  
humanas,	
  respectivamente,	
  presentaron	
  algún	
  tipo	
  de	
  
deleción	
   del	
   sitio	
   de	
   integración	
   asociada,	
   siendo	
   la	
  
más	
   notable	
   de	
   casi	
   5Kb	
   en	
   una	
   de	
   las	
   inserciones	
  
recuperadas	
  de	
  la	
  línea	
  humana	
  ANKN.	
  

En	
   los	
   eventos	
   producidos	
   por	
   elementos	
  
salvajes,	
  la	
  proporción	
  de	
  deleciones	
  asociadas	
  al	
  sitio	
  
de	
  inserción	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  FA	
  se	
  situó	
  en	
  el	
  
17%	
  en	
  las	
  células	
  de	
  hámster	
  y	
  un	
  43%	
  en	
  las	
  líneas	
  
humanas,	
  encontrándose	
  incluso	
  una	
  deleción	
  de	
  más	
  
de	
  400Kb	
  en	
  la	
  línea	
  VU423.	
  

En	
   la	
   figura	
   42	
   se	
   muestra,	
   como	
   ejemplo	
  
representativo	
   de	
   este	
   tipo	
   de	
   eventos,	
   la	
   inserción	
  
número	
  154,	
  obtenida	
  de	
   la	
   línea	
  GM16635,	
  con	
  una	
  
pérdida	
  de	
  más	
  de	
  14Kb	
  de	
  la	
  secuencia	
  genómica	
  en	
  
el	
   sitio	
   de	
   inserción.	
   Todos	
   estos	
   datos	
   ponen	
   de	
  
manifiesto	
   que	
   la	
   actividad	
   del	
   retroelemento	
   L1	
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puede	
  contribuir	
  a	
  la	
  alta	
  inestabilidad	
  genómica	
  que	
  
presentan	
  estas	
  células	
  humanas.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
Figura	
   42.	
   	
   Ejemplo	
   de	
   Inserción	
   asociada	
   a	
   una	
  
deleción	
   genómica.	
   Representación	
   gráfica	
   de	
   la	
  
caracterización	
   de	
   la	
   inserción	
   recuperada	
   número	
   154.	
   Se	
  
muestra	
   la	
  ubicación	
  genómica	
  de	
   la	
   inserción	
   con	
  una	
   imagen	
  
procedente	
   del	
   Genome	
  Browser,	
   así	
   como	
   los	
   nucleótidos	
   que	
  
flanquean	
  la	
  inserción,	
  indicándose	
  el	
  punto	
  de	
  truncación	
  de	
  la	
  
secuencia	
   de	
   L1	
   y	
   la	
   longitud	
   de	
   la	
   cola	
   de	
   poliA.	
   En	
   la	
   parte	
  
inferior	
   se	
   indica	
   la	
   secuencia	
   de	
   reconocimiento	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
   de	
   L1	
   en	
   el	
   sitio	
   diana,	
   indicándose	
   en	
   rojo	
   el	
  
inicio	
  de	
  la	
  secuencia	
  genómica	
  perdida	
  a	
  causa	
  de	
  la	
  inserción.	
  	
  
	
  
	
  
5.5.3.3.-­‐	
  Inserciones	
  con	
  secuencias	
  de	
  relleno.	
   	
  

Las	
   inserciones	
   acompañadas	
   de	
   pequeñas	
  
secuencias	
  nucleotídicas	
  se	
  han	
  descrito	
  previamente	
  
como	
  parte	
  normal	
  de	
  eventos	
  de	
  retrotransposición	
  
producidos	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   (Morrish	
   et	
   al,	
   2002)	
   y	
  
ocasionalmente	
   en	
   eventos	
   producidos	
   por	
   la	
   vía	
  
clásica	
   (TPRT)	
   (Beck	
   et	
   al,	
   2010);	
   no	
   obstante,	
  
normalmente	
  estas	
  adiciones	
  de	
  material	
  genético	
  no	
  
exceden	
  de	
  unos	
  pocos	
  nucleótidos.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  
inserciones	
   recuperadas	
   en	
   anemia	
   de	
   Fanconi,	
  
pudimos	
   detectar	
   4	
   inserciones	
   que	
   presentaban	
   la	
  
adición	
  de	
  secuencias	
  inusualmente	
  largas	
  de	
  DNA	
  en	
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el	
  extremo	
  5’,	
  en	
  uno	
  de	
  los	
  casos	
  (inserción	
  número	
  
39),	
   como	
   algo	
   curioso,	
   cabe	
   destacar	
   además	
   que	
  
esta	
   secuencia	
   presentaba	
   fragmentos	
   cortos	
  	
  
reestructurados	
  y	
  repetidos	
  en	
  bloques	
  (figura	
  43).	
  

	
  

	
  
	
  
Figura	
   43.	
   Ejemplo	
   de	
   una	
   inserción	
   con	
  
secuencia	
   de	
   relleno.	
   La	
   figura	
   muestra	
   la	
   inserción	
  
recuperada	
   número	
   39.	
   A)	
   Representación	
   gráfica	
   de	
   la	
  
caracterización	
  del	
  evento	
  de	
  retrotransposición.	
  Se	
  muestra	
  
la	
   ubicación	
   genómica	
   de	
   la	
   inserción	
   con	
   una	
   imagen	
  
procedente	
   del	
   Genome	
  Browser,	
   así	
   como	
   los	
   nucleótidos	
   que	
  
flanquean	
  la	
  inserción,	
  indicándose	
  el	
  punto	
  de	
  truncación	
  de	
  la	
  
secuencia	
  de	
  L1	
  y	
  la	
  longitud	
  de	
  la	
  cola	
  de	
  poliA.	
  Los	
  nucleótidos	
  
en	
  verde	
  indican	
  las	
  TSDs	
  y	
  los	
  nucleótidos	
  en	
  azul	
  la	
  secuencia	
  
de	
  relleno	
  ajena	
  al	
  elemento	
  y	
  a	
  la	
  región	
  genómica.	
  En	
  la	
  parte	
  
inferior	
   se	
   indica	
   la	
   secuencia	
   de	
   reconocimiento	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
   de	
   L1	
   en	
   el	
   sitio	
   diana.	
   B)	
   Detalle	
   de	
   la	
  
reorganización	
   del	
   sitio	
   genómico	
   donde	
   se	
   produjo	
   la	
  
inserción.	
   Las	
   letras	
   de	
   cada	
   color	
   indican	
   las	
   secuencias	
  
repetidas,	
   indicando	
   en	
   verde	
   la	
   TSD,	
   en	
   la	
   parte	
   inferior,	
   las	
  
flechas	
   de	
   color	
   indican	
   la	
   posición	
   relativa	
   de	
   las	
   secuencias	
  
repetidas.	
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5.6.-­‐	
   Ensayos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
  
células	
  tratadas	
  con	
  RNAs	
  de	
  interferencia.	
  	
  
	
  

Para	
  poder	
  recapitular	
  de	
  una	
   forma	
  aún	
  más	
  
fidedigna	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   en	
   los	
  
experimentos	
   de	
   retrotransposición	
   en	
   ausencia	
   de	
  
algunas	
  de	
   las	
  proteínas	
  de	
   la	
  ruta	
  FA,	
  recurrimos	
  al	
  
empleo	
   de	
   siRNAs.	
   Esta	
   aproximación	
   presenta	
   dos	
  
ventajas	
   importantes:	
   la	
   primera	
   es	
   que	
   el	
   fondo	
  
genético	
  es	
  idéntico	
  en	
  todas	
  las	
  células	
  tratadas,	
  y	
  la	
  
segunda	
   es	
   que	
   nos	
   permite	
   eliminar	
   de	
   una	
   forma	
  
específica	
  la	
  expresión	
  de	
  una	
  proteína	
  concreta	
  de	
  la	
  
ruta	
   FA.	
   Así,	
   podríamos	
   transfectar	
   las	
   células	
   con	
  
siRNAs	
  frente	
  a	
  los	
  distintos	
  miembros	
  de	
  la	
  ruta	
  FA	
  y	
  
realizaríamos	
   los	
   ensayos	
   de	
   retrotransposición	
  
pertinentes.	
  	
   	
  

Lo	
   primero	
   que	
   hicimos	
   fue	
   optimizar	
   el	
  
periodo	
   de	
   espera	
   desde	
   que	
   se	
   realiza	
   la	
  
cotransfección	
   de	
   los	
   siRNAs	
   y	
   los	
   vectores	
   de	
  
expresión	
   de	
   L1,	
   hasta	
   que	
   se	
   añade	
   el	
   antibiótico	
  
blasticidina	
  al	
  medio	
  para	
  realizar	
  la	
  selección;	
  como	
  
resultado,	
   se	
   puede	
   concluir	
   que	
   la	
   selección	
   con	
  
blasticidina	
  se	
  puede	
  empezar	
  hasta	
  48h	
  después	
  de	
  
la	
  transfección	
  de	
  los	
  vectores	
  de	
  expresión	
  de	
  L1,	
  sin	
  
perder	
  por	
  ello	
  un	
  número	
  notable	
  de	
  colonias	
  al	
  final	
  
del	
  experimento	
  (Figura	
  42).	
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Figura	
   42.	
   Ensayo	
   de	
   retrotransposición	
   con	
  
selección	
   por	
   blasticidina.	
   Se	
   muestra	
   el	
   número	
   de	
  
colonias	
   resultantes	
   tras	
   8	
   días	
   de	
   selección	
   con	
   blasticidina,	
  
añadida	
  a	
  las	
  células	
  a	
  las	
  24,	
  48,	
  72,	
  96	
  o	
  120	
  horas	
  (días	
  1	
  al	
  5)	
  
tras	
  la	
  transfección	
  del	
  vector	
  JJ101/L1.3.	
  En	
  la	
  parte	
  superior,	
  a	
  
la	
   derecha,	
   se	
   muestra	
   también	
   una	
   tinción	
   de	
   las	
   colonias	
  
resultantes	
  de	
  células	
  transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  JJ101/L1.3	
  sin	
  
seleccionar	
  (no	
  blast).	
  

Asimismo,	
   para	
   demostrar	
   que	
   la	
   inhibición	
  
específica	
  de	
   las	
  proteínas	
  FA	
  se	
  produce	
  al	
  usar	
   los	
  
siRNAs	
   y	
   que	
   se	
   reproduce	
   el	
   fenotipo	
   de	
   la	
  
enfermedad,	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   de	
  
resistencia	
   a	
   MMC	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   los	
  
siRNAs	
   (figura	
  43).	
  En	
  concreto	
   se	
  utilizaron	
  siRNAs	
  
para	
  los	
  15	
  miembros	
  de	
  la	
  FA	
  (A,	
  B,	
  C,	
  D1,	
  D2,	
  E,	
  F,	
  G,	
  
I,	
   J,	
   L,	
   M,	
   N,	
   O	
   y	
   P),	
   así	
   como	
   para	
   disminuir	
   otras	
  
proteínas	
   que	
   guardan	
   una	
   estrecha	
   relación	
   con	
   la	
  
ruta	
  FA,	
  concretamente	
   la	
  nucleasa	
  FAN1,	
   la	
  helicasa	
  
BLM,	
  y	
  la	
  plataforma	
  deslizante	
  del	
  DNA	
  PCNA.	
  Como	
  
controles	
   se	
   incluyeron	
   células	
   sin	
   tratar,	
   células	
  
tratadas	
   con	
   siRNA	
   sin	
   diana	
   específica	
   (Non	
  
Targeting	
   o	
   NT)	
   y	
   tratadas	
   con	
   el	
   siRNA	
   frente	
   a	
  
XRCC4,	
  que	
  no	
  afecta	
  a	
  la	
  ruta	
  FA.	
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A)	
  

	
  

	
  
B)	
  

	
  
Figura	
   43.	
   Ensayo	
   de	
   resistencia	
   a	
  mitomicina	
   C	
  
con	
   siRNAs	
   en	
   células	
   HCT.	
  A)	
   La	
   imagen	
   muestra	
   la	
  
tinción	
  con	
  cristal	
  violeta	
  del	
  ensayo	
  de	
  resistencia	
  a	
  diferentes	
  
dosis	
  de	
  mitomicina	
  C	
  (0,	
  50	
  y	
  100nM).	
  B)	
  La	
  gráfica	
  muestra	
  el	
  
porcentaje	
  de	
  resistencia	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  mitomicina	
  C	
  de	
  50nM,	
  
obtenido	
   al	
   comparar	
   por	
   espectrofotometría	
   la	
   intensidad	
   de	
  
tinción	
   de	
   las	
   líneas	
   tratadas	
   con	
   el	
   siRNA	
   indicado,	
   tras	
  
someterlas	
   a	
   una	
   dosis	
   de	
   50nM	
   de	
   mitomicina	
   C	
   durante	
   72	
  
horas,	
   con	
   respecto	
   al	
   valor	
   obtenido	
   con	
   el	
   mismo	
   siRNA	
   sin	
  
tratar	
  con	
  mitomicina	
  C	
  (0nM	
  MMC).	
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Tras	
  comprobar	
  que	
  los	
  siRNAs	
  inhiben	
  la	
  ruta	
  FA,	
  
y	
   que	
   se	
   puede	
   empezar	
   la	
   selección	
   con	
   blasticidina	
   72	
  
horas	
  tras	
  la	
  transfección,	
  realizamos	
  los	
  experimentos	
  en	
  
diversas	
   condiciones	
   y	
   diferentes	
   líneas	
   celulares,	
   con	
   el	
  
fin	
  de	
  comprobar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  las	
  proteínas	
  
de	
   la	
   vía	
   FA	
   sobre	
   la	
   vía	
   de	
   retrotransposición	
   ENi;	
  
desafortunadamente,	
  en	
  ninguno	
  de	
  los	
  casos	
  se	
  consiguió	
  
obtener	
   diferencias	
   significativas	
   en	
   la	
   movilidad	
   de	
   los	
  
mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   (datos	
   no	
  
mostrados),	
  ni	
  siquiera	
  en	
  el	
  control	
  positivo	
  XRCC4,	
  cuya	
  
ausencia	
  permite	
  una	
  gran	
  movilidad	
  del	
  elemento	
  L1	
  por	
  
la	
   vía	
   ENi,	
   pero	
   que	
   no	
   afecta	
   a	
   la	
   retrotransposición	
   del	
  
elemento	
  salvaje	
  (Morrish	
  et	
  al,	
  2002).	
  

No	
   obstante,	
   y	
   dada	
   la	
   existencia	
   de	
   inserciones	
  
anómalas	
  producidas	
  por	
   la	
  vía	
  clásica	
  en	
  todas	
   las	
   líneas	
  
examinadas,	
  y	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  determinar	
  el	
  posible	
  efecto	
  de	
  
las	
  proteínas	
  FA	
  en	
  la	
  movilidad	
  del	
  elemento,	
  realizamos	
  
el	
  experimento	
  con	
  elementos	
  salvajes	
  y	
  los	
  siRNAs,	
  en	
  las	
  
líneas	
  celulares	
  HeLa,	
  U2OS	
  y	
  HCT	
  (figura	
  44).	
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Figura	
   44.	
   Resultados	
   del	
   ensayo	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  L1	
  WT	
  ante	
  deficiencias	
  en	
  
diferentes	
   rutas	
   de	
   reparación.	
   Comparación	
   de	
   los	
  
niveles	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   elementos	
   L1	
   salvajes	
   ante	
  
deficiencias	
   en	
   los	
   diferentes	
   componentes	
   del	
   complejo	
   FA,	
  	
  
aunque	
   la	
  ausencia	
  de	
  uno	
  de	
  ellos	
  suele	
  provocar	
   fallos	
  en	
   los	
  
demás,	
   se	
   indica	
   el	
   proceso	
   de	
   reparación	
   principalmente	
  
afectado:	
  coordinación	
  de	
  anemia	
  de	
  Fanconi	
  (FA)	
  en	
  verde;	
  FA	
  
y	
  recombinación	
  homóloga	
  (HR)	
  en	
  naranja;	
  unión	
  de	
  extremos	
  
no	
   homólogos	
   en	
   azul;	
   síntesis	
   translesión	
   en	
   rojo;	
  
recombinación	
   homóloga	
   en	
  morado.	
   Cada	
   barra	
   representa	
   el	
  
resultado	
  en	
  cada	
  línea	
  celular,	
  las	
  líneas	
  celulares	
  de	
  izquierda	
  a	
  
derecha	
  son:	
  HCT,	
  U2OS	
  y	
  HeLa.	
  En	
  la	
  parte	
  inferior	
  se	
  muestra	
  
una	
  imagen	
  de	
  las	
  colonias	
  obtenidas	
  en	
  la	
  línea	
  HCT	
  (columnas	
  
de	
  la	
  izquierda	
  de	
  cada	
  grupo).	
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Aunque	
   los	
   resultados	
   presentaron	
   una	
   alta	
  
variabilidad	
   en	
   muchos	
   casos,	
   se	
   pudo	
   observar	
   un	
  
incremento	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   retrotransposición	
   de	
  
los	
  elementos	
  salvajes	
  ante	
  deficiencias	
  en	
  FANCD2	
  y	
  
BRCA2,	
   en	
   comparación	
   con	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
  
los	
   siRNAs	
   control,	
   en	
   todas	
   las	
   líneas	
   analizadas,	
  
alcanzando	
   un	
   incremento	
   de	
   hasta	
   6	
   y	
   2,5	
   veces,	
  
respectivamente,	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  
en	
   células	
   HeLa.	
   No	
   se	
   observo	
   una	
   variación	
  
significativa	
  en	
   la	
  movilidad	
  del	
  elemento	
   frente	
  a	
   la	
  
inhibición	
   de	
   XRCC4,	
   ni	
   una	
   variacion	
   consistente	
  
ante	
   inhibición	
   de	
   la	
   helicasa	
   BLM.	
   Por	
   otra	
   parte,	
  
sorprendentemente,	
   la	
   inhibición	
   de	
   PCNA	
   redujo	
  
drásticamente	
  los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  los	
  
elementos	
   salvajes	
   en	
   todas	
   las	
   líneas	
   celulares	
  
estudiadas,	
   dándose	
   la	
   reducción	
  más	
   drástica	
   en	
   la	
  
línea	
  HCT,	
  donde	
  el	
  nivel	
  de	
   retrotransposición	
  cayó	
  
hasta	
  el	
  21%	
  (reducción	
  de	
  5	
  veces)	
  en	
  comparación	
  
con	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  el	
  siRNA	
  sin	
  diana	
  (NT).	
  	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  también	
  analizamos	
  el	
  resto	
  de	
  
miembros	
  de	
  la	
  ruta	
  FA	
  y	
  la	
  nucleasa	
  asociada	
  FAN1,	
  
los	
  resultados	
  obtenidos	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura	
  46.	
  
