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2. Resumen







La Ataxia telangiectasia (A-T) es un desorden raro autosdmico recesivo, con un
complejo fenotipo que afecta a los sistemas nervioso, inmunoldgico y reproductivo.
Esta caracterizado por una ataxia cerebelar progresiva, que se inicia entre los 1 y 4
afos de edad; apraxia oculomotora; neurodegeneracion; radiosensibilidad;
telangiectasia de la conjuntiva; inmunodeficiencia con infecciones frecuentes;
defectos en los controles del ciclo celular; e inestabilidad gendmica vy
predisposicion al cancer, especialmente linfoma y leucemia. La prevalencia de la
enfermedad varia dependiendo de la consanguinidad que pueda existir en cada
pais. En Espafia no existe hasta el momento ninguna estimacién objetiva sobre la
incidencia o prevalencia de la enfermedad en el conjunto del pais, y tampoco se ha
abordado el estudio de las caracteristicas moleculares y las mutaciones prevalentes

en Espaia.

En este trabajo nos hemos propuesto realizar la caracterizacién molecular de una
amplia cohorte de pacientes espanoles, analizando ademas la expresion y actividad
funcional de la proteina deficiente. Ademas, hemos abordado el estudio de los
defectos presentes en células T de pacientes con A-T, generando para ello un
panel de lineas celulares primarias aloespecificas, y hemos examinado la actividad

funcional de sus células virgenes y memoria.






3. Introduccion







1. Ataxia Telangiectasia.

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) asociadas a defectos en la reparacién de
dafio al ADN suelen estar relacionadas a manifestaciones clinicas como
radiosensibilidad, defectos en el desarrollo y predisposicion al cancer. Un nimero
creciente de defectos genéticos en la reparacion de dafio al ADN han sido
identificados con IDPs, una de los cuales es la Ataxia telangiectasia (Slatter and
Gennery, 2010).

La Ataxia telangiectasia (A-T) es un desorden raro autosdmico recesivo, con un
complejo fenotipo que incluye a los sistemas nervioso, inmunoldgico vy
reproductivo. Esta caracterizado por: ataxia cerebelar progresiva, que se inicia
entre los 1 y 4 afios de edad; apraxia oculomotora; neurodegeneracion;
radiosensibilidad;  telangiectasia de la conjuntiva;  inmunodeficiencia con
infecciones frecuentes; defectos en los controles del ciclo celular; inestabilidad
genomica y predisposicion al cancer, especialmente linfoma y leucemia (Boder,
1985).

Fue descrita por primera vez por Syllaba y Henner, y 30 afos después, fue
establecido como enfermedad por Boder y Sedgwick (Boder and Sedgwick, 1958).
Durante la siguiente década numerosos grupos describieron la respuesta adversa
a la radioterapia, asi como la hipersensibilidad de las células en cultivo de A-T a los

rayos X y a los rayos gamma (Boder, 1985; Lavin, 2008; Watters et al., 1999).

La ataxia se manifiesta cuando el nifio empieza a caminar y es progresiva
afectando las extremidades, el habla se vuelve disartrica en aumento, los
movimientos involuntarios son evidentes y el nifio queda inmovilizado al terminar
la primera década de vida (Boder, 1985; Lavin and Shiloh, 1997; Lee et al., 2013).



La escritura esta afectada entre los siete y ocho afnos, todos los adolescentes con
A-T clasica necesitan ayuda para comer, vestirse, lavarse e ir al bafio. A pesar de
ser inteligentes, suelen presentar dificultades en el aprendizaje, o que no ha
impedido que muchos individuos norteamericanos y britanicos hayan terminado el

colegio y la universidad (Gatti, 1993).

En la degeneracion cerebelar cortical estan implicadas las células de Purkinje y
células granulares, pero las células de la corteza cerebelosa permanecen intactas
(Boder, 1985).

La telangiectasia es otra manifestacion clinica de la enfermedad y es debido a la
dilatacién de los vasos oculares, aunque no esta confinado sdlo a esta area sino
también puede aparecer en el area facial y orejas, su inicio es tardio con respecto
a la ataxia y suele observarse entre los dos y ocho afios de edad (Lavin and
Shiloh, 1997).

Ademas de las manifestaciones neuroldgicas y los signos oculomotores, la A-T se
caracteriza por un numero de caracteristicas clinicas que son variables en
apariencia, pero pueden ayudar en el diagnostico y son: crecimiento retardado,
hipogonadismo, displasia timica (Boder, 1985), asi como niveles elevados de a-
Fetoproteina (AFP) y antigeno carcino embrionario (CEA) en suero (Kozlov et al.,
2006; Mirzoeva and Petrini, 2003).

La prevalencia de la enfermedad varia dependiendo de la consanguinidad que
pueda existir en cada pais, siendo en los Estados Unidos y el Reino Unido
1:40.000-1:100.000  (Swift, 1985) (http://ghr.nIm.nih.gov/condition/ataxia-

telangiectasia). En Espaifa no existe hasta el momento ninguna estimacién objetiva

sobre la incidencia o prevalencia de la enfermedad en el conjunto del pais.