A	
  pesar	
  de	
  la	
  alta	
  variabilidad	
  encontrada	
  en	
  algunos	
  
de	
   los	
   miembros,	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
  
proteínas	
   FA	
   causó	
   un	
   incremento	
   en	
   la	
  
retrotransposición	
   de	
   L1,	
   a	
   excepción	
   de	
   FANCF,	
  
FANCG	
   y	
   FANCM,	
   cuya	
   inhibición	
   causó	
   una	
  
disminución	
   notable	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  
retrotransposición.	
   Todos	
   los	
   resultados	
   fueron	
  
comparados	
   con	
   un	
   control	
   de	
   expresión	
   de	
  
blasticidina	
  para	
  evitar	
  posibles	
  sesgos	
  causados	
  por	
  
diferencias	
  en	
  la	
  viabilidad	
  celular.	
  	
  

Todos	
   estos	
   resultados	
   confirman	
   que	
   la	
  
actividad	
   de	
   L1	
   se	
   encuentra	
   desregulada	
   ante	
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deficiencias	
  en	
  la	
  reparación	
  por	
  la	
  vía	
  FA,	
  y	
  sugieren	
  
una	
   implicación	
   importante	
   de	
   la	
   actividad	
   del	
  
elemento	
   en	
   la	
   reparación	
   del	
   DNA	
   en	
   las	
   células	
  
deficientes	
   en	
   los	
   mecanismos	
   de	
   reparación	
   y	
  
replicación.	
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Figura	
   45.	
   Esquema	
   de	
   la	
   ruta	
   FA	
   y	
   proteínas	
  
accesorias.	
   Los	
   recuadros	
   punteados	
   indican	
   los	
   complejos	
  
inhibidos	
   experimentalmente	
   mediante	
   siRNA.	
   Los	
   diferentes	
  
colores	
   indican	
   el	
   proceso	
   afectado	
   principalmente:	
   FA,	
  
coordinación	
   de	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
   (FA)	
   en	
   verde;	
   FA	
   y	
   HR,	
  
anemia	
  de	
  fanconi	
  y	
  recombinación	
  homóloga	
  en	
  naranja;	
  NHEJ,	
  
unión	
   de	
   extremos	
   no	
   homólogos	
   en	
   azul;	
   TLS,	
   síntesis	
  
translesión	
  en	
  rojo;	
  HR,	
  recombinación	
  homóloga	
  en	
  morado.	
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repair, and it can be adapted to include two replication 
forks encountering the ICL57. The stalling of a replica-
tion fork by MMC can trigger the initiation of a new 
replication fork from a nearby origin72, which would 
approach the ICL from the other side. The frequency of 
double replication fork encounters with ICLs has never 
been experimentally determined, but could be presumed 
to increase as cells complete replication in late S phase. 
In the comprehensive model for ICL repair depicted in 
FIG. 3, we present mechanisms for ICL repair at each 
stage of the cell cycle. Given that nuclease-mediated 
ICL unhooking is necessary in some form at all stages 
of the cell cycle, followed by bypass of the crosslinked 
base pair by TLS DNA polymerases, it is likely that repair 
will require the actions of various nucleases and DNA 
polymerases.

Nucleases and polymerases in ICL repair
Hints regarding the importance of specific nucleases 
in ICL repair have come from individuals with biallelic 
mutations in ERCC4 (which encodes XPF), ERCC1 
and SLX4. Hypomorphic mutations in ERCC4 cause 
the ultraviolet (UV) radiation-sensitive disorder xero-
derma pigmentosum (XP), whereas biallelic ERCC4 or 
ERCC1 mutations lead to a premature ageing syndrome 
known as XPF/ERCC1 progeroid syndrome that causes 
sensitivity to ICLs73,74. SLX4 mutations cause a more 
typical FA phenotype, and the gene has recently been 
designated FANCP on the basis of the identification 
of FA families with biallelic mutations in this gene75,76. 
FAN1 and the heterodimeric nucleases MUS81–EME1, 
XPF–ERCC1 and SLX1–SLX4 are all required to pre-
vent sensitivity to nitrogen mustards, MMC or platinum 
drugs50,77,78. These three endonucleases are specific for 
3′-flap structures, which, combined with the 5′-flap 
activity of FAN1, could result in the cleavage of the 
DNA backbone on both sides of an ICL. Interestingly, 
SLX1–SLX4, MUS81–EME1 and XPF–ERCC1 have 
been shown to form a ‘supercomplex’ that can be  
co-immunoprecipitated from cells78; this makes it dif-
ficult to determine which particular nuclease promotes 
cleavage at an ICL. The possible involvement of these 
nucleases in downstream events, such as in the resolu-
tion of recombination intermediates, provides a further 
complication79–81.

One possibility is that these different nucleases exist 
to deal with diverse forms of DNA crosslinks — such as 
crosslinks that distort the DNA double helix, as well  
as those that do not distort the DNA double helix — 
and there may be particular requirements for different 
nucleases according to the stage in the cell cycle at which 
an ICL is encountered. For example, it has been shown 
that the amount of unhooking present in G1 phase is 
directly influenced by the degree of ICL-induced helical 
distortion82. XPF–ERCC1 could cleave DNA adjacent 
to ICLs that substantially distort the DNA double helix 
in G1, in much the same way as they cut adjacent to 
damaged nucleotides that distort DNA during NER50. 
SLX4 could also be recruited to distorting ICLs in G1 
by its direct interaction with the mismatch repair (MMR) 
complex MUTSβ78,83,84.

The importance of helix distortion in ICL repair has 
been addressed using cell-free systems and plasmids 
containing different types of ICLs. Lesions that result 
in little helix distortion are only repaired in replication- 
competent extracts, whereas the repair of helix-distorting 
ICLs can also be detected in non-replicating plasmid 
DNA57,85. Genetic and toxicity studies suggest that even 
for highly distorting lesions, such as those that are 
induced by platinums, not all ICLs are repaired in 
G1 (REFS 86,87). One possibility is that these distort-
ing lesions are not detected in the context of highly 
condensed heterochromatic DNA or in regions of the 
genome that are non-B-form DNA, such as upstream 
promoter elements88. Some of this damage could also 
undergo a futile cycle of repair, involving NER and TLS 
enzymes that mediate the nucleolytic cleavage of ICLs 
during G1 but are unable to complete the removal of 

Figure 2 | Activation of the Fanconi anaemia pathway coordinates DNA repair at 
an ICL. Interstrand crosslink (ICL) recognition by FANCM and associated proteins leads 
to the recruitment of the Fanconi anaemia (FA) core complex and monoubiquitylation 
(Ub) of FANCD2–FANCI. Retention of FANCD2–FANCI in the chromatin is followed by the 
recruitment of nucleases and polymerases that are required for the repair process. 
FANCM also recruits the Bloom’s syndrome complex (BTR), and is involved in activating 
cell cycle checkpoints through the replication protein A (RPA)–ataxia telangiectasia and 
Rad3-related (ATR)–CHK1 signalling cascade. The BRCA1 and BRCA2 complexes 
initiate and regulate homologous recombination leading to the stabilization of the 
stalled replication fork. FAN1, Fanconi-associated nuclease 1; Pol ν, DNA polymerase ν;  
RMI, RecQ-mediated genome instability; TOPOIIIα, topoisomerase IIIα.
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A)	
  

	
  
B)	
  

	
  
	
  
Figura	
  46.	
  Ensayo	
  de	
  retrotransposición	
  de	
  L1	
  WT	
  
con	
  siRNAs	
  en	
  células	
  HCT.	
  A)	
  Resultados	
  del	
  ensayo	
  de	
  
retrotransposición	
   en	
   células	
  HCT.	
   B)	
   Variación	
   de	
   los	
   niveles	
  
de	
   retrotransposición	
   de	
   elementos	
   L1	
   ante	
   inhibición	
   de	
   las	
  
proteínas	
  FA,	
  se	
  indica	
  la	
  variación	
  en	
  la	
  retrotransposición	
  con	
  
respecto	
   al	
   siRNA	
   control	
   sin	
   diana,	
   establecido	
   como	
   1,	
   las	
  
barras	
  indican	
  la	
  desviación	
  estándar.	
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6.-­‐	
  DISCUSIÓN.	
  	
  

El	
   retroelemento	
   L1	
   es	
   un	
   agente	
   biológico	
  
mutagénico	
   inherente	
   al	
   ser	
   humano,	
   dado	
   que	
   su	
  
actividad	
   ha	
   mostrado	
   ser	
   causa	
   de	
   la	
   aparición	
   de	
  
enfermedades	
  genéticas	
  y	
  cáncer	
  en	
  numerosas	
  ocasiones	
  
en	
  los	
  últimos	
  años	
  (Kazazian	
  et	
  al.,	
  1988;	
  Miki	
  et	
  al.,	
  1992;	
  
Narita	
   et	
   al.,	
   1993;	
   Schwahn	
   et	
   al.,	
   1998;	
   Yoshida	
   et	
   al.,	
  
1998;	
  Meischl	
   et	
   al.,	
   2000;	
  Takai	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Iskow	
  et	
   al,	
  
2010;	
  Lee	
  et	
  al.,	
   Science	
  2012;	
  Soylom	
  et	
  al.,	
  Genome	
  Res	
  
2012;	
  Shukla	
  et	
  al.,	
  2013;	
  revisado	
  en	
  Beck	
  et	
  al.,	
  2011).	
  
	
   No	
   obstante,	
   las	
   causas	
   subyacentes	
   a	
   este	
   efecto	
  
mutagénico	
   de	
   L1	
   han	
   permanecido	
   elusivas,	
   y	
   nuestros	
  
resultados	
  muestran,	
  por	
  primera	
  vez,	
  una	
  asociación	
  del	
  
retroelemento	
   con	
  un	
   síndrome	
  de	
   inestabilidad	
   genética	
  
como	
  es	
   la	
   enfermedad	
  humana	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
   Esta	
  
relación	
   queda	
   demostrada	
   por	
   la	
   alta	
   incidencia	
   de	
  
inserciones	
   anómalas	
   independientemente	
   de	
   la	
   vía	
   de	
  
retrotransposición,	
  y	
  el	
  aumento	
  de	
   la	
  movilidad	
  basal	
  de	
  
los	
   elementos,	
   tanto	
   salvajes	
   como	
   mutantes	
   en	
   su	
  
dominio	
  endonucleasa.	
  
	
   Así	
   pues,	
   aunque	
   no	
   se	
   conoce	
   con	
   exactitud	
  
cuántos	
   elementos	
   L1	
   mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
  
endonucleasa	
   pueden	
   habitar	
   actualmente	
   el	
   genoma	
  
humano,	
   sí	
   que	
   se	
   han	
   encontrado	
   ejemplos	
   de	
  
movilización	
   de	
   estos	
   elementos	
   en	
   él	
   (Sen	
   et	
   al.,	
   2007;	
  
Beck	
   et	
   al,	
   2010);	
   aunque	
   este	
   hecho	
   no	
   representa	
   una	
  
amenaza	
  en	
  condiciones	
  normales,	
  dado	
  que	
  su	
  movilidad	
  
es	
  extremadamente	
  baja	
  (Seleme	
  et	
  al.,	
  PNAS	
  2006),	
  puede	
  
convertirse	
   en	
   una	
   de	
   las	
   causas	
   principales	
   de	
   la	
  
predisposición	
   a	
   tumores	
   que	
   se	
   observa	
   en	
   la	
   patología	
  
anemia	
   de	
   Fanconi	
   (revisado	
   en	
   Alter,	
   2003),	
   y	
  
probablemente,	
   de	
   otros	
   síndromes	
   donde	
   la	
   reparación	
  
del	
  DNA	
  se	
  encuentra	
  alterada.	
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6.1.-­‐	
  Actividad	
  desregulada	
  de	
  L1	
  en	
  la	
  
Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  

	
  
En	
   cuanto	
   a	
   la	
   relevancia	
   clínica	
   de	
   nuestros	
  

datos,	
   debemos	
   recordar	
   que	
   la	
   prevalencia	
   de	
  
FANCA	
   y	
   FANCC	
   constituye	
   cerca	
   del	
   80%	
   de	
   todos	
  
los	
  casos	
  de	
  FA,	
  seguidos	
  por	
  FANCG	
  que	
  representa	
  
un	
  9-­‐10%	
  de	
  todos	
  los	
  casos	
  y	
  FANCD2	
  y	
  BRCA2,	
  que	
  
representan	
  en	
  torno	
  al	
  2-­‐3%	
  cada	
  uno,	
  mientras	
  que	
  
FANCI	
   se	
   encuentra	
   mutado	
   en	
   un	
   1-­‐2%	
   de	
   los	
  
pacientes	
   de	
   FA	
   (revisado	
   en	
  Moldovan	
  &	
  D’Andrea,	
  
2009).	
  Así,	
  las	
  mutaciones	
  en	
  alguno	
  de	
  los	
  miembros	
  
estudiados	
   en	
   esta	
  Tesis	
  mediante	
   ensayos	
   celulares	
  
(A,	
   C,	
   G,	
   D1,	
   D2	
   e	
   I),	
   son	
   responsables	
   de	
   cerca	
   del	
  
90%	
   de	
   los	
   casos	
   de	
   FA	
   presentes	
   en	
   la	
   clínica.	
  
También	
   cabe	
   destacar	
   la	
   asociación	
   del	
   gen	
   BRCA2	
  
con	
  el	
  cáncer	
  de	
  mama	
  (Howlett	
  et	
  al,	
  2002).	
  

Nuestros	
  resultados	
  demuestran	
  que	
  las	
  células	
  
deficientes	
   en	
   los	
   genes	
   FANCA,	
   FANCC,	
   FANCD2	
   y	
  
FANCI	
   son	
   capaces	
   de	
   soportar	
   eventos	
   de	
  
retrotransposición	
   de	
   L1	
   producidos	
   por	
   la	
   vía	
  
independiente	
  de	
  su	
  endonucleasa	
  (ENi),	
  y	
  que	
  dicha	
  
vía	
  de	
  movilidad	
  no	
  se	
  produce	
  de	
  manera	
  habitual	
  en	
  
las	
  células	
  deficientes	
  en	
  los	
  genes	
  BRCA2	
  y	
  FANCG.	
  	
  
	
  
6.1.1.-­‐	
  La	
   retrotransposición	
  de	
  L1	
  por	
   la	
  vía	
  ENi	
  
está	
  aumentada	
  en	
   líneas	
  celulares	
  de	
  hámster	
  y	
  
fibroblastos	
  de	
  pacientes	
  con	
  defectos	
  en	
  la	
  vía	
  de	
  
reparación	
  FA.	
  

El	
   porcentaje	
   de	
   actividad	
   de	
   los	
   elementos	
  
mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   (ENi)	
  
denominados	
  D205A,	
  en	
  células	
  de	
  Hámster	
  	
  respecto	
  
al	
  de	
   los	
  elementos	
  salvajes	
  fue	
  del	
  62.5%	
  en	
  células	
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deficientes	
   en	
   FANCA,	
   frente	
   a	
   un	
   1%	
   en	
   la	
   línea	
  
parental	
   y	
  un	
  25.5%	
  en	
   la	
   línea	
   complementada	
   con	
  
FANCA.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  FANCC	
  la	
  movilidad	
  del	
  mutante	
  
D205A	
   fue	
   del	
   25%,	
   frente	
   a	
   un	
   1%	
   en	
   la	
   línea	
  
parental	
   y	
   un	
   4.8%	
   en	
   la	
   línea	
   complementada	
   con	
  
FANCC.	
   En	
   fibroblastos	
   deficientes	
   en	
   FANCD2,	
   su	
  
actividad	
   se	
   situó	
   en	
   un	
   23%	
   frente	
   a	
  menos	
   de	
   un	
  
0.5%	
   en	
   la	
   línea	
   complementada	
   con	
   FANCD2.	
  
Finalmente,	
   en	
   los	
   fibroblastos	
   deficientes	
   en	
   FANCI	
  
la	
  movilidad	
  del	
  mutante	
  D205A	
  fue	
  del	
  43%	
  respecto	
  
de	
   los	
   elementos	
   salvajes,	
   mientras	
   que	
   en	
   los	
  
fibroblastos	
   complementados	
   con	
   FANCI	
   se	
   redujo	
  
hasta	
  el	
  15.8%.	
  Por	
  tanto,	
  los	
  valores	
  de	
  movilidad	
  de	
  
L1	
   mediante	
   la	
   vía	
   ENi	
   hallados	
   en	
   estas	
   líneas	
  
celulares,	
   deficientes	
   en	
   la	
   ruta	
  de	
   reparación	
  FA,	
   se	
  
sitúan	
  muy	
  por	
  encima	
  de	
  los	
  niveles	
  relativos	
  que	
  se	
  
obtienen	
   normalmente	
   para	
   este	
   mutante,	
   que	
  
generalmente	
  se	
  sitúan	
  entre	
  el	
  0.5	
  y	
  el	
  5%	
  (Moran	
  et	
  
al.,1996;	
  Morrish	
  et	
  al,	
  2002).	
  

	
  
	
  

6.1.2.-­‐	
   La	
   complementación	
   de	
   líneas	
   deficientes	
  
en	
   miembros	
   de	
   FA	
   revierte	
   el	
   aumento	
   de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   elementos	
   L1	
   mutantes	
   en	
  
distintos	
  miembros	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  FA.	
  

Tras	
   la	
   complementación	
   de	
   las	
   líneas	
  
deficientes	
  con	
  el	
  gen	
  de	
   la	
  ruta	
  FA	
  correspondiente,	
  
se	
  produce	
  un	
  notable	
  incremento	
  de	
  la	
  resistencia	
  a	
  
Mitomicina	
  C	
   (MMC)	
  en	
   las	
   células	
  complementadas,	
  
a	
   la	
   vez	
   que	
   el	
   nivel	
   de	
   movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
  
D205A	
  de	
  L1	
  cae	
  drásticamente;	
  estos	
  cambios	
  no	
  se	
  
observan	
   al	
   introducir	
   el	
   gen	
   control	
   lacZ,	
  
demostrando	
  por	
  tanto	
  que	
  es	
  la	
  introducción	
  del	
  gen	
  
FA	
  lo	
  que	
  corrige	
  la	
  sensibilidad	
  extrema	
  a	
  la	
  MMC	
  y	
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reduce	
   los	
   niveles	
   de	
   movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
  
L1.	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  la	
  movilidad	
  de	
  L1	
  por	
  la	
  vía	
  ENi,	
  
aun	
   a	
   pesar	
   de	
   verse	
   drásticamente	
   reducida	
   al	
  
corregir	
   la	
   deficiencia	
   en	
   la	
   ruta	
   FA,	
   se	
   sigue	
  
produciendo	
   con	
   cierta	
   frecuencia	
   en	
   algunos	
   casos,	
  
aunque	
   es	
   importante	
   destacar	
   que	
   la	
  
complementación	
   del	
   fenotipo	
   FA	
   se	
   realizó	
  
generando	
   líneas	
   multiclonales	
   con	
   un	
   vector	
   viral;	
  
por	
   tanto,	
   es	
   posible	
   que	
   el	
   transgen	
   que	
  
introducimos	
   para	
   corregir	
   la	
   deficiencia	
   sea	
  
silenciado	
  en	
  algunas	
  de	
  las	
  células	
  complementadas,	
  
en	
   función	
   del	
   contexto	
   genómico	
   de	
   la	
   región	
   en	
   la	
  
que	
  se	
  integró.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  FANCA	
  y	
  
FANCC,	
   la	
   corrección	
   parcial	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
   L1	
   en	
   las	
   células	
   de	
  
Hámster	
  podría	
  deberse	
  a	
  que	
  la	
  complementación	
  se	
  
realizó	
  con	
  los	
  genes	
  humanos,	
  por	
  diferencias	
  en	
  los	
  
procesos	
  de	
  reparación	
  entre	
  especies;	
  de	
  hecho,	
  esta	
  
corrección	
   parcial	
   también	
   se	
   observa	
   a	
   la	
   hora	
   de	
  
comprobar	
   la	
   sensbilidad	
   a	
   MMC	
   de	
   las	
   células	
  
complementadas,	
   en	
   las	
   que	
   no	
   se	
   restituye	
  
completamente	
   la	
   resistencia	
   de	
   la	
   línea	
   parental	
  
salvaje,	
  a	
  pesar	
  de	
  apreciarse	
  un	
   incremento	
  notable	
  
con	
  respecto	
  a	
  la	
  línea	
  mutante	
  sin	
  complementar.	
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6.1.3.-­‐	
  Las	
  inserciones	
  de	
  L1	
  en	
  líneas	
  deficientes	
  
en	
  la	
  ruta	
  FA	
  presentan	
  características	
  anómalas	
  
asociadas	
  a	
  procesos	
  de	
  inestabilidad	
  genómica.	
  

Asimismo,	
   un	
   exhaustivo	
   análisis	
   de	
   las	
  
inserciones	
   que	
   hemos	
   obtenido	
   revela	
   varias	
  
características	
  anómalas	
  en	
  una	
  amplia	
  proporción	
  de	
  
las	
   inserciones	
   analizadas	
   (superior	
   al	
   50%).	
  
Destacamos	
  dos,	
  la	
  presencia	
  de	
  largas	
  duplicaciones	
  
en	
  el	
   sitio	
  de	
   inserción,	
  y	
   la	
  presencia	
  de	
  deleciones.	
  
La	
   presencia	
   de	
   duplicaciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
  
inusualmente	
  largas	
  se	
  ha	
  detectado	
  en	
  un	
  44%	
  de	
  las	
  
inserciones	
  analizadas	
  en	
   líneas	
  de	
  Hámster	
  y	
  en	
  un	
  
11%	
  de	
  las	
  recuperadas	
  en	
  fibroblastos	
  humanos.	
  Por	
  
otra	
   parte,	
   la	
   presencia	
   de	
   deleciones	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
  
inserción	
   pudo	
   observarse	
   en	
   aproximadamente	
   el	
  
17%	
   de	
   las	
   inserciones	
   recuperadas	
   de	
   líneas	
   de	
  
Hámster	
  y	
  un	
  42%	
  de	
  las	
  inserciones	
  humanas.	
  Estos	
  
resultados	
   demuestran	
   que	
   la	
   actividad	
   de	
   L1	
   es	
  
capaz	
   de	
   promover	
   la	
   inestabilidad	
   genética	
   en	
   las	
  
células	
   deficientes	
   en	
   FA,	
   aunque	
   resulta	
   imposible	
  
determinar	
  con	
  exactitud	
  el	
  alcance	
  de	
  la	
  implicación	
  
de	
  la	
  actividad	
  de	
  L1	
  en	
  este	
  proceso	
  de	
  inestabilidad	
  
genómica	
  característico	
  de	
  la	
  anemia	
  de	
  Fanconi.	
  

Además,	
   en	
   el	
   análisis	
   de	
   inserciones	
   de	
  
elementos	
   salvajes,	
   hemos	
   encontrado	
   una	
   gran	
  
proporción	
   de	
   ellas	
   asociadas	
   a	
   modificaciones	
  
anómalas	
  del	
  sitio	
  de	
   inserción	
  (alrededor	
  del	
  50%),	
  
un	
   comportamiento	
   no	
   descrito	
   hasta	
   la	
   fecha	
   para	
  
elementos	
   salvajes.	
   Nuestros	
   resultados	
   demuestran	
  
que	
   estas	
   anomalías	
   están	
   asociadas	
   al	
   proceso	
   de	
  
retrotransposición	
   que	
   tiene	
   lugar	
   en	
   las	
   células	
  
deficientes	
  en	
  miembros	
  de	
  FA,	
   independientemente	
  
de	
  si	
  ésta	
  se	
  produce	
  por	
  la	
  vía	
  clásica	
  (TPRT)	
  o	
  la	
  vía	
  
ENi,	
   y	
   revelan	
   que	
   existe	
   una	
   asociación	
   entre	
   estas	
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inserciones	
  anómalas	
  y	
  los	
  defectos	
  moleculares	
  de	
  la	
  
patología.	
  	
  

Aunque	
   la	
   presencia	
   de	
   deleciones	
   o	
  
duplicaciones	
   largas	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
   (TSDs),	
  
producidas	
   por	
   la	
   actividad	
   del	
   elemento	
   L1,	
   se	
   han	
  
descrito	
   previamente	
   (Gilbert	
   et	
   al.,	
   2002),	
   estos	
  
eventos	
   son	
   muy	
   poco	
   frecuentes	
   en	
   condiciones	
  
normales.	
  Cabe	
  destacar	
  que	
  las	
  deleciones	
  asociadas	
  
al	
   sitio	
   de	
   inserción	
   sí	
   se	
   han	
   observado	
   con	
   cierta	
  
frecuencia,	
   en	
   eventos	
   de	
   retrotransposición	
  
producidos	
  por	
   la	
  vía	
  ENi,	
  ante	
  deficiencias	
  en	
   la	
  vía	
  
de	
  reparación	
  por	
  unión	
  de	
  extremos	
  no	
  homólogos	
  o	
  
NHEJ	
  (Morrish	
  et	
  al,	
  2002	
  &	
  2007).	
  	
  

No	
   obstante,	
   resulta	
   muy	
   difícil	
   discernir	
   si	
   el	
  
hecho	
   de	
   que	
   la	
   actividad	
   de	
   L1	
   se	
   encuentre	
  
desregulada	
  en	
  las	
  células	
  deficientes	
  en	
  la	
  ruta	
  FA	
  es	
  
tan	
   sólo	
   una	
   consecuencia	
   directa	
   de	
   los	
   problemas	
  
que	
   se	
   producen	
   en	
   los	
   procesos	
   de	
   reparación	
   o	
   si,	
  
por	
   otra	
   parte,	
   es	
   un	
   componente	
   principal	
   de	
   la	
  
etiogénesis	
  propia	
  de	
  la	
  patología,	
  a	
  modo	
  de	
  causa	
  de	
  
inestabilidad	
  genética	
  y/o	
  de	
  la	
  aparición	
  de	
  tumores.	
  
Lo	
   más	
   interesante	
   es	
   que	
   ambas	
   explicaciones	
   no	
  
son	
   mutuamente	
   excluyentes,	
   por	
   lo	
   que	
   ambos	
  
sucesos	
   podrían	
   estar	
   ocurriendo	
   simultáneamente,	
  
como	
   parecen	
   indicar	
   los	
   datos	
   incluidos	
   en	
   esta	
  
Tesis;	
  no	
  obstante,	
  no	
  se	
  puede	
  descartar	
  que	
  el	
  papel	
  
que	
  juega	
  L1	
  en	
  la	
  patología,	
  a	
  nivel	
  molecular,	
  no	
  sea	
  
tan	
   importante	
  como	
  otros	
  defectos	
  en	
   la	
  reparación	
  
o	
  la	
  replicación	
  intrínsecos	
  de	
  la	
  enfermedad.	
  
	
  
	
  
	
  



	
   207	
  

6.1.4.-­‐	
  El	
   silenciamiento	
  de	
  genes	
  de	
   la	
   ruta	
  FA	
  y	
  
genes	
   asociados	
   altera	
   los	
   niveles	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  L1.	
  	
  

Sorprendentemente,	
   no	
  hemos	
  podido	
  detectar	
  
la	
  movilidad	
   de	
   L1	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   al	
   utilizar	
   siRNAs	
  
para	
   inhibir	
   las	
   proteínas	
   de	
   reparación	
   estudiadas,	
  
incluyendo	
   XRCC4,	
   cuya	
   ausencia	
   causa	
   una	
   elevada	
  
movilidad	
  de	
  L1	
  por	
  la	
  vía	
  ENi	
  (Morrish	
  et	
  al	
  2002	
  &	
  
2007);	
   es	
   importante	
   destacar	
   que	
   los	
   siRNAs,	
  
aunque	
  causan	
  una	
  reducción	
  severa	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  
la	
  proteína	
  a	
   la	
  que	
  inhiben,	
  no	
  generan	
  una	
  pérdida	
  
total	
   de	
   la	
   misma	
   como	
   ocurre	
   en	
   líneas	
   mutantes	
  
aisladas	
  de	
  pacientes	
   o	
   del	
  modelo	
  de	
  hámster.	
   Este	
  
resultado	
  negativo	
  podría	
  reflejar	
  que,	
  tanto	
  en	
  NHEJ	
  
como	
  FA	
  y	
  HR,	
  la	
  célula	
  puede	
  evitar	
  que	
  se	
  produzca	
  
la	
   retrotransposición	
  por	
   la	
  vía	
  ENi	
   incluso	
  a	
  niveles	
  
muy	
  bajos	
  de	
  reparación	
  funcional.	
  

Sin	
  embargo,	
  en	
   los	
  experimentos	
  con	
  RNAs	
  de	
  
interferencia	
  y	
  elementos	
  L1	
  salvajes,	
  se	
  observa	
  una	
  
variación	
   de	
   la	
   movilidad	
   de	
   L1	
   al	
   transfectar	
   las	
  
células	
   con	
   siRNAs	
   frente	
   a	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
  
proteínas	
   FANC;	
   concretamente,	
   los	
   datos	
   obtenidos	
  
indican	
   un	
   incremento	
   de	
   la	
   movilidad	
   de	
   los	
  
elementos	
   salvajes	
   ante	
   inhibición	
   de	
   las	
   proteínas	
  
FANCA,	
   FANCB,	
   FANCC,	
   BRCA2,	
   FANCD2,	
   FANCE,	
  
FANCI,	
   FANCJ,	
   FANCL,	
   FANCN,	
   FANCO,	
   FANCP	
   y	
  
FAN1;	
  además,	
  hemos	
  podido	
  detectar	
  una	
  reducción	
  
notable	
  de	
  la	
  movilidad	
  de	
  los	
  elementos	
  salvajes	
  tras	
  
la	
   inhibición	
   de	
   FANCG,	
   FANCF	
   y	
   FANCM.	
   Hemos	
  
obtenido	
   resultados	
   similares	
   para	
   PCNA	
  
(Proliferating	
   Cell	
   Nuclear	
   Antigen),	
   aunque	
   es	
  
importante	
   destacar	
   que	
   esta	
   proteína	
   está	
  
directamente	
   relacionada	
   con	
   la	
   replicación	
   (Prelich	
  
&	
   Stillman,	
   1988)	
   y	
   la	
   maquinaria	
   de	
   la	
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recombinación	
   homóloga	
   (Li	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Li	
   et	
   al.,	
  
2013),	
  y	
  a	
  pesar	
  de	
  su	
  estrecha	
  relación	
  con	
  la	
  ruta	
  FA	
  
(Howlett	
  et	
  al,	
  2009;	
  Moldovan	
  et	
  al,	
  2007),	
  no	
  forma	
  
parte	
  directa	
  de	
  ella	
  como	
  tal.	
  	
  

Al	
   inhibir	
   la	
   expresión	
   de	
   XRCC4	
   mediante	
  
siRNAs,	
  no	
  se	
  observa	
  ninguna	
  variación	
  significativa	
  
en	
   los	
   niveles	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   elementos	
  
salvajes,	
   como	
   se	
   esperaba	
   por	
   lo	
   demostrado	
   en	
  
estudios	
  anteriores	
  (Morrish	
  et	
  al,	
  2002	
  &	
  2007).	
  	
  

Todos	
  estos	
  datos	
  parecen	
  indicar	
  que	
  la	
  bajada	
  
de	
  los	
  niveles	
  de	
  las	
  proteínas	
  FANC	
  es	
  suficiente	
  para	
  
que	
   la	
   retrotransposición	
   por	
   la	
   vía	
   clásica	
   se	
  
produzca	
   con	
  más	
   frecuencia.	
   Esto	
   podría	
   deberse	
   a	
  
que	
  se	
  requiera	
  más	
  tiempo	
  para	
  reparar	
  las	
  lesiones	
  
en	
  el	
  DNA,	
  y	
  esa	
  demora	
  aumente	
  la	
  probabilidad	
  de	
  
que	
   se	
   produzca	
   una	
   integración	
   exitosa	
   de	
   los	
  
retroelementos	
  salvajes.	
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6.2.-­‐	
  Inestabilidad	
  genómica	
  causada	
  por	
  
la	
  actividad	
  de	
  L1	
  en	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi.	
  	
  
	
  

Para	
  el	
   funcionamiento	
  de	
  una	
  célula,	
  así	
   como	
  
para	
   un	
   desarrollo	
   correcto	
   de	
   los	
   individuos	
   en	
  
última	
   instancia,	
   es	
   fundamental	
   que	
   el	
   genoma	
   se	
  
mantenga	
  bien	
  estructurado	
  y	
  estable;	
  sin	
  embargo,	
  a	
  
lo	
   largo	
   del	
   ciclo	
   celular,	
   las	
   células	
   tienen	
   que	
  
enfrentarse	
   a	
   diferentes	
   accidentes	
   o	
   agentes,	
  
externos	
   e	
   internos,	
   que	
   pueden	
   dañar	
   o	
   alterar	
   la	
  
estructura	
  de	
  su	
  material	
  genético,	
  lo	
  que	
  requiere	
  la	
  
intervención	
   coordinada	
   de	
   la	
   maquinaria	
   de	
  
reparación	
   del	
   DNA	
   (revisado	
   en	
   Deans	
   &	
   West,	
  
2011).	
  	
  

La	
   actividad	
   de	
   L1	
   puede	
   ser	
   causante	
   de	
  
alteraciones	
  cromosómicas,	
  tales	
  como	
  deleciones	
  en	
  
el	
  sitio	
  de	
  inserción	
  (Gilbert	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Symer	
  et	
  al.,	
  
2002),	
   así	
   como	
   traslocaciones	
   al	
   recombinarse	
   dos	
  
secuencias	
  homólogas,	
  ya	
  sean	
  de	
  L1	
  o	
  Alu	
  (Lehrman	
  
et	
   al.,	
   1987,	
   Hu	
   et	
   al.,	
   1991)	
   que	
   se	
   encuentran	
   en	
  
localizaciones	
   distintas	
   del	
   genoma.	
   Por	
   tanto,	
   la	
  
célula	
   necesariamente	
   debe	
   ejercer	
   un	
   control	
  
estricto	
  sobre	
  la	
  movilidad	
  de	
  estos	
  elementos	
  con	
  el	
  
fin	
  de	
  preservar	
  su	
  estabilidad	
  genómica.	
  

Una	
   de	
   las	
   principales	
   características	
   de	
   la	
  
disrupción	
  	
  de	
  la	
  vía	
  FA	
  es	
  el	
  aumento	
  significativo	
  de	
  
aberraciones	
   cromosómicas	
   que	
   se	
   detectan	
   al	
  
exponer	
  las	
  células	
  a	
  agentes	
  que	
  causan	
  daños	
  en	
  el	
  
DNA,	
   debido	
   a	
   la	
   incapacidad	
   de	
   reparar	
   de	
   una	
  
manera	
   coordinada	
   dichos	
   daños,	
   lo	
   que	
   se	
   traduce	
  
en	
   una	
   elevada	
   inestabilidad	
   genómica	
   (revisado	
   en	
  
Moldovan	
  &	
  D’Andrea,	
  2009).	
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Los	
   resultados	
   de	
   esta	
  Tesis	
   demuestran	
   que,	
  
al	
   menos	
   ante	
   deficiencias	
   en	
   los	
   genes	
   FANCA,	
  
FANCC,	
   FANCD2	
   y	
   FANCI,	
   existe	
   un	
   incremento	
  
notable	
  de	
  la	
  movilidad	
  de	
  los	
  elementos	
  L1	
  por	
  la	
  vía	
  
independiente	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   (ENi),	
   lo	
   que	
  
sugiere	
   que	
   las	
   ribonucleopartículas	
   de	
   L1	
   son	
  
capaces	
   de	
   aprovechar	
   las	
   roturas	
   no	
   reparadas	
   del	
  
DNA	
  para	
  movilizarse.	
  	
  

En	
   más	
   del	
   50%	
   de	
   las	
   inserciones	
   de	
   L1	
  
analizadas	
   en	
   las	
   células	
   deficientes	
   en	
   la	
   ruta	
   de	
  
reparación	
   de	
   FA,	
   se	
   observa	
   la	
   aparición	
   de	
  
características	
   asociadas	
   a	
   procesos	
   de	
   inestabilidad	
  
genómica,	
   como	
   duplicaciones	
   del	
   sitio	
   de	
   inserción	
  
(TSDs)	
  anormalmente	
  largas,	
  una	
  alta	
  prevalencia	
  de	
  
deleciones	
  y	
   la	
  adición	
  de	
   largos	
   fragmentos	
  de	
  DNA	
  
de	
  relleno.	
  Hemos	
  encontrado	
  estas	
  caracerísticas	
  en	
  
la	
  región	
  del	
  genoma	
  donde	
  se	
  produjo	
  la	
  integración	
  
independientemente	
   de	
   si	
   las	
   inserciones	
   del	
  
elemento	
   L1	
   se	
   produjeron	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   o	
   por	
   la	
  
TPRT.	
  Por	
   tanto,	
  nuestros	
  resultados	
   indican	
  que	
   las	
  
alteraciones	
   genómicas	
   producidas	
   por	
   la	
   actividad	
  
de	
   L1	
   se	
   encuentran	
   sobrerrepresentadas	
   en	
   las	
  
células	
   FA,	
   apuntando	
   a	
   una	
   implicación	
   de	
   la	
  
actividad	
   de	
   L1	
   en	
   la	
   inestabilidad	
   genómica	
  
encontrada	
  en	
  estas	
  células	
  y,	
  por	
  otra	
  parte,	
  a	
  que	
  la	
  
intervención	
  de	
  la	
  vía	
  FA	
  juega	
  un	
  papel	
  crucial	
  en	
  la	
  
resolución	
   de	
   las	
   estructuras	
   intermediarias	
   de	
   la	
  
retrotransposición.	
  Este	
  papel	
  podría	
  ser	
  el	
  de	
  evitar	
  
que	
   los	
   eventos	
   de	
   retrotransposición	
   se	
   completen	
  
con	
   éxito,	
   o	
   que	
   se	
   produzcan	
   alteraciones	
   del	
   locus	
  
genómico	
  debido	
  a	
  la	
  actividad	
  del	
  retrotransposón.	
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6.3.-­‐	
   Vía	
   de	
   retrotransposición	
  
independiente	
  de	
  endonucleasa	
  de	
  L1	
  ante	
  
deficiencias	
  en	
  la	
  reparación	
  del	
  DNA.	
  
	
  

Como	
   ya	
   hemos	
   comentado,	
   los	
   distintos	
   tipos	
  
de	
   lesiones	
   que	
   se	
   producen	
   en	
   el	
   DNA	
   obligan	
   a	
   la	
  
célula	
  a	
  dar	
  una	
  respuesta	
  adecuada,	
  siendo	
  necesaria	
  
una	
   coordinación	
   correcta	
   de	
   las	
   diferentes	
   vías	
   de	
  
reparación	
   del	
   DNA	
   (revisado	
   en	
   Bogliolo	
   et	
   al.,	
  
2002).	
  A	
   veces,	
   cuando	
   alguno	
  de	
   estos	
  mecanismos	
  
no	
  funciona	
  correctamente,	
  otros	
  pueden	
  ofrecer	
  una	
  
solución	
   alternativa	
   pero,	
   generalmente,	
   con	
   una	
  
mayor	
  predisposición	
  al	
  error,	
  que	
  puede	
  provocar	
  la	
  
aparición	
   de	
   un	
   amplio	
   abanico	
   de	
   mutaciones	
   o	
  
aberraciones	
   cromosómicas	
   (revisado	
   en	
   Bogliolo	
   et	
  
al.,	
   2002).	
   Así,	
   una	
   deficiencia	
   en	
   el	
   funcionamiento	
  
de	
  algún	
  mecanismo	
  de	
  reparación,	
  especialmente	
  en	
  
el	
   caso	
   de	
   la	
   ruta	
   coordinadora	
   FA,	
   puede	
   conllevar	
  
un	
   uso	
   excesivo	
   de	
   mecanismos	
   alternativos,	
   y	
   un	
  
aumento	
  en	
   la	
  probabilidad	
  de	
   introducir	
  errores	
  en	
  
la	
   reparación.	
  El	
   resultado,	
  un	
  amplio	
   espectro	
  en	
   la	
  
frecuencia	
   y	
   gravedad	
   de	
   alteraciones	
   genéticas	
  
presente	
   en	
   la	
   sintomatología	
   de	
   las	
   enfermedades	
  
causadas	
   por	
   fallos	
   en	
   la	
   reparación	
   del	
   DNA	
  
(revisado	
  en	
  Thompson	
  &	
  Hinz,	
  2009).	
  	
  

Es	
   precisamente	
   en	
   el	
   uso	
   de	
   mecanismos	
  
alternativos	
   de	
   reparación	
   del	
   DNA	
   donde	
   puede	
  
darse	
   la	
  participación	
  accidental	
  de	
  LINE-­‐1,	
   como	
  ya	
  
demostraron	
  otros	
  autores	
  ante	
  deficiencias	
  en	
  la	
  vía	
  
de	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
   homólogos	
   (Morrish	
   et	
   al.,	
  
2002	
  &	
  2007)	
  y,	
  más	
  recientemente,	
  en	
  la	
  reparación	
  
de	
   roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   (Onozawa	
   et	
   al.,	
   2014).	
  
Los	
   resultados	
   presentados	
   aquí	
   indican	
   que	
   L1	
   es	
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capaz	
  de	
  aprovechar	
   los	
   fallos	
  en	
   la	
   coordinación	
  de	
  
la	
  reparación	
  y	
  replicación	
  del	
  DNA	
  para	
  movilizarse,	
  
incluso	
   cuando	
  su	
  endonucleasa	
  no	
  puede	
  participar	
  
en	
  el	
  proceso	
  de	
  retrotransposición.	
  Pero	
  la	
  pregunta	
  
más	
  evidente	
  ante	
  este	
   fenómeno	
  es:	
   ¿cuáles	
   son	
   las	
  
consecuencias	
  de	
  la	
  movilidad	
  de	
  L1	
  por	
  la	
  vía	
  ENi?	
  

Hasta	
   ahora	
   hemos	
   considerado	
   el	
   aspecto	
  
negativo	
   de	
   las	
   inserciones	
   del	
   retroelemento,	
   pero	
  
en	
   las	
   células	
   deficientes	
   en	
   la	
   vía	
   FA	
   podrían	
   tener	
  
distintos	
  efectos:	
  

-­‐	
   Por	
   un	
   lado,	
   si	
   la	
   lesión	
   sin	
   reparar	
   que	
  
aprovecha	
   L1	
   para	
   integrarse	
   estaba	
   en	
   una	
   región	
  
cuya	
   expresión	
   no	
   es	
   esencial	
   para	
   la	
   función	
   que	
  
desempeña	
   la	
   célula,	
   ni	
   altera	
   su	
   proliferación,	
   esta	
  
reparación	
   alternativa	
   podría	
   permitir	
   a	
   la	
   célula	
  
sobrevivir	
   y	
   dividirse.	
   En	
   este	
   caso,	
   la	
   actividad	
   de	
  
LINE-­‐1	
   resultaría	
   beneficiosa	
   tanto	
   para	
   la	
   célula	
  
como	
  para	
  el	
  individuo.	
  

-­‐	
  Por	
  otro	
   lado,	
   la	
   lesión	
  puede	
  producirse	
  en	
  
una	
   región	
   importante	
  para	
   la	
   función	
  celular	
  y/o	
  el	
  
control	
   de	
   la	
   proliferación	
   (Shukla	
   et	
   al.,	
   2013;	
  
Helman	
   et	
   al.,	
   2014).	
   Una	
   inserción	
   de	
   LINE-­‐1	
   en	
  
dichas	
  regiones	
  perjudica	
  o	
  beneficia	
  a	
  la	
  célula	
  como	
  
ente	
   individual,	
   pero	
   generalmente	
   perjudica	
   a	
   la	
  
población	
  celular	
  normal	
  y	
  por	
  tanto	
  al	
  individuo	
  si	
  la	
  
célula	
  no	
  es	
  eliminada	
  del	
  organismo.	
  	
  

Es	
   difícil	
   imaginar	
   la	
   intervención	
   de	
   L1	
   como	
  
beneficiosa	
  para	
  el	
  individuo,	
  ya	
  que	
  no	
  deja	
  de	
  ser	
  un	
  
elemento	
   insercional	
   y	
   por	
   tanto	
   un	
   agente	
  
mutagénico	
  (revisado	
  en	
  Babushok	
  &	
  Kazazian,	
  2007;	
  
Beck	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Ahora	
  bien,	
  en	
  una	
  célula	
  que	
  no	
  es	
  
capaz	
   de	
   coordinar	
   la	
   maquinaria	
   adecuada,	
   el	
   uso	
  
accidental	
   de	
   la	
   maquinaria	
   de	
   L1	
   a	
   modo	
   de	
  
mecanismo	
  de	
  reparación	
  alternativo	
  (Onozawa	
  et	
  al.,	
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2014),	
   puede	
   resultar	
   beneficioso	
   si	
   es	
   capaz	
   de	
  
reparar	
   una	
   lesión	
   que,	
   de	
   otro	
   modo,	
   no	
   sería	
  
eliminada.	
  
	
  
6.4.-­‐	
   Reparación,	
   replicación	
   del	
   DNA	
   y	
  
actividad	
  de	
  L1.	
  
	
   	
  
	
   La	
   actividad	
   de	
   los	
   elementos	
   móviles	
  
constituye	
   la	
   mayor	
   fuente	
   de	
   variabilidad	
   genética	
  
conocida	
  (revisado	
  en	
  Cordaux	
  &	
  Batzer	
  2009),	
  y	
  esto	
  
significa	
   que	
   su	
   persistencia	
   en	
   los	
   genomas	
   está	
  
favorecida	
   por	
   la	
   acción	
   de	
   la	
   selección	
   natural.	
   La	
  
mutación	
   es	
   tanto	
   admisible	
   como	
   necesaria	
   a	
   nivel	
  
de	
   evolución;	
   sin	
   embargo,	
   a	
   nivel	
   de	
   individuo,	
   la	
  
coexistencia	
   de	
   elemento	
   móvil	
   y	
   genoma	
   requiere	
  
forzosamente	
  mantener	
  un	
  equilibrio	
  entre	
  mutación	
  
y	
   reparación	
   (revisado	
   en	
   Babushok	
   &	
   Kazazian,	
  
2007),	
   ya	
   que	
   la	
   generación	
  de	
  nueva	
   información	
   a	
  
partir	
  de	
  los	
  elementos	
  móviles	
  supone	
  un	
  escenario	
  
de	
  posibilidades	
  muy	
  variadas:	
  
-­‐	
   Puede	
   que	
   la	
   nueva	
   información	
   genética	
   no	
   tenga	
  
ninguna	
  repercusión	
  a	
  nivel	
  evolutivo	
  en	
  la	
  especie.	
  
-­‐	
   Puede	
   que,	
   en	
   el	
   momento	
   de	
   producirse	
   la	
  
inserción	
   o	
   tras	
   cambios	
   puntuales	
   sucesivos,	
   esta	
  
información	
   dé	
   lugar	
   a	
   la	
   aparición	
   de	
   nuevas	
  
funciones	
  o	
  genes	
  (Sayah	
  et	
  al,	
  2004)	
  
-­‐	
   Puede	
   aportar	
   inestabilidad	
   genómica	
   en	
   la	
   región	
  
génica	
   en	
   la	
   que	
   se	
   produce,	
   con	
   la	
   consiguiente	
  
susceptibilidad	
   a	
   la	
   aparición	
   de	
   algún	
   tipo	
   de	
  
enfermedad	
   genética	
   asociada	
   a	
   un	
   mal	
  
funcionamiento	
   de	
   la	
   región	
   donde	
   se	
   produjo	
   el	
  
evento	
  (Shukla	
  et	
  al,	
  2013;	
  Helman	
  et	
  al.,	
  2014).	
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Todas	
  estas	
  consideraciones	
  parecen	
  carecer	
  de	
  
importancia	
   en	
   un	
   individuo,	
   pero	
   si	
   aplicamos	
   el	
  
mismo	
   concepto	
   considerando	
   a	
   la	
   célula	
   como	
  
individuo	
   y	
   al	
   ser	
   humano	
   como	
   entorno,	
   donde	
  
conviven	
  varias	
  poblaciones	
  celulares,	
  desde	
  el	
  punto	
  
de	
   vista	
   de	
   una	
   célula,	
   si	
   es	
   capaz	
   de	
   adquirir	
   una	
  
ventaja	
   proliferativa	
   sobre	
   el	
   resto	
   y	
   evitar	
   ser	
  
eliminada	
  del	
  organismo,	
   independientemente	
  de	
   los	
  
efectos	
   sobre	
   el	
   ser	
   humano,	
   irá	
   aumentando	
   su	
  
representación	
   en	
   la	
   población	
   celular,	
  
convirtiéndose	
  en	
  la	
  “especie	
  dominante”.	
  En	
  muchas	
  
ocasiones,	
  este	
  fenómeno	
  suele	
  ir	
  acompañado	
  de	
  una	
  
pérdida	
   o	
   disminución	
   de	
   la	
   capacidad	
   de	
   dichas	
  
células	
  para	
  desempeñar	
  correctamente	
  su	
  función,	
  lo	
  
que	
  acaba	
  teniendo	
  consecuencias	
  negativas	
  sobre	
  el	
  
organismo,	
   como	
   son	
   los	
   tumores	
   o	
   el	
   cáncer	
  
(revisado	
  en	
  Burrel	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

Por	
   tanto,	
   para	
   desempeñar	
   correctamente	
   las	
  
funciones	
  complejas,	
  es	
  importante	
  que	
  el	
  organismo	
  
sea	
   capaz	
   de	
   mantener	
   bajo	
   control	
   tanto	
   la	
  
proliferación	
   como	
   la	
   función	
   de	
   las	
   diferentes	
  
poblaciones	
  celulares	
  que	
  lo	
  constituyen.	
  La	
  actividad	
  
del	
  retroelemento	
  L1	
  añade	
  sin	
  duda	
  una	
  capa	
  más	
  de	
  
mutaciones	
  con	
  pronóstico	
  incierto.	
  	
  

Así,	
   la	
   combinación	
   de	
   los	
   efectos	
   acumulados	
  
de	
  las	
  mutaciones	
  por	
  agentes	
  externos	
  y	
  las	
  causadas	
  
por	
   la	
   actividad	
   desregulada	
   de	
   L1	
   puede	
   ser	
  
devastadora	
  para	
  los	
  pacientes	
  de	
  anemia	
  de	
  Fanconi;	
  
de	
  hecho,	
   recientemente,	
   se	
  ha	
  demostrado	
  que,	
  una	
  
alta	
  tasa	
  de	
  retrotransposición	
  se	
  asocia	
  con	
  una	
  alta	
  
tasa	
   de	
   reordenaciones	
   cromosómicas	
   y	
   mutaciones	
  
somáticas	
  en	
  cáncer	
  (Helman	
  et	
  al.,	
  2014).	
   	
  Nuestros	
  
resultados	
  apuntan	
  a	
  que	
  esto	
  es	
  precisamente	
  lo	
  que	
  
ocurre	
  de	
  forma	
  frecuente	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  pacientes	
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de	
   anemia	
   de	
   Fanconi,	
   y	
   posiblemente,	
   en	
   otros	
  
síndromes	
   causados	
   por	
   fallos	
   en	
   la	
   reparación	
   del	
  
DNA.	
  	
  

Uno	
  de	
  los	
  ejemplos	
  de	
  enfermedades	
  genéticas	
  
donde	
  esta	
  actividad	
  descontrolada	
  del	
  L1	
  podría	
  ser	
  
de	
  vital	
  importancia	
  es	
  el	
  cáncer	
  de	
  mama,	
  donde	
  una	
  
mutación	
   en	
   una	
   sola	
   copia	
   de	
   los	
   genes	
   BRCA1,	
  
BRCA2,	
   FANCJ,	
   FANCN	
   o	
   FANCO,	
   predispone	
   a	
   su	
  
aparición	
   (revisado	
   recientemente	
   en	
   Kotteman	
   &	
  
Smogorzewska,	
  2013).	
  Curiosamente,	
  nuestros	
  datos	
  
revelan	
   que	
   una	
   inhibición	
   parcial	
   de	
   cualquiera	
   de	
  
estas	
   proteínas	
   mediante	
   siRNAs,	
   supone	
   un	
  
incremento	
  notable	
  de	
   la	
   actividad	
  de	
   los	
   elementos	
  
L1	
  salvajes.	
  De	
  hecho,	
  la	
  influencia	
  de	
  BRCA1	
  sobre	
  la	
  
retrotransposición	
   ya	
   ha	
   sido	
   descrita	
   por	
   otros	
  
autores,	
  junto	
  con	
  la	
  influencia	
  de	
  ATM	
  (Coufal	
  et	
  al.,	
  
2011).	
  
	
  
6.4.1.-­‐	
   Maquinaria	
   de	
   LINE-­‐1	
   y	
   la	
   reparación	
   del	
  
DNA	
  en	
  FA.	
  
	
   La	
  proteína	
  ORF2p	
  posee	
  dos	
  claros	
  dominios:	
  
-­‐	
   Una	
   endonucleasa	
   de	
   tipo	
   APE	
   (apurínica/	
  
apirimidínica	
  (Martin	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Martin	
  et	
  al.,	
  1996;	
  
Feng	
  et	
  al.,	
  1996),	
  que	
  es	
  capaz	
  de	
  realizar	
  cortes	
  en	
  
secuencias	
   similares	
   a	
   la	
   secuencia	
   consenso,	
   lo	
   que	
  
abre	
   la	
   oportunidad	
   de	
   provocar	
   una	
   mella	
   o	
   una	
  
rotura	
   de	
   doble	
   cadena	
   en	
   puntos	
   cercanos	
   a	
   una	
  
lesión.	
  
-­‐	
  La	
   reversotranscriptasa	
  de	
  L1,	
  que	
  se	
   comporta	
  no	
  
sólo	
   como	
   una	
   RT,	
   sino	
   que	
   además	
   es	
   capaz	
   de	
  
actuar	
   utilizando	
   DNA	
   como	
   molde	
   como	
   una	
  
polimerasa	
  celular	
  (Mathias	
  et	
  al.,	
  1991;	
  Piskareva	
  &	
  
Schmatchenko,	
  2006).	
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Existen	
  varias	
  posibilidades	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  evaluar	
  
qué	
   ocurre	
   en	
   las	
   células	
   FA	
   (figura	
   46),	
   ya	
   que	
   en	
  
estas	
  células,	
  las	
  horquillas	
  de	
  replicación	
  que	
  se	
  han	
  
bloqueado	
   o	
   colapsado	
   no	
   se	
   consiguen	
   restablecer	
  
eficientemente,	
   y	
   por	
   tanto	
   la	
   señalización	
   celular	
  
provoca	
  un	
  arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  y	
  eventualmente	
  
la	
  muerte	
  de	
  la	
  misma.	
  En	
  estas	
  células,	
  si	
  la	
  actividad	
  
dual	
  de	
  L1	
  puede	
  estar	
  ayudando	
  de	
  alguna	
  manera	
  al	
  
restablecimiento	
  de	
  una	
  horquilla	
  dañada,	
  aunque	
  sea	
  
de	
  manera	
  mutagénica,	
  puede	
  resultar	
  muy	
  útil	
  para	
  
continuar	
  con	
  el	
  ciclo	
  celular.	
  	
  

La	
   actuación	
   desorganizada	
   y	
   aleatoria	
   de	
  
proteínas	
  de	
  diferentes	
  rutas	
  de	
  reparación	
  junto	
  con	
  
la	
   actividad	
   de	
   L1	
   explicaría	
   el	
   amplio	
   espectro	
   de	
  
características	
   anómalas	
   que	
   se	
   encuentran	
   en	
   las	
  
regiones	
  en	
  las	
  que	
  se	
  producen	
  las	
  inserciones	
  de	
  L1	
  
en	
   las	
  células	
  FA.	
  De	
  hecho,	
   los	
  resultados	
  obtenidos	
  
en	
   este	
   estudio	
   apuntan	
   a	
   que	
   estas	
   anomalías	
  
pueden	
   estar	
   produciéndose	
   al	
   intentar	
   resolver	
   las	
  
estructuras	
   creadas	
   durante	
   el	
   proceso	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  L1.	
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Figura	
   46.	
   Reparación	
   de	
   cruzamientos	
  
intercatenarios	
  (ICLs)	
  por	
  la	
  vía	
  FA.	
  Los	
  ICLs	
  detienen	
  
el	
   avance	
   de	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación,	
   provocando	
   el	
   estrés	
  
replicativo	
   que	
   conduce	
   a	
   la	
   parada	
   del	
   ciclo	
   celular	
   (1)	
   y	
   a	
   la	
  
activación	
  de	
  ATR	
  y	
  la	
  ruta	
  FA	
  (2),	
  que	
  promueven	
  la	
  formación	
  
de	
   un	
   corte	
   en	
   el	
   DNA	
   que	
   crea	
   una	
   rotura	
   de	
   doble	
   cadena	
  
(DSB)	
   inicial	
  (3).	
  Esto	
  permite	
  desenrollar	
   la	
   ICL	
  mediante	
  otro	
  
corte	
  en	
  el	
  DNA	
  (4),	
  así	
  como	
  la	
  localización	
  del	
  complejo	
  FA	
  en	
  
la	
   lesión	
   para	
   ubiquitinar	
   a	
   FANCD2	
   y	
   FANCI	
   in	
   situ	
   (5).	
   Se	
  
produce	
  así	
   la	
   llamada	
  de	
  una	
  polimerasa	
  de	
   reparación	
   (junto	
  
con	
   PCNA)	
   para	
   realizar	
   la	
   síntesis	
   translesión	
   (6).	
  
Posteriormente,	
   se	
   recluta	
   la	
   maquinaria	
   de	
   recombinación	
  
homóloga	
  (7),	
  que	
  repara	
   finalmente	
   la	
   rotura	
  de	
  doble	
  cadena	
  
formada	
  al	
  principio	
  de	
  la	
  reparación	
  (8),	
  restableciéndose	
  así	
  la	
  
horquilla	
  de	
  replicación.	
  
	
  

following ICL induction. In contrast to our results, McCabe et
al. reported the decreased monoubiquitination of FANCD2 in
cells depleted of ERCC1 by siRNA (44). However, like us,
these authors did observe that MMC causes an induction of
FANCD2 monoubiquitination in ERCC1-depleted cells, and
that the relative increase in the ratio of FANCD2-L to
FANCD2-S was similar in ERCC1-depleted and control cells
upon cross-link damage. We observed persistent FANCD2
monoubiquitination in XPF-ERCC1-deficient cells from three
species in response to two different cross-linking agents. Pro-
longed FANCD2 monoubiquitination has not been reported in
other cross-link sensitive mutants previously, suggesting that
the incision of cross-linked DNA by XPF-ERCC1 is essential
for the repair of ICLs and the termination of the DNA damage
response.

In addition, the chromatin localization of FANCD2 in re-
sponse to cross-link damage is impaired in XPF-ERCC1-defi-
cient cells, as demonstrated by cellular fractionation and
FANCD2 foci formation. This suggests that the stable associ-
ation of monoubiquitinated FANCD2 with chromatin requires

(at a minimum) an unhooked ICL. Indeed, the persistent
FANCD2-L observed in Xpf and Ercc1 mutant WCEs might
reflect continued attempts to target FANCD2 to sites of dam-
age in chromatin, which are nonproductive when cross-linked
DNA is not incised.

The XPF-ERCC1-related nuclease MUS81-EME1 also is
implicated in ICL repair by virtue of the hypersensitivity of
Mus81!/! and Eme1!/! mouse cells to cross-linking agents
(23). Specifically, MUS81 is required for the cleavage of rep-
lication forks stalled by ICLs, producing DSBs with one acces-
sible end (22, 23). However, the ICL-induced monoubiquiti-
nation of FANCD2 is normal in Mus81!/! cells (Fig. 1), and
the genetic disruption of FANCB and MUS81 does not render
cells hypersensitive to cross-linking agents relative to the de-
letion of FANCB alone (59). These data support the conclu-
sion that the generation of DSBs at ICLs during S phase by
MUS81-EME1 is not a prerequisite for the activation of
FANCD2. Taken together, these data suggest a model for ICL
repair (Fig. 5; also see a recent review by Thompson and Hinz
[73]) in which the stalling of a replication fork at an ICL leads

FIG. 5. Model of how XPF-ERCC1 and MUS81-EME1 nucleases function in the same S-phase-specific DNA interstrand cross-link repair
mechanism as the FA proteins. See the text for more details.
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6.4.2.-­‐	
   Recombinación	
   homóloga	
   acoplada	
   a	
   la	
  
replicación	
  y	
  actividad	
  de	
  L1	
  en	
  FA.	
  	
  
	
   Una	
  célula	
  siempre	
  intenta	
  reparar	
  las	
  roturas	
  
de	
  doble	
   cadena	
  de	
   la	
  manera	
  más	
   rápida	
  posible,	
   y	
  
durante	
   la	
   interfase	
   ésta	
   es	
   la	
   vía	
   de	
   unión	
   de	
  
extremos	
   no	
   homólogos	
   o	
   NHEJ.	
   Sin	
   embargo,	
  
durante	
   la	
   replicación,	
   la	
   ruta	
   FA	
   inhibe	
   la	
   NHEJ	
   y	
  
establece	
  una	
  manera	
  de	
  reparar	
  el	
  daño	
  mediante	
  la	
  
coordinación	
   de	
   nucleasas	
   y	
   polimerasas	
   de	
   la	
  
recombinación	
  homóloga	
   y	
  de	
   la	
   síntesis	
   translesión	
  
(revisado	
  en	
  Deans	
  &	
  West,	
  2011).	
  	
  

En	
   el	
   procesamiento	
   necesario	
   para	
   la	
  
reparación	
  de	
  las	
  roturas	
  es	
  frecuente	
  la	
  resección	
  de	
  
los	
  extremos,	
  y	
  la	
  exposición	
  de	
  filamentos	
  de	
  DNA	
  de	
  
cadena	
   sencilla	
   (ssDNA)	
   que	
   son	
   rápidamente	
  
recubiertos	
  por	
  RAD51	
  (Sung	
  &	
  Robberson,	
  1995).	
  La	
  
presencia	
  de	
   ssDNA	
  en	
  el	
  genoma	
  es	
   reconocida	
  por	
  
el	
   complejo	
  9-­‐1-­‐1,	
  ATR-­‐ATRIP	
  y	
  BRCA1.	
  ATR	
   recluta	
  
al	
   complejo	
   ID	
   de	
   la	
   vía	
   FA,	
   y	
   a	
   su	
   vez	
   reclutan	
   a	
  
complejos	
   remodeladores	
   de	
   la	
   cromatina	
   (CRCs),	
   a	
  
PCNA,	
   y	
   a	
   RPA	
   para	
   que	
   recubra	
   el	
   ssDNA,	
  
desplazando	
  así	
  a	
  RAD51	
  y	
  por	
  tanto	
  favoreciendo	
  la	
  
TLS	
  en	
  contra	
  de	
  la	
  HR.	
  Por	
  otro	
  lado	
  BRCA1	
  favorece	
  
la	
  acumulación	
  de	
  RAD51	
  aguas	
  abajo	
  en	
  el	
  filamento	
  
de	
  cadena	
  sencilla,	
  promoviendo	
  la	
  HR	
  frente	
  a	
  la	
  TLS	
  
(revisado	
  en	
  Thompson,	
  2012).	
  	
  

En	
   las	
   deficiencias	
   de	
   la	
   vía	
   FA,	
   donde	
   este	
  
mecanismo	
   no	
   se	
   produce	
   de	
   manera	
   adecuada,	
  
cabría	
  esperar	
  que	
  el	
  peso	
  de	
  la	
  reparación	
  quede	
  en	
  
manos	
  de	
  nucleasas	
   e	
   invasiones	
  de	
   cadena,	
   propias	
  
de	
   la	
   recombinación	
   homóloga.	
   Nuestros	
   resultados	
  
demuestran	
   que	
   la	
   movilidad	
   por	
   la	
   vía	
   ENi	
   no	
   se	
  
produce	
   ante	
   deficiencias	
   en	
   los	
   genes	
   FANCD1	
  
(BRCA2)	
   ni	
   FANCG,	
   lo	
   que	
   pone	
   de	
   manifiesto	
   que	
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una	
   deficiencia	
   en	
   la	
   reparación	
   de	
   las	
   roturas	
   de	
  
doble	
   cadena	
   del	
   DNA	
   no	
   es	
   suficiente	
   para	
   que	
   los	
  
elementos	
   L1	
   puedan	
  movilizarse	
   por	
   la	
   vía	
   ENi;	
   no	
  
obstante,	
   curiosamente	
   estas	
   dos	
   proteínas,	
   no	
   sólo	
  
participan	
  en	
   la	
  FA,	
   también	
   interaccionan	
  entre	
  sí	
  y	
  
son	
  necesarias	
  para	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  (HR)	
  
(Hussain	
   et	
   al.,	
   2003),	
   por	
   lo	
   que	
   las	
   células	
   con	
  
mutaciones	
   en	
   BRCA2	
   o	
   FANCG	
   son	
   también	
  
deficientes	
   en	
   la	
   recombinación	
   homóloga	
  
(Yamamoto	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Nagaraju	
   &	
   Scully,	
   2007;	
  
Wilson	
  et	
  al.,	
  2008)	
  	
  

Así	
  pues,	
  según	
  nuestros	
  datos,	
   los	
  eventos	
  por	
  
la	
   vía	
   ENi	
   pueden	
   producirse	
   ante	
   deficiencias	
   en	
   la	
  
ruta	
  FA,	
  pero	
  no	
   se	
  producen	
  ante	
  deficiencias	
  de	
   la	
  
HR;	
   sin	
   embargo,	
   FANCG	
   forma	
   parte	
   del	
   complejo	
  
principal	
   FA,	
   y	
   la	
   recombinación	
   homóloga	
   como	
   tal	
  
forma	
   parte	
   de	
   la	
   reparación	
   por	
   la	
   vía	
   FA,	
   así	
   que	
  
¿cómo	
   es	
   posible	
   entonces?	
   La	
   unión	
   de	
   ambas	
  
observaciones,	
   aparentemente	
   contrarias,	
   podría	
   ser	
  
explicada	
   de	
   dos	
   maneras	
   que	
   no	
   son	
   mutuamente	
  
excluyentes:	
  	
  

-­‐	
   Puede	
   que	
   las	
   primeras	
   reacciones	
   de	
   la	
  
reparación,	
  que	
  funcionan	
  de	
  manera	
  independiente	
  y	
  
previa	
  a	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  (figura	
  46),	
  sean	
  
suficientes	
   para	
   producir	
   unos	
   cambios	
   en	
   la	
   rotura	
  
que	
   impidan	
   que	
   L1	
   pueda	
   acceder	
   a	
   ella,	
   esto	
  
consistiría	
  en	
  la	
  acción	
  coordinada	
  de	
  la	
  resección	
  de	
  
los	
   extremos	
   y	
   polimerasas	
   de	
   reparación,	
   que	
  
podrían	
   dejar	
   la	
   rotura	
   accesible	
   a	
   otra	
   maquinaria	
  
como	
   la	
   de	
   NHEJ,	
   que,	
   aunque	
   descoordinada	
   y	
   con	
  
una	
   gran	
   predisposición	
   a	
   error,	
   sigue	
   funcional	
   en	
  
estas	
   células.	
   Cabría	
   esperar	
  deleciones	
  de	
   las	
   zonas	
  
dañadas	
  ante	
  este	
  escenario.	
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-­‐	
   Por	
   otra	
   parte,	
   cabe	
   la	
   posibilidad	
  de	
   que	
   los	
  
mutantes	
   en	
   el	
   dominio	
   endonucleasa	
   de	
   L1	
  
requieran	
   la	
  participación	
  de	
  parte	
  de	
   la	
  maquinaria	
  
de	
   la	
   recombinación	
   homóloga	
   para	
   completar	
   su	
  
movilización;	
   esto	
   es,	
   incluso	
   aun	
   siendo	
   capaces	
   de	
  
iniciar	
  la	
  reversotranscripción	
  de	
  su	
  DNA	
  parasitando	
  
una	
  rotura	
  preexistente,	
  al	
  no	
  ser	
  capaces	
  de	
  producir	
  
ningún	
   corte	
   adicional	
   en	
   el	
   sitio	
   diana,	
   quedan	
   a	
  
merced	
   de	
   la	
   recombinación	
   homóloga	
   para	
  
completar	
  exitosamente	
  su	
  integración.	
  
	
  

En	
   circunstancias	
   normales,	
   la	
   ruta	
   FA	
   sería	
  
capaz	
   de	
   coordinar	
   la	
   síntesis	
   translesión,	
  
sobrepasando	
   la	
   lesión,	
  reiniciando	
  así	
   la	
  replicación	
  
sin	
   necesidad	
   de	
   que	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación	
  
colapse,	
   y	
   evitando	
   por	
   tanto	
   que	
   se	
   produzca	
   una	
  
rotura	
   de	
   doble	
   cadena	
   (figura	
   47).	
   El	
   complejo	
  
principal	
  FA,	
  así	
  como	
  FANCJ	
  y	
  BRCA1	
  (posiblemente	
  
junto	
  con	
  su	
  acompañante	
  BARD1),	
  pueden	
  intervenir	
  
para	
  evitar	
  un	
  posible	
  bloqueo	
  estructural	
  que	
  pueda	
  
surgir	
  como	
  consecuencia	
  de	
  la	
  lesión.	
  

Sin	
   embargo,	
   ante	
   determinadas	
  
circunstancias,	
   como	
   ocurre	
   por	
   ejemplo	
   con	
   los	
  
cruzamientos	
   intercatenarios	
   (ICLs),	
   la	
   formación	
  de	
  
una	
   rotura	
   de	
   doble	
   cadena	
   es	
   necesaria	
   para	
   la	
  
reparación.	
   En	
   este	
   caso	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación	
  
colapsa	
  y	
  se	
  requiere	
  la	
  coordinación	
  de	
  la	
  TLS,	
  la	
  HR	
  
y	
   la	
  vía	
  de	
  escisión	
  de	
  nucleótidos	
  (NER)	
  para	
  poder	
  
restablecer	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación	
   (figura	
   48,	
  
revisado	
  en	
  Wang,	
  2007).	
  	
  

En	
   las	
  células	
  FA,	
   la	
   incapacidad	
  de	
  coordinar	
  
la	
   TLS,	
   posiblemente	
   incluso	
   ante	
   otras	
   lesiones	
  
distintas	
   de	
   los	
   ICLs,	
   provoca	
   la	
   formación	
   de	
   una	
  
rotura	
   y	
   por	
   tanto	
   el	
   colapso	
   de	
   la	
   horquilla	
   de	
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replicación	
   (revisado	
   en	
   Wang,	
   2007),	
   haciendo	
  
necesario	
   recuperarla	
   para	
   poder	
   continuar	
   con	
   la	
  
replicación	
   (figura	
   48).	
   En	
   este	
   caso,	
   la	
   célula	
   sólo	
  
podría	
  recurrir	
  a	
  la	
  NHEJ	
  o	
  la	
  HR,	
  ambas	
  funcionales;	
  
sin	
   embargo,	
   además	
   de	
   los	
   problemas	
   para	
  
coordinar	
   la	
   TLS,	
   las	
   células	
   FA	
   también	
   presentan	
  
defectos	
   en	
   la	
   coordinación	
   de	
   las	
   distintas	
   vías	
   de	
  
reparación	
  (revisado	
  en	
  Wang,	
  2007),	
   lo	
  que	
   implica	
  
un	
  retraso	
  en	
  la	
  ejecución	
  de	
  cualquiera	
  de	
  estas	
  dos	
  
alternativas.	
   Esta	
   circunstancia	
   puede	
   estar	
   dando	
  
más	
  tiempo	
  al	
  retroelemento	
  para	
  insertarse.	
  

Además,	
   si	
   tenemos	
   en	
   cuenta	
   el	
   mecanismo	
  
de	
   movilización	
   de	
   L1,	
   durante	
   la	
  
reversotranscripción	
  se	
  produce	
  un	
  híbrido	
  RNA-­‐DNA	
  
de	
  L1	
  (Luan	
  et	
  al.,	
  1993),	
  con	
   lo	
  que	
  si	
  se	
  degrada	
  el	
  
RNA,	
   un	
   fragmento	
   de	
   DNA	
   de	
   cadena	
   sencilla	
  
quedaría	
  al	
  descubierto,	
   independientemente	
  de	
  que	
  
el	
  elemento	
  L1	
  tenga	
  su	
  endonucleasa	
  funcional	
  o	
  no,	
  
dejando	
  a	
   la	
  célula	
  FA	
   las	
  mismas	
  opciones	
  que	
  ante	
  
una	
   estructura	
   intermediaria	
   de	
   cadena	
   sencilla,	
   es	
  
decir,	
  la	
  NHEJ	
  o	
  la	
  HR.	
  

Así,	
  por	
  un	
  lado,	
  la	
  intervención	
  de	
  la	
  NHEJ	
  y	
  la	
  
vía	
   de	
   escisión	
   de	
   nucleótidos,	
   ambas	
   funcionales	
   a	
  
pesar	
  de	
  los	
  fallos	
  en	
  la	
  FA	
  (revisado	
  en	
  Niedernhofer	
  
et	
   al.,	
   2005),	
   podrían	
   resultar	
   en	
   la	
   aparición	
   de	
   las	
  
deleciones	
   encontradas	
   en	
   todas	
   las	
   líneas	
   FA	
  
analizadas.	
  

La	
   búsqueda	
   forzada	
   de	
   homología	
   podría	
  
provocar	
  un	
   segundo	
  punto	
  de	
   “ruptura”	
  más	
   lejano	
  
de	
   lo	
   normal	
   en	
   el	
   DNA,	
   aguas	
   abajo,	
   en	
   la	
   cadena	
  
contraria,	
   lo	
  que	
  explicaría	
   tanto	
   los	
  altos	
  niveles	
  de	
  
movilidad	
   de	
   los	
   elementos	
   L1	
   mutantes	
   en	
   su	
  
endonucleasa,	
   como	
   la	
   aparición	
   de	
   las	
   largas	
   TSDs	
  
que	
   hemos	
   podido	
   detectar	
   en	
   los	
   grupos	
   FANCA,	
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FANCC,	
  FANCI	
  y	
  FANCD2,	
  que	
  alcanzan	
  hasta	
  las	
  800	
  
pares	
  de	
  bases.	
  

	
  
Consecuentemente	
   con	
   esta	
   observación,	
   en	
  

las	
   células	
   deficientes	
   para	
   BRCA2	
   o	
   FANCG,	
   el	
  
escenario	
  es	
  completamente	
  diferente,	
  ya	
  que	
  sólo	
  la	
  
primera	
  opción	
  está	
  disponible,	
  destacando	
  que:	
  

-­‐	
  Deficiencias	
  en	
  BRCA2	
  no	
  provocan	
  fallos	
  en	
  
la	
   ubiquitinación	
   de	
   FANCD2,	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   la	
  
localización	
  del	
   complejo	
   ID	
   en	
   la	
   cromatina	
  no	
   está	
  
impedida,	
   y	
   las	
   células	
   pueden	
   coordinar	
  
correctamente	
   la	
   síntesis	
   translesión,	
   pero	
   no	
   la	
  
recombinación	
  homóloga.	
  

-­‐	
  Deficiencias	
  en	
  FANCG	
  sí	
  que	
  provocan	
  fallos	
  
en	
   la	
   ubiquitinación	
   y	
   localización	
   de	
   FANCD2	
   y	
   la	
  
localización	
   del	
   complejo	
   ID,	
   además	
   de	
   fallos	
   en	
   la	
  
recombinación	
  homóloga.	
  

En	
   ambos	
   casos,	
   como	
   indican	
   nuestros	
  
resultados,	
  las	
  inserciones	
  de	
  L1	
  ocurren	
  mediante	
  la	
  
vía	
   de	
   TPRT	
   clásica,	
   es	
   decir,	
   la	
   endonucleasa	
   del	
  
elemento	
   se	
   requiere	
   para	
   su	
   movilidad.	
   Cabe	
  
destacar	
   que,	
   según	
   los	
   datos	
   obtenidos	
   de	
   los	
  
experimentos	
  con	
  RNAs	
  de	
  interferencia,	
  la	
  movilidad	
  
de	
   los	
   elementos	
   L1	
   se	
   encuentra	
   aumentada	
   en	
  
células	
   deficientes	
   para	
   BRCA2,	
   presentando	
   un	
  
130%	
   de	
   actividad	
   comparado	
   con	
   el	
   RNA	
   de	
  
interferencia	
   control	
   en	
   células	
   HCT116,	
   en	
   las	
   que	
  
encontramos	
   el	
   incremento	
   de	
   actividad	
   más	
  
modesto,	
   llegando	
   incluso	
   a	
   superar	
   el	
   250%	
   de	
  
actividad	
  con	
  respecto	
  al	
  RNA	
  control	
  en	
  células	
  HeLa	
  
y	
  U2OS.	
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Figura	
   47.	
   Reinicio	
   de	
   una	
   horquilla	
   de	
  
replicación	
   bloqueada.	
  Una	
  de	
   las	
   funciones	
  de	
   la	
  vía	
  FA	
  
es	
  desbloquear	
  la	
  replicación	
  de	
  la	
  cadena	
  de	
  DNA,	
  coordinando	
  
la	
  TLS	
  y	
   la	
  HR	
  o	
  el	
   intercambio	
  de	
  cromátidas	
  hermanas	
  (SCE).	
  
La	
  acción	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  vía	
  FA:	
  (A)	
  promueve	
  la	
  síntesis	
  
translesión	
   sin	
   realizar	
   una	
   rotura	
   de	
   doble	
   cadena,	
   (B)	
  
cualquier	
   bloqueo	
   estructural	
   o	
   superenrollamiento	
   que	
   pueda	
  
impedir	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  horquilla	
  de	
  replicación	
  es	
  resuelto	
  o	
  
relajado	
  mediante	
  la	
  participación	
  de	
  la	
  helicasa	
  FANCJ	
  asociada	
  
a	
  BRCA1,	
  (C)	
  permitiendo	
  que	
  continúe	
  la	
  replicación.	
  
	
  

POLς$$$
REV1$FANCM$

FAAP24$

A,$B,$C,$E,$
F,$G,$L$

FAAP100$

5’$

3’$

5’$

A,$B,$C,$E,$
F,$G,$L$

FAAP100$

5’$

3’$

5’$
FANCJ$$$

BRCA1$

HR#$#SCE#

bloqueo$$
estructural$

A,$B,$C,$E,$
F,$G,$L$

FAAP100$

5’$

3’$

5’$

TLS#

base$dañada,$$
bloqueo$de$DNApol$

la$replicación$
conJnua$

DNA$
POL $

FANCJ$$$

BRCA1$

A)#

B)#

C)#



	
   224	
  

	
  
Figura	
   48.	
   Recuperación	
   de	
   una	
   horquilla	
   de	
  
replicación	
   colapsada.	
   En	
   ocasiones,	
   bien	
   sea	
   por	
   un	
  
bloqueo	
   que	
   no	
   se	
   consigue	
   eliminar	
   o	
   a	
   causa	
   de	
   una	
   DSB,	
   la	
  
horquilla	
  de	
  replicación	
  colapsa.	
  Durante	
   la	
  reparación	
  de	
   ICLs,	
  
eliminar	
  el	
  bloqueo	
  requiere	
  precisamente	
   la	
   formación	
  de	
  una	
  
DSB	
   y	
   por	
   tanto	
   el	
   colapso	
   de	
   la	
   horquilla	
   de	
   replicación.	
   Para	
  
restablecer	
  una	
  horquilla	
   colapsada	
  se	
   requiere	
   la	
   intervención	
  
coordinada	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
   vía	
   FA:	
   	
   (A)	
   primero	
   el	
  
complejo	
  principal	
  FA	
  ubiquitina	
  al	
  complejo	
  ID,	
  que	
  coordina	
  la	
  
síntesis	
   translesión,	
   (B)	
   luego	
   USP1	
   retira	
   la	
   ubiquitina	
   del	
  
complejo	
  ID,	
  permitiendo	
  que	
  FANCG	
  forme	
  el	
  complejo	
  D1-­‐D2-­‐
G-­‐X3,	
   (C)	
   que	
   recluta	
   a	
   la	
   maquinaria	
   de	
   la	
   recombinación	
  
homóloga	
   para	
   poder	
   restablecer	
   eficientemente	
   la	
   horquilla	
   y	
  
continuar	
  la	
  replicación.	
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En	
  el	
   caso	
  de	
  FANCG;	
   sin	
   embargo,	
   aunque	
   la	
  
movilidad	
   del	
   elemento	
   por	
   la	
   vía	
   independiente	
   de	
  
endonucleasa	
   aparece	
   también	
   impedida,	
   los	
  
elementos	
   salvajes	
   no	
   presentan	
   una	
  mayor	
   tasa	
   de	
  
movilidad.	
  De	
  hecho,	
   según	
   los	
   resultados	
   con	
  RNAs	
  
de	
   interferencia,	
   	
   la	
   deficiencia	
   en	
   FANCG	
   parece	
  
disminuir	
   el	
   nivel	
   de	
   movilización	
   de	
   los	
   elementos	
  
L1	
   salvajes,	
   como	
   indica	
   el	
   dato	
   de	
   una	
   actividad	
  
relativa	
   del	
   70%	
   frente	
   a	
   células	
   tratadas	
   con	
   el	
  
siRNA	
  control.	
  	
  

Todo	
  esto,	
  unido	
  a	
  que	
  las	
  deficiencias	
  en	
  la	
  vía	
  
de	
   NHEJ	
   provocan	
   un	
   aumento	
   tremendo	
   de	
   la	
  
movilidad	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
   endonucleasa	
   de	
   L1,	
  
apunta	
  a	
  la	
  necesidad	
  de	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  
para	
   la	
   correcta	
   resolución	
   de	
   los	
   eventos	
   de	
  
retrotransposición	
   producidos	
   por	
   la	
   vía	
   ENi.	
  
Además,	
   la	
   presencia	
   de	
   una	
   endonucleasa	
   en	
   el	
  
ORF2,	
  podría	
  permitir	
  a	
  L1	
  integrarse	
  sin	
  requerir	
   la	
  
participación	
   de	
   la	
   maquinaria	
   de	
   la	
   recombinación	
  
homóloga,	
   en	
   tal	
   caso	
   la	
   célula	
   podría	
   recurrir	
   a	
  
mecanismos	
   de	
   reparación	
   alternativos,	
  
principalmente	
   la	
   NHEJ,	
   para	
   evitar	
   la	
   pérdida	
   de	
  
material	
   genético;	
   si	
   bien,	
   si	
   ésta	
   falla,	
   aún	
   podría	
  
recurrir	
   a	
   la	
   NER	
   para	
   eliminar	
   el	
  material	
   genético	
  
que	
   no	
   puede	
   reparar,	
   pudiendo	
   dar	
   lugar	
   a	
   las	
  
deleciones	
   genómicas	
   y/o	
   truncaciones	
   en	
   3’	
   del	
  
elemento	
   observadas	
   en	
   estudios	
   previos	
   ante	
  
deficiencias	
  en	
  la	
  vía	
  NHEJ	
  (Morrish	
  &	
  García-­‐Pérez	
  et	
  
al,	
   2007),	
   pero	
   ausentes	
   en	
   nuestro	
   estudio.	
   Esto	
   se	
  
debe	
  probablemente	
  a	
  que	
  las	
  células	
  FA	
  poseen	
  una	
  
NHEJ	
   funcional,	
   de	
   hecho,	
   una	
   de	
   las	
   funciones	
  
principales	
  propuestas	
  de	
  la	
  vía	
  FA	
  es	
  la	
  inhibición	
  de	
  
la	
  NHEJ	
  (Adamo	
  et	
  al.,	
  2010).	
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A	
  priori,	
   lo	
  que	
  se	
  podría	
  esperar	
  es	
  que	
   la	
  no	
  
ubiquitinación	
   de	
   FANCD2	
   es	
   lo	
   que	
   permite	
   la	
  
movilidad	
   de	
   los	
   elementos	
   mutantes	
   para	
   la	
  
endonucleasa,	
   pero	
   FANCG	
   es	
   necesario	
   para	
   la	
  
ubiquitinación	
   de	
   FANCD2	
   y	
   su	
   ausencia	
   parece	
   no	
  
permitir	
   la	
   movilización	
   de	
   los	
   mutantes	
   de	
   L1.	
   Es	
  
muy	
  destacable	
  la	
  participación	
  conjunta	
  de	
  estas	
  dos	
  
proteínas	
   en	
   el	
   complejo	
   D1-­‐D2-­‐G-­‐X3.	
   Estos	
   datos,	
  
difíciles	
   de	
   interpretar,	
   hicieron	
   que	
   centráramos	
  
nuestra	
   atención	
   en	
   este	
   subcomplejo	
   D1-­‐D2-­‐G-­‐X3,	
  
cuya	
   formación	
   depende	
   de	
   FANCG	
   y	
   es	
  
independiente	
  de	
   la	
  ubiquitinación	
  de	
  FANCD2,	
  pero	
  
aún	
   no	
   se	
   conoce	
   con	
   exactitud	
   la	
   función	
   que	
  
desempeña	
   (Wilson	
   et	
   al,	
   2008).	
   Nuestros	
   datos	
  
apuntan	
  a	
  un	
  posible	
  papel	
  de	
  este	
  subcomplejo	
  en	
  la	
  
integración	
   o	
   resolución	
   exitosa	
   de	
   los	
   eventos	
   de	
  
retrotransposición	
  iniciados	
  por	
  los	
  mutantes	
  de	
  L1.	
  

	
  
6.4.3.-­‐	
  Replicación	
  del	
  DNA	
  y	
  actividad	
  de	
  L1.	
  

A	
   pesar	
   de	
   la	
   caracterización	
   y	
   el	
   creciente	
  
conocimiento	
  de	
  las	
  propiedades	
  y	
  procesividad	
  de	
  la	
  
RT	
   del	
   elemento	
   L1	
   humano	
   (Mathias	
   et	
   al.,	
   1991;	
  
Piskareva	
  &	
  Schmatchenko,	
  2006;	
  Taylor	
  et	
  al.,	
  2013),	
  
aun	
   no	
   se	
   ha	
   conseguido	
   determinar	
   con	
   exactitud	
  
cómo	
   se	
   produce	
   la	
   síntesis	
   de	
   la	
   cadena	
  
complementaria	
   del	
   DNA	
   del	
   elemento,	
   necesaria	
  
para	
   completar	
   los	
   eventos	
   de	
   retrotransposición.	
  
Puede	
  ser	
  que	
  esta	
  síntesis	
  sea	
   llevada	
  a	
  cabo	
  por	
   la	
  
propia	
   RT	
   del	
   elemento,	
   como	
   ocurre	
   con	
   el	
  
retrotransposón	
  R2	
   (Christensen	
  &	
  Eickbush,	
   2005).	
  
Por	
  otra	
  parte,	
  como	
  se	
  demostró,	
  el	
  elemento	
  L1	
  es	
  
capaz	
  de	
  movilizarse	
  en	
  cualquier	
  momento	
  del	
  ciclo	
  
celular	
  (Kubo	
  et	
  al,	
  2006),	
  lo	
  que	
  sugiere	
  que	
  la	
  RT	
  de	
  
L1	
  es	
  capaz	
  por	
  sí	
  sola	
  de	
  completar	
  todo	
  el	
  proceso	
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de	
   síntesis	
   de	
   DNA	
   en	
   un	
   evento	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  novo	
  (figura	
  49).	
  	
  
	
   Este	
  mecanismo	
   sería	
   suficiente	
  para	
   explicar	
  
la	
   aparición	
   de	
   TSDs	
   normales	
   en	
   todos	
   los	
   tipos	
  
celulares	
   analizados	
   en	
   este	
   estudio	
   (y	
   en	
   estudios	
  
previos);	
   sin	
   embargo,	
   nuestros	
   experimentos	
  
presentaron	
  un	
  resultado	
  altamente	
  sorprendente:	
  la	
  
inhibición	
  de	
  PCNA,	
  la	
  plataforma	
  deslizante	
  del	
  DNA,	
  
mediante	
  siRNAs,	
  redujo	
  drásticamente	
  los	
  niveles	
  de	
  
retrotransposición	
   del	
   elemento,	
   disminuyéndolos	
  
hasta	
  un	
  12%	
  con	
  respecto	
  a	
  las	
  líneas	
  tratadas	
  con	
  el	
  
siRNA	
  control,	
  o	
  lo	
  que	
  es	
  lo	
  mismo,	
  una	
  reducción	
  de	
  
9	
  veces	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  retrotransposición	
  normal.	
  
	
   Así	
   pues,	
   debido	
   a	
   que	
   PCNA	
   se	
   expresa	
   de	
  
manera	
   mayoritaria	
   durante	
   la	
   fase	
   S	
   (Matthews	
   et	
  
al.,	
  1984;	
  revisado	
  en	
  Moldovan	
  et	
  al.,	
  2007),	
  nuestros	
  
datos	
   obligaban	
   a	
   considerar	
   que	
   el	
   elemento	
   se	
  
moviliza	
   activamente	
   durante	
   la	
   fase	
   S,	
   mientras	
   el	
  
DNA	
  se	
  está	
  replicando,	
  y	
  aquí	
   la	
  situación	
  es	
  mucho	
  
más	
   compleja	
   por	
   la	
   presencia	
   de	
   la	
   maquinaria	
   de	
  
replicación	
  y	
  dos	
  dobles	
  cadenas	
  de	
  DNA.	
  	
  

PCNA	
   es	
   una	
   proteína	
   que	
   funciona	
   durante	
   la	
  
replicación,	
   rodeando	
   al	
   DNA.	
   Funciona	
   como	
   una	
  
plataforma	
   o	
   andamio	
   para	
   que	
   otras	
   proteínas	
  
interaccionen	
   con	
   él,	
   destacando	
   las	
   polimerasas	
   de	
  
replicación	
   del	
   DNA	
   (Oku	
   et	
   al.,	
   1998;	
   Zhang	
   et	
   al.,	
  
1999;	
  revisado	
  en	
  Moldovan	
  et	
  al.,	
  2007).	
  La	
  mayoría	
  
de	
   las	
   proteínas	
   conocidas	
   que	
   interaccionan	
   con	
  
PCNA	
  	
  presentan	
  un	
  motivo	
  de	
  unión	
  a	
  esta	
  proteína,	
  
conocido	
  como	
  PIP-­‐box	
  (por	
  PCNA-­‐interacting	
  protein	
  
box)	
   (Warbrick,	
  1998),	
  generalmente	
  compuesto	
  por	
  
la	
   secuencia	
   consenso	
   “Q-­‐x-­‐x-­‐h-­‐x-­‐x-­‐aa”,	
   donde	
   “Q”	
  
representa	
   Glutamina,	
   “h”	
   representa	
   aminoácidos	
  
con	
   cadenas	
   laterales	
   moderadamente	
   hidrofóbicas,	
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como	
  por	
  ejemplo	
  Leucina,	
  Isoleucina	
  o	
  Metionina	
  (L,	
  
I,	
   o	
   M),	
   “a”	
   representa	
   aminoácidos	
   con	
   cadenas	
  
laterales	
   fuertemente	
   aromáticas,	
   como	
   por	
   ejemplo	
  
Fenilalanina	
   o	
   Tirosina	
   (F	
   o	
   Y),	
   y	
   “x”	
   representa	
  
cualquier	
   aminoácido	
   (Warbrick,	
   1998;	
   Warbrick	
   et	
  
al.,	
   1998).	
   Una	
   de	
   las	
   proteínas	
   que	
   contiene	
   este	
  
dominio	
   de	
   interacción	
   con	
   PCNA	
   es	
   precisamente	
  
FANCD2	
  (Howlett	
  et	
  al,	
  2009),	
  de	
  suma	
   importancia,	
  
ya	
   que	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   las	
   polimerasas	
  
translesión	
   pueden	
   interaccionar	
   con	
   FANCD2	
   antes	
  
que	
   con	
   PCNA,	
   y	
   mediante	
   los	
   mismos	
   dominios	
   de	
  
interacción	
   (Fu	
   et	
   al,	
   2013).	
   Por	
   otra	
   parte,	
   es	
  
especialmente	
   destacable	
   el	
   hecho	
   de	
   que	
   ya	
   se	
   ha	
  
demostrado	
   la	
   interacción	
   de	
   PCNA	
   con	
   los	
  
transposones	
  de	
  DNA	
  Pogo,	
   en	
  Drosophila,	
  mediante	
  
este	
   dominio	
   de	
   interacción.	
   Este	
   dominio	
   se	
  
encuentra	
   también	
   en	
   su	
   homólogo	
   humano	
   Tigger	
  
(Warbrick	
   et	
   al.,	
   1998),	
   así	
   que	
   la	
   interacción	
   entre	
  
PCNA	
   y	
   elementos	
   móviles	
   ya	
   se	
   ha	
   producido	
  
previamente	
  en	
  la	
  evolución.	
  

Mediante	
   un	
   estudio	
   de	
   la	
   secuencia	
  
aminoacídica	
   de	
   la	
   ORF2p	
   de	
   un	
   elemento	
   L1HS	
  
consenso,	
   comprobamos	
   que	
   existe	
   esta	
   secuencia	
  
consenso	
   en	
   varios	
   elementos	
   L1	
   de	
   diferentes	
  
especies	
  de	
  mamíferos.	
  En	
  el	
  caso	
  del	
  ser	
  humano	
   la	
  
secuencia	
   es	
   “Q-­‐T-­‐T-­‐I-­‐R-­‐E-­‐Y-­‐Y”,	
   en	
   las	
   posiciones	
  
aminoacídicas	
   408-­‐415	
   del	
   ORF2	
   humano,	
  
concretamente	
  en	
  el	
  dominio	
  Z	
  de	
  la	
  proteína,	
  situado	
  
entre	
   los	
   dominios	
   endonucleasa	
   y	
  
reversotranscriptasa,	
   y	
   cuya	
   función	
   aún	
   no	
   se	
  
conoce.	
   Es	
   importante	
   destacar	
   que,	
   durante	
   el	
  
progreso	
   de	
   nuestro	
   estudio,	
   otro	
   grupo	
   que	
  
estudiaba	
  interacciones	
  de	
  las	
  proteínas	
  ORF1	
  y	
  ORF2	
  
mediante	
   coinmunoprecipitación,	
   encontró	
   esta	
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interacción	
  (Taylor	
  et	
  al.,	
  2013),	
  por	
  lo	
  que,	
  a	
  pesar	
  de	
  
no	
   conocerse	
   su	
   funcionalidad,	
   la	
   interacción	
   de	
   la	
  
proteína	
   ORF2	
   con	
   PCNA	
   ya	
   ha	
   sido	
   demostrada	
  
(Taylor	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

	
  

	
  
Figura	
   49.	
   Mecanismo	
   de	
   retrotransposición	
   de	
  
L1	
  durante	
  la	
  interfase	
  celular.	
  A)	
  Tras	
  el	
  primer	
  corte	
  
(rayo	
  amarillo	
  y	
  1),	
  L1	
  polimeriza	
  la	
  primera	
  cadena	
  de	
  DNA	
  (en	
  
morado)	
   a	
   partir	
   de	
   su	
   RNA	
   (en	
   rojo).	
  B)	
   Posteriormente	
   se	
  
produce	
   un	
   segundo	
   corte	
   aguas	
   arriba	
   del	
   primero	
   (rayo	
  
naranja	
   y	
   2),	
   sobre	
   el	
   que	
   L1	
   polimeriza	
   la	
   cadena	
  
complementaria	
   (en	
   azul)	
   a	
   su	
   propio	
   DNA	
   (en	
   morado).	
   C.	
  
Como	
  resultado,	
  las	
  dos	
  cadenas	
  de	
  DNA	
  permanecen	
  unidas	
  por	
  
el	
  retroelemento,	
  y	
  a	
  los	
  lados	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  cadenas	
  sencillas	
  
de	
   la	
   región	
   genómica,	
   que	
   al	
   copiarse	
   forman	
   las	
   TSDs.	
   La	
  
primera	
  incógnita	
  “?”	
   indica	
  que	
  a	
   la	
  hora	
  de	
  cambiar	
  de	
  molde	
  
se	
   pueda	
   empezar	
   a	
   copiar	
   aguas	
   arriba	
   de	
   la	
   primera	
   cadena	
  
sintetizada	
   y	
   no	
   al	
   final	
   (línea	
   punteada	
   morada),	
   la	
   segunda	
  
incógnita	
   “?”	
   es	
   que	
   es	
   posible	
   que	
   al	
   sintetizarse	
   la	
   cadena	
  
complementaria	
  se	
  complete	
  también	
  la	
  primera	
  TSD.	
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6.4.4.-­‐	
   Deleciones	
   y	
   duplicaciones	
   largas	
   en	
   el	
  
sitio	
  de	
  inserción:	
  mecanismos	
  moleculares.	
  

Normalmente	
   el	
   retroelemento	
   produce	
   dos	
  
cortes	
   sencillos	
   en	
   posiciones	
   desplazadas	
   en	
   cada	
  
hebra	
   de	
   DNA,	
   dejando	
   una	
   región	
   que	
  
posteriormente	
   conformará	
   las	
   duplicaciones	
  
características	
  (TSDs)	
  de	
  las	
  inserciones	
  del	
  elemento	
  
(figura	
  49).	
  Los	
  huecos	
  de	
  cadena	
  sencilla	
  resultantes	
  
de	
  la	
  integración	
  podrían	
  ser	
  rellenados	
  por	
  el	
  propio	
  
L1	
   o	
   por	
   una	
   polimerasa	
   celular	
   fácilmente,	
   dando	
  
lugar	
   a	
   las	
   TSDs	
   y	
   finalizando	
   el	
   evento	
   de	
  
retrotransposición.	
  	
  

Nuestros	
   datos	
   revelan	
   que	
   existe	
   una	
   clara	
  
asociación	
   entre	
   las	
   características	
   anómalas	
   y	
   el	
  
defecto	
   presente	
   en	
   las	
   células	
   FA,	
   y	
   apuntan	
   a	
   que	
  
dicha	
  asociación	
  parece	
  producirse	
  principalmente	
  en	
  
eventos	
   de	
   retrotransposición	
   que	
   tienen	
   lugar	
  
durante	
  la	
  replicación,	
  en	
  tanto	
  que:	
  
-­‐	
   La	
   vía	
   FA	
   actúa	
   principalmente	
   durante	
   la	
  
replicación	
  del	
  DNA.	
  	
  
-­‐	
   En	
   las	
   células	
   FA,	
   las	
   inserciones	
   anómalas	
   se	
  
producen	
  tanto	
  en	
  elementos	
  mutantes	
  en	
  el	
  dominio	
  
endonucleasa	
  como	
  en	
  elementos	
  salvajes.	
  
	
  

Así,	
  para	
  explicar	
  la	
  aparición	
  de	
  las	
  deleciones	
  
cortas	
   encontradas	
   al	
   analizar	
   nuestras	
   inserciones,	
  
bastaría	
  con	
  que	
  un	
  elemento	
  L1	
  accediera	
  al	
  lugar	
  de	
  
la	
   lesión	
   y	
   llevara	
   a	
   cabo	
   su	
   reversotranscripción,	
  
mientras	
   que	
   la	
  maquinaria	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   escisión	
   de	
  
nucleótidos	
   eliminaría	
   el	
   oligonucleótido	
   dañado,	
  
sobre	
  el	
  que	
  la	
  síntesis	
  translesión	
  no	
  pudo	
  actuar,	
  y	
  
por	
  tanto	
  eliminando	
  parte	
  de	
  la	
  información	
  genética	
  
original	
  (figura	
  50).	
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Figura	
  50.	
  Modelo	
  del	
  mecanismo	
  de	
  aparición	
  de	
  
deleciones	
   cortas	
   ante	
   las	
   inserciones	
   de	
   L1.	
   La	
  
incapacidad	
   de	
   reclutar	
   a	
   una	
   polimerasa	
   capaz	
   de	
   realizar	
   la	
  
síntesis	
  translesión	
  puede	
  permitir	
  el	
  acceso	
  de	
  L1	
  al	
  extremo	
  3’-­‐
OH	
  libre,	
  mientras	
  que	
  la	
  maquinaria	
  de	
  escisión	
  de	
  nucleótidos	
  
elimina	
  el	
  oligonucleótido	
  dañado,	
  de	
  unas	
  pocas	
  pares	
  de	
  bases.	
  
No	
   se	
   requiere	
   la	
   participación	
   de	
   la	
   endonucleasa	
   de	
   L1	
   para	
  
que	
   se	
   produzcan	
   estos	
   eventos,	
   la	
   posición	
   de	
   inicio	
   de	
  
reversotranscripción	
   podría	
   empezar	
   en	
   la	
   posición	
   indicada	
  
como	
  1	
  en	
  amarillo,	
  mientras	
  que	
   la	
  cadena	
  complementaria	
  se	
  
sintetizaría	
   en	
   una	
   de	
   las	
   dos	
   posiciones	
   indicadas	
   por	
   el	
   2	
  
naranja,	
  que	
  indican	
  el	
  otro	
  extremo	
  de	
  la	
  horquilla	
  rota,	
  o	
  bien	
  
el	
  extremo	
  3’-­‐OH	
  liberado	
  tras	
  la	
  actuación	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  escisión	
  
de	
   nucleótidos	
   (NER),	
   indicada	
   en	
   rojo.	
   La	
   NER	
   eliminaría	
   el	
  
pequeño	
   fragmento	
  de	
  doble	
  cadena	
  completo,	
  que	
  al	
  no	
  haber	
  
sido	
  replicado,	
  se	
  perdería	
  de	
  manera	
  permanente.	
  
	
  
	
   Por	
  otra	
  parte,	
  las	
  duplicaciones	
  inusualmente	
  
largas	
   podrían	
   estar	
   produciéndose	
   de	
   una	
   manera	
  
muy	
   similar	
   a	
   lo	
   que	
   ocurre	
   con	
   las	
   inserciones	
  
normales	
   de	
   L1,	
   pero	
   utilizando	
   una	
   posición	
   más	
  
alejada	
   que	
   aparece	
   debido	
   al	
   funcionamiento	
  
incorrecto	
   de	
   las	
   proteínas	
   afectadas	
   en	
   parte	
   de	
   la	
  
vía	
  FA,	
  o	
   incluso	
  aprovechando	
  el	
   funcionamiento	
  de	
  
la	
  maquinaria	
  de	
  la	
  recombinación	
  homóloga,	
  una	
  de	
  
las	
   posibilidades	
   por	
   las	
   que	
   podrían	
   aparecer	
   estas	
  
duplicaciones	
  se	
  describe	
  en	
  la	
  figura	
  51.	
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Figura	
  51.	
  Modelo	
  de	
  mecanismo	
  de	
  aparición	
  de	
  
duplicaciones	
  largas	
  del	
  sitio	
  de	
  inserción	
  ante	
  las	
  
inserciones	
   de	
   L1.	
   La	
   incapacidad	
   de	
   coordinar	
  
correctamente	
   la	
  maquinaria	
  de	
   la	
   recombinación	
  homóloga	
   (o	
  
la	
   SCE),	
   y/o	
   de	
   reclutar	
   una	
   resolvasa,	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   promover	
  
y/o	
   resolver	
   las	
   invasiones	
  de	
   cadena	
   (o	
  uniones	
  de	
  Hollyday),	
  
que	
  se	
  crean	
  durante	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  normal,	
  podría	
  
permitir	
   el	
   acceso	
   de	
   L1	
   al	
   extremo	
   3’-­‐OH	
   libre	
   de	
   la	
   cadena	
  
“invasora”,	
   indicado	
   como	
   1	
   en	
   amarillo,	
   para	
   polimerizar	
   su	
  
DNA,	
  y	
  posteriormente	
  alcanzar	
  el	
  otro	
  extremo	
  3’-­‐OH	
  libre	
  de	
  la	
  
horquilla	
  colapsada,	
  indicado	
  como	
  2	
  en	
  naranja,	
  para	
  realizar	
  la	
  
síntesis	
   de	
   la	
   cadena	
   complementaria.	
   Esto	
   permitiría	
   la	
  
generación	
  de	
  TSDs	
  de	
  gran	
  longitud,	
  demarcadas	
  entre	
  las	
  dos	
  
líneas	
   azules	
   verticales,	
   incluso	
   sin	
   la	
   participación	
   de	
   la	
  
endonucleasa	
  de	
  L1,	
  de	
  una	
  manera	
  análoga	
  a	
  como	
  se	
  generan	
  
las	
  TSDs	
  normalmente.	
  
	
  
	
   Aun	
   así,	
   debido	
   a	
   la	
   gran	
   cantidad	
   de	
  
situaciones	
   posibles	
   ante	
   una	
   desregulación	
   de	
   la	
  
reparación	
   asociada	
   a	
   la	
   replicación	
   (figura	
   52),	
   la	
  
resolución	
   de	
   cualquier	
   intento	
   de	
   integración	
   por	
  
parte	
   de	
   L1	
   es	
   igualmente	
   variable	
   ante	
   deficiencias	
  
en	
   la	
  FA;	
  por	
  ejemplo,	
  resulta	
  muy	
  difícil	
  determinar	
  
la	
   procedencia	
   de	
   las	
   adiciones	
   de	
   nucleótidos	
   sin	
  
molde	
   aparente.	
  Aunque	
  existen	
  varias	
  posiblidades,	
  
puede	
   que	
   sea	
   por	
   la	
   intervención	
   de	
   la	
  maquinaria	
  
de	
   reparación	
   por	
   unión	
   de	
   extremos	
   no	
   homólogos	
  
(Onozawa	
  et	
  al.,	
  2014)	
  o	
  que	
  sea	
  la	
  maquinaria	
  de	
  la	
  
recombinación	
   homóloga,	
   de	
   una	
   manera	
   similar	
   a	
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como	
   se	
   producen	
   las	
   duplicaciones	
   segmentales	
   al	
  
recombinarse	
   dos	
   secuencias	
   similares	
   de	
   sitios	
  
distintos,	
  quizá	
  de	
  una	
  manera	
  similar	
  a	
  lo	
  que	
  ocurre	
  
con	
  las	
  duplicaciones	
  segmentales	
  y	
  Alu	
  (Bailey	
  et	
  al.,	
  
2003).	
   Esto	
   último	
   explicaría	
   lo	
   que	
   ocurre	
   en	
   la	
  
inserción	
   recuperada	
   número	
   39,	
   presentada	
  
previamente	
   (figura	
   43,	
   apartado	
   5.3.3),	
   en	
   la	
   que	
  
dentro	
   de	
   la	
   secuencia	
   de	
   relleno	
   se	
   aprecian	
   dos	
  
regiones	
   duplicadas	
   que	
   pudieron	
   servir	
   de	
  
homología	
  para	
  resolver	
  la	
  inserción.	
  	
  

Sin	
   embargo,	
   aunque	
   no	
   disponemos	
   de	
   datos	
  
suficientes	
  para	
  asegurar	
  ni	
  la	
  causa	
  ni	
  la	
  procedencia	
  
de	
   estas	
   largas	
   secuencias	
   de	
   DNA	
   de	
   relleno	
   sin	
  
molde,	
   hemos	
   podido	
   encontrarlas	
   ante	
   deficiencias	
  
en	
   FANCD2,	
   FANCI	
   y	
   FANCC,	
   lo	
   que	
   sugiere	
   que	
   su	
  
aparición	
  está	
  también	
  directamente	
  relacionada	
  con	
  
el	
  fallo	
  de	
  la	
  ruta	
  FA.	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   dado	
   que	
   la	
   actividad	
   de	
   los	
  
elementos	
   salvajes	
   no	
   parece	
   verse	
   impedida	
   o	
  
gravemente	
   disminuida	
   en	
   ninguna	
   de	
   las	
   líneas	
  
deficientes	
   en	
   la	
   vía	
   FA	
   estudiadas	
   o	
   siRNA	
  
empleados	
  (a	
  excepción	
  de	
  PCNA),	
  al	
  igual	
  que	
  ocurre	
  
en	
   las	
   líneas	
   deficientes	
   en	
   la	
   vía	
  NHEJ,	
   cabe	
   pensar	
  
que	
   el	
   proceso	
   de	
   retrotransposición	
   mediado	
   por	
  
TPRT	
   no	
   requiere	
   para	
   completarse	
   de	
   la	
  
participación	
  de	
  la	
  recombinación	
  homóloga,	
  la	
  vía	
  de	
  
unión	
   de	
   extremos	
   homólogos	
   o	
   la	
   síntesis	
  
translesión;	
   sin	
   embargo,	
   la	
   drástica	
   bajada	
   de	
  
retrotransposición	
  al	
  inhibir	
  PCNA	
  podría	
  indicar	
  que	
  
la	
   maquinaria	
   de	
   replicación	
   sí	
   es	
   necesaria	
   para	
  
completar	
   los	
   eventos	
   de	
   retrotransposición,	
   como	
  
recientemente	
   se	
   ha	
   propuesto	
   en	
   un	
   estudio	
   sobre	
  
las	
   interacciones	
   de	
   L1	
   con	
   la	
   maquinaria	
   celular	
  
(Taylor	
  et	
  al.,	
  2013).	
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Figura	
   52.	
   Estructuras	
   intermediarias	
   de	
   la	
  
reparación	
   de	
   horquillas	
   de	
   replicación	
  
colapsadas.	
  Durante	
  la	
  reparación	
  de	
  daños	
  como	
  los	
  ICLs,	
  la	
  
primera	
   parte	
   de	
   la	
   reparación	
   implica	
   diferentes	
   cortes	
   en	
   el	
  
DNA	
   que	
   determinaran	
   a	
   qué	
   hebra	
   se	
   desplaza	
   el	
   daño	
   y	
   qué	
  
hebra	
  se	
  utilizara	
  para	
  reparar	
  la	
  lesión.	
  Estos	
  cortes,	
  mediados	
  
por	
   las	
   nucleasas	
   FAN1	
   o	
   las	
   asociadas	
   con	
   FANCP	
   (SLX4),	
  
liberan	
   extremos	
   3’-­‐OH	
   (indicados	
   mediante	
   una	
   estrella	
  
amarilla),	
   que	
   podrían	
   ser	
   utilizados	
   por	
   los	
   elementos	
   L1	
  
deficientes	
   en	
   su	
   endonucleasa.	
   Cada	
   uno	
   de	
   estos	
   extremos	
  
hidroxilo	
   libres	
   en	
   3’	
   supone	
   una	
   posibilidad	
   para	
   la	
   vía	
   de	
  
retrotransposición	
  ENi	
  en	
  las	
  células	
  deficientes	
  en	
  la	
  vía	
  FA,	
  con	
  
diferentes	
  resultados	
  posibles.	
  También	
  existe	
   la	
  posibilidad	
  de	
  
que,	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   retroelementos	
   salvajes,	
   la	
   propia	
  
endonucleasa	
   de	
   L1	
   pueda	
   realizar	
   uno	
   de	
   los	
   dos	
   cortes	
  
iniciales,	
   indicados	
   como	
   rayos	
   amarillos	
   (cortes	
   en	
   la	
   hebra	
  
retardada)	
  o	
  naranjas	
  (cortes	
  en	
  la	
  hebra	
  líder).	
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6.5.-­‐	
  Posibles	
  implicaciones	
  de	
  la	
  actividad	
  
de	
   L1	
   en	
   la	
   progresión	
   de	
   la	
   FA	
   y	
   la	
  
oncogénesis.	
  

	
  
Como	
   se	
   ha	
   mencionado	
   previamente,	
   la	
  

característica	
  más	
  común	
  en	
  los	
  pacientes	
  de	
  FA	
  es	
  la	
  
elevada	
   incidencia	
   de	
   leucemias	
   y	
   tumores	
   sólidos,	
  
que	
   surgen	
   de	
   la	
   acumulación	
   de	
  mutaciones	
   en	
   las	
  
células	
  de	
  dichos	
  pacientes	
  (revisado	
  en	
  Alter,	
  2003;	
  
Moldovan	
   &	
   D’Andrea,	
   2009).	
   La	
   elevada	
  
inestabilidad	
   genómica,	
   así	
   como	
   la	
   alta	
  
predisposición	
  a	
  tumores,	
  se	
  ha	
  considerado	
  siempre	
  
como	
  consecuencia	
  de	
   la	
   reparación	
  anómala	
  que	
   se	
  
produce	
   en	
   estas	
   células	
   ante	
   las	
   diferentes	
   fuentes	
  
de	
   daño,	
   pero	
   las	
   fuentes	
   de	
   daño	
   consideradas	
   son	
  
principalmente	
   de	
   origen	
   exógeno,	
   tales	
   como	
   la	
  
exposición	
  a	
  agentes	
   intercalantes	
  y	
  estrés	
  oxidativo	
  
(revisado	
  en	
  Kee	
  &	
  D’Andrea,	
  2012).	
  

En	
   este	
   estudio,	
   por	
   primera	
   vez,	
   hemos	
  
analizado	
   la	
   respuesta	
   de	
   las	
   células	
   de	
   estos	
  
pacientes	
  ante	
  el	
  mayor	
  agente	
  mutagénico	
  intrínseco	
  
al	
   genoma	
   humano,	
   el	
   retroelemento	
   L1,	
   cuya	
  
actividad	
  ya	
  se	
  ha	
  demostrado	
  como	
  causa	
  directa	
  de	
  
tumores	
   y	
   cáncer	
   (Iskow	
   et	
   al,	
   2010;	
   Lee	
   et	
   al.,	
  
Science	
  2012;	
  Soylom	
  et	
  al.,	
  Genome	
  Res	
  2012;	
  Shukla	
  
et	
  al,	
  2013;	
  Helman	
  et	
  al.,	
  2014;	
  revisado	
  en	
  Carreira	
  
et	
   al.,	
   2013).	
   Además,	
   hemos	
   puesto	
   de	
   manifiesto	
  
que	
   existe	
   una	
   importante	
   desregulación	
   tanto	
   del	
  
nivel	
   de	
   actividad	
   como	
   de	
   las	
   características	
   de	
   las	
  
inserciones	
  de	
  LINE-­‐1	
  en	
   las	
   células	
  de	
  pacientes	
  de	
  
anemia	
  de	
  Fanconi.	
  

Además,	
  las	
  deficiencias	
  de	
  algunos	
  miembros,	
  
son	
  especialmente	
  severas	
  y	
  provocan	
  la	
  aparición	
  de	
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diversos	
   tumores,	
   destacando	
   el	
   cáncer	
   de	
   células	
  
escamosas	
   de	
   cabeza	
   y	
   cuello	
   (Head	
   and	
   Neck	
  
Squamous	
   Cell	
   Carcinoma	
   o	
   HNSCC)	
   o	
   el	
   cáncer	
   de	
  
mama	
   (o	
  BRCA).	
   Además,	
   	
   curiosamente,	
   un	
   estudio	
  
reciente	
   ha	
   encontrado	
   una	
   alta	
   incidencia	
   de	
  
inserciones	
  somáticas	
  de	
  L1	
  en	
  estos	
  tipos	
  de	
  cáncer	
  
(Helman	
   et	
   al.,	
   2014);	
   paralelamente,	
   en	
   nuestro	
  
estudio,	
   la	
   inhibición	
   mediante	
   siRNAs	
   de	
   genes	
   FA	
  
que	
   también	
   están	
   implicados	
   en	
   la	
   recombinación	
  
homóloga,	
   concretamente	
   BRCA2,	
   FANCJ,	
   FANCN	
   y	
  
FANCO,	
  apareció	
  asociada	
  a	
  un	
  incremento	
  notable	
  de	
  
la	
   actividad	
   de	
   L1,	
   con	
   la	
   excepción	
   de	
   FANCG,	
   que	
  
presentó	
   una	
  modesta	
   reducción	
   de	
   la	
  movilidad,	
   si	
  
bien,	
   hemos	
   de	
   destacar	
   dos	
   factores	
   importantes	
  
(revisado	
  en	
  Kee	
  &	
  D’Andrea,	
  2012):	
  

-­‐	
  Los	
  portadores	
  heterocigotos	
  de	
  mutaciones	
  
en	
   BRCA2,	
   FANCJ,	
   FANCN	
   y	
   FANCO	
   presentan	
   una	
  
predisposición	
  aumentada	
  a	
  la	
  aparición	
  de	
  cáncer	
  de	
  
mama	
  y	
  ovario	
  (Rosemberg	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

-­‐	
  Se	
  ha	
  descrito	
  que	
  la	
  participación	
  de	
  FANCG	
  
en	
  la	
  recombinación	
  homóloga	
  parece	
  más	
  asociada	
  a	
  
mediar	
   la	
   comunicación	
   de	
   HR	
   y	
   FA,	
   y,	
   si	
   bien	
   los	
  
pacientes	
  de	
  FA	
  con	
  mutaciones	
  en	
  FANCG	
  presentan	
  
un	
   fenotipo	
   severo,	
   no	
   se	
   ha	
   descrito	
   asociación	
   de	
  
portadores	
   heterocigotos	
   de	
   mutaciones	
   en	
   FANCG	
  
con	
   predisposición	
   a	
   cáncer	
   de	
   mama	
   (Tebbs	
   et	
   al.,	
  
2005;	
  Hussain	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Wilson	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
  
Asimismo,	
   otro	
   estudio	
   reciente	
   ha	
  

demostrado	
  la	
  participación	
  de	
  L1	
  en	
  la	
  reparación	
  de	
  
roturas	
   de	
   doble	
   cadena,	
   encontrando	
   varios	
  
ejemplos	
   en	
   el	
   genoma	
   humano	
   (Onozawa	
   et	
   al.,	
  
2014).	
   Las	
   deficiencias	
   en	
   los	
   mecanismos	
   de	
  
reparación	
   de	
   las	
   roturas	
   de	
   doble	
   cadena	
   son	
   una	
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conocida	
   causa	
   de	
   inestabilidad	
   genética	
   y	
   cáncer	
  
(revisado	
   en	
   Deriano	
   &	
   Roth,	
   2013;	
   Burrel	
   et	
   al.,	
  
2013),	
   y	
   nuestros	
  datos	
   sugieren	
  que	
   se	
  produce	
  un	
  
incremento	
   dramático	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   L1	
   ante	
  
fallos	
  en	
  la	
  reparación	
  de	
  estas	
  roturas.	
  	
  

Si	
   tenemos	
   en	
   cuenta	
   observaciones	
   previas,	
  
nuestro	
   estudio	
   pone	
   de	
   manifiesto	
   que	
   L1	
   es	
   sin	
  
duda	
   una	
   de	
   las	
   posibles	
   causas	
   de	
   malignización	
  
celular	
   en	
   la	
   anemia	
   de	
   Fanconi	
   y	
   con	
   una	
   probable	
  
implicación	
   de	
   su	
   actividad	
   en	
   la	
   progresión	
   de	
   los	
  
tumores.	
  La	
  actividad	
  de	
  L1	
  podría	
  estar	
   jugando	
  un	
  
papel	
   muy	
   importante	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   líneas	
  
celulares	
   tumorales	
   subclonales	
   resistentes	
   a	
   los	
  
tratamientos	
   actualmente	
   utilizados	
   en	
   la	
   clínica.	
   El	
  
motivo	
   es	
   que	
   estos	
   tratamientos	
   siguen	
  
principalmente	
   dos	
   estrategias:	
   inducir	
   daños	
   en	
   el	
  
DNA,	
   mediante	
   radioterapia	
   o	
   quimioterapia	
   o,	
  
inhibir	
  la	
  maquinaria	
  de	
  reparación	
  celular	
  (revisado	
  
en	
  Curtin,	
  2012).	
  
	
  
6.6.-­‐	
  Posibilidad	
  de	
  tratamiento	
  expandido	
  
de	
  la	
  FA.	
  
	
  
	
   Como	
   se	
   ha	
   mencionado	
   anteriormente,	
   la	
  
complejidad	
  en	
   la	
  clínica	
  de	
   la	
  FA	
  se	
  pone	
  realmente	
  
de	
  manifiesto	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  seleccionar	
  un	
  tratamiento	
  
adecuado	
   para	
   los	
   tumores	
   o	
   las	
   leucemias	
   que	
  
acaban	
   desarrollando	
   estos	
   pacientes	
   (revisado	
   en	
  
Kee	
  &	
  D’Andrea,	
  2009).	
  Esto	
  se	
  debe	
  a	
  que,	
   como	
  se	
  
decía	
   anteriormente,	
   la	
  mayoría	
   de	
   los	
   tratamientos	
  
antitumorales	
  están	
  basados	
  en	
  producir	
  daños	
  en	
  el	
  
DNA,	
  para	
  así	
  interferir	
  con	
  la	
  replicación	
  y	
  de	
  alguna	
  
manera	
  controlar	
  la	
  proliferación	
  desmesurada	
  de	
  las	
  
células	
   cancerígenas	
   (revisado	
   en	
   Curtin,	
   2012).	
   Sin	
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embargo,	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  anemia	
  de	
  Fanconi	
  ocurre	
  lo	
  
contrario:	
   las	
   células	
   características	
   de	
   las	
   anemias	
  
aplásicas	
   de	
   estos	
   pacientes	
   presentan	
   una	
   carencia	
  
de	
   funcionalidad,	
   así	
   como	
   dificultades	
   para	
   la	
  
proliferación;	
   todo	
   esto,	
   unido	
   a	
   la	
   extrema	
  
sensibilidad	
  a	
  los	
  agentes	
  intercalantes	
  del	
  DNA,	
  tales	
  
como	
   la	
   Mitomicina	
   C	
   o	
   el	
   cisplatino,	
   complica	
  
enormemente	
   la	
   elección	
   de	
   un	
   tratamiento	
  
adecuado,	
   ya	
   que	
   como	
   mencionábamos	
  
anteriormente,	
   muchos	
   de	
   los	
   agentes	
  
quimioterápicos	
   que	
   se	
   utilizan	
   en	
   la	
   clínica	
   son	
  
concretamente	
   agentes	
   intercalantes	
   del	
   DNA	
  
(revisado	
  en	
  Curtin,	
  2012).	
  	
  
	
   Con	
   vistas	
   al	
   futuro,	
   se	
   estudian	
   varias	
  
posibilidades	
   de	
   tratamiento,	
   principalmente	
   la	
  
obtención	
  de	
  células	
  del	
  paciente	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  generar	
  
células	
  madre	
   hematopoyéticas	
   (Hematopoietic	
   Stem	
  
Sells	
   o	
   HSCs)	
   sanas	
   (revisado	
   en	
   Kee	
   &	
   D’Andrea,	
  
2012.	
  	
  

Se	
   han	
   generado	
   células	
  madre	
   reprogramadas	
  	
  
pluripotentes	
  (induced	
  Pluripotent	
  Stem	
  Cells	
  o	
  iPSCs),	
  
con	
  objeto	
  de	
  corregir	
  mediante	
  terapia	
  génica	
  el	
  gen	
  
deficiente,	
  diferenciarlas	
   a	
  HSCs	
  y	
   reintroducirlas	
   en	
  
el	
   paciente	
   (Raya	
   et	
   al.,	
   2009).	
   El	
   problema	
   de	
   este	
  
tratamiento	
   es	
   que	
   las	
   estrategias	
   de	
   terapia	
   génica	
  
diseñadas	
   hace	
   años	
   estaban	
   basadas	
   en	
   vectores	
  
virales	
   que	
   poseían	
   cierta	
   preferencia	
   por	
   regiones	
  
transcripcionalmente	
   activas	
   y	
   otras	
   características	
  
que	
  podrían	
  promover	
   la	
   transformación	
  oncogénica	
  
de	
   la	
   célula	
   (Shou	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Actualmente	
   las	
  
estrategias	
  de	
   terapia	
  génica	
  y	
   celular	
  han	
  mejorado	
  
mucho,	
   tanto	
  en	
  seguridad	
  para	
  el	
  paciente	
  como	
  en	
  
eficiencia	
   para	
   la	
   corrección	
   del	
   defecto,	
   así	
  
encontramos:	
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-­‐Vectores	
   cada	
   vez	
   más	
   seguros,	
   tanto	
   para	
  
reprogramación	
   como	
   para	
   terapia	
   génica	
  
(Grabundzija	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Molina-­‐Estevez	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

-­‐Mejores	
   protocolos	
   de	
   obtención,	
  
mantenimiento	
  y	
  manipulación	
  de	
  las	
  líneas	
  celulares	
  
de	
  la	
  FA	
  (Müller	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Amabile	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

-­‐La	
   capacidad	
  de	
   comprobar	
  donde	
   se	
  produce	
  
el	
   evento	
   de	
   integración	
   del	
   gen	
   introducido	
   y	
   la	
  
integridad	
   del	
   genoma	
   celular	
   antes	
   de	
   reintroducir	
  
las	
   células	
   corregidas	
   en	
   el	
   paciente	
   (Howden	
   et	
   al.,	
  
2011).	
  	
  

Sin	
   embargo,	
   a	
  pesar	
  de	
   todas	
   las	
   ventajas	
  que	
  
supondría	
   este	
   tratamiento,	
   el	
   problema	
   es	
   que,	
   al	
  
igual	
   que	
   el	
   transplante	
   de	
   médula	
   ósea	
   (BMT)	
   o	
  
incluso	
   la	
   propia	
   reversión	
   fenotípica	
   de	
   la	
  
enfermedad,	
   que	
   da	
   como	
   resultado	
  mosaicismo,	
   no	
  
previene	
   la	
   aparición	
   de	
   tumores	
   (Gregory	
   et	
   al.,	
  
2001).	
   Actualmente	
   resultaría	
   técnicamente	
   muy	
  
difícil	
   alcanzar	
   otros	
   tejidos	
   para	
   repoblarlos	
   con	
   el	
  
fin	
  de	
  evitar	
  esta	
  posibilidad.	
  

Es	
   aquí	
   donde	
   puede	
   residir	
   la	
   importancia	
   de	
  
los	
   datos	
   recogidos	
   en	
   esta	
   tesis,	
   ya	
   que	
   nuestros	
  
experimentos	
   indican	
   que	
   una	
   disminución	
   de	
   la	
  
actividad	
   de	
   L1	
   en	
   estos	
   pacientes	
   podría	
   reducir	
   la	
  
carga	
   de	
   mutaciones	
   que	
   padecen,	
   y	
   por	
   tanto	
   las	
  
posibilidades	
   de	
   desarrollar	
   tumores.	
   Para	
   ello,	
  
existen	
  compuestos	
  que	
  presentan	
  actividad	
   frente	
  a	
  
las	
   reversotranscriptasas,	
   que	
   se	
   diseñaron	
  
originalmente	
   frente	
   a	
   la	
  RT	
  del	
   virus	
  HIV	
   y	
   que,	
   de	
  
hecho,	
   se	
   utilizan	
   a	
   día	
   de	
   hoy	
   en	
   la	
   clínica	
   para	
  
combatir	
   el	
   SIDA,	
   que	
   presentan	
   además	
   actividad	
  
frente	
  a	
  la	
  RT	
  del	
  L1	
  (Jones	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Dai	
  et	
  al,	
  2011	
  
y	
   datos	
   de	
   laboratorio	
   no	
   publicados).	
   A	
   la	
   luz	
   de	
  
nuestros	
   resultados	
   creemos	
   que	
   el	
   uso	
   de	
   estos	
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inhibidores	
   de	
   RT	
   en	
   los	
   pacientes	
   de	
   anemia	
   de	
  
Fanconi,	
   y	
   posiblemente	
   otros	
   síndromes	
   de	
  
inestabilidad	
   genética,	
   podría	
   disminuir	
   el	
   riesgo	
   de	
  
desarrollar	
   tumores.	
   Obviamente,	
   el	
   primer	
   paso	
  	
  
sería	
   asegurar	
   su	
   seguridad	
   y	
   eficacia	
   en	
   células	
  
indiferenciadas	
  y	
  modelos	
  murinos	
  que	
  presenten	
  el	
  
defecto,	
  con	
  la	
  ventaja	
  de	
  que	
  ya	
  se	
  conoce	
  que	
  estos	
  
compuestos	
   inhibidores	
   de	
   la	
   actividad	
   RT	
   no	
   son	
  
tóxicos	
  para	
  el	
  ser	
  humano.	
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7.-­‐	
  CONCLUSIONES.	
  	
  
	
  
1-­‐	
  Las	
  deficiencias	
  en	
  algunos	
  miembros	
  de	
  la	
  vía	
  
de	
  reparación	
  de	
  la	
  Anemia	
  de	
  Fanconi	
  aumentan	
  
la	
   frecuencia	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   L1	
   por	
   la	
  
vía	
  independiente	
  de	
  endonucleasa.	
  	
  
	
  
2-­‐	
   En	
   los	
   eventos	
   de	
   retrotransposición	
   de	
   los	
  
elementos	
  L1	
  estudiados	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  	
  
la	
  vía	
  de	
  reparación	
  de	
   la	
  anemia	
  de	
  Fanconi,	
   las	
  
inserciones	
   presentan	
   características	
   anómalas	
  
como	
   duplicaciones	
   excesivamente	
   largas	
   o	
  
deleciones.	
   Estas	
   características	
   se	
   asocian	
   a	
  
procesos	
  de	
  inestabilidad	
  genómica.	
  
	
  
3-­‐	
  Los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  del	
  elemento	
  
L1	
  varían	
  al	
  disminuir	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  
las	
  proteínas	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  reparación	
  de	
  la	
  anemia	
  
de	
  Fanconi.	
  
	
  
4-­‐	
  Los	
  niveles	
  de	
  retrotransposición	
  del	
  elemento	
  
L1	
   disminuyen	
   al	
   disminuir	
   los	
   niveles	
   de	
   la	
  
proteína	
  PCNA.	
  
	
  
5-­‐	
   La	
   maquinaria	
   de	
   reparación	
   y	
   replicación	
  
participa	
   durante	
   el	
   proceso	
   de	
  
retrotransposición	
  de	
  L1	
  y/o	
  en	
   la	
   resolución	
  de	
  
sus	
  intentos	
  de	
  integración.	
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