1.1. Diagnostico de A-T

El diagndstico clinico de A-T es relativamente facil, una vez que se han
desarrollado las caracteristicas de la enfermedad como la neurodegeneracion y la
telangiectasia ocular, el diagndstico se puede confirmar con el hallazgo de niveles
elevados de a-Feto Proteina. El diagndstico puede ser complicado en nifios
pequeios cuando hay ausencia de ataxia progresiva, en una minoria de nifios que
nunca desarrollan telangiectasia o en aquellos con fenotipo atipico o moderado
(Lavin et al., 2007).

Una prueba de laboratorio confirmatoria de la enfermedad es la deteccidon de la
proteina de ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) por inmunoblot, siendo la prueba
muy sensible y especifica. La proteina de ATM esta ausente en el 90% de los
pacientes con A-T, en algunos (10%) pueden presentarse trazas, y solo el 1%
tienen cantidades normales de proteina pero suelen carecer de actividad quinasa.
La actividad quinasa de ATM constituye una prueba importante para evaluar la
funcidén la proteina e identificar casos raros de A-T que presentan cantidades
normales de la proteina de ATM (Gatti, 1993).

Existen otros ensayos que pueden ayudar al diagnostico en ausencia de la
identificacion de la mutacidn del gen. El ensayo de radiosensibilidad o
clonogenicidad (Colony Survival Assay. CSA) es un ensayo en el cual se determina
la supervivencia a lo largo del tiempo de las células después de haber sido
irradiadas con dosis bajas, generalmente 1Gy. Sin embargo, existen pacientes que
pueden dar resultados de radiosensibilidad intermedia e incluso normal (Becker-
Catania et al., 2000; Sun et al., 2002).

1.2 Tratamiento de las manifestaciones clinicas de A-T



La A-T es primariamente un sindrome de ataxia cerebelar progresiva y no existe
ninguna estrategia curativa para esta enfermedad. De todas las caracteristicas la
neurodegeneracion cerebelar progresiva es la mas debilitante, y debido a ella el
nifo se encuentra al final de la primera década confinado en una silla de ruedas y

posee poco control de la cabeza y torso (Boder, 1985).

Los sintomas neuroldgicos asociados a A-T pueden mejorar de forma modesta, asi

la disfuncién de los ganglios basales pueden responder a derivados de L-DOPA,
agonistas de dopamina, y ocasionalmente a anticolinérgicos. La pérdida de
equilibrio puede responder a amantadina, fluoxetina o buspirona que también
pueden mejorar el habla y la coordinacidon. Los temblores son controlados con
gabapentina, clonazepan o propanolol y se ha visto que el uso de betametasona
pero no metilprednisolona disminuyen los sintomas neuroldgicos (Broccoletti et al.,
2008; Broccoletti et al., 2011; Buoni et al., 2006).

La inmunodeficiencia en A-T puede estar acompanada de hipogamablobulinemia
con deficiencia de anticuerpos que puede ser tratada con reposicion de
inmunoglobulinas via intravenosa (Nowak-Wegrzyn et al., 2004), mientras que las
infecciones sinopulmonares usualmente responden bien a los antibidticos (Lavin et
al., 2007).

2. Identificaciéon del gen y la proteina de ATM.

Gatti et al. localizaron el gen defectuoso de A-T en el cromosoma 11g22-23

utilizando el método de ligamiento genético en 31 familias (Gatti et al., 1988), este
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hallazgo fue el precursor de numerosos trabajos que intentaron identificar el gen
mutado. Debido a la aparente heterogeneidad de A-T y a la falta de marcadores
genéticos de la region del cromosoma 11, la identificacion fue inicialmente lenta,
pero gracias al clonaje exhaustivo y al mapeo fisico fueron estrechando la regién
del gen o genes de A-T a menos de 500 kilobases (kb). Varios genes candidatos
fueron identificados y uno de ellos, A7M, fue encontrado mutado en todos los

grupos complementarios por el grupo de Yosef Shiloh (Savitsky et al., 1995).

El gen de ATM ocupa 160kb del ADN gendmico, codifica un transcrito de 13kb de
66 exones (Uziel et al., 1996), siendo el producto del gen la proteina de ATM
(3056aa) de 315-kDa que migra en SDS-PAGE a 370kDa (Gatti et al., 1988).

La ATM es una proteina predominantemente nuclear, ademas existen evidencias
de formas citoplasmaticas que son asociadas a los peroxisomas y endosomas
(Watters et al., 1999). La proteina ATM es una serin-treonin quinasa perteneciente
a una familia de proteinas PI3-kinasa (familia PIKK). Todas las proteinas de dicha
familia estan relacionadas en la sefializacion seguida al estrés celular, e incluye a
ATR (ATM y Rad3 related protein kinase), DNAPKcs, mTOR (blanco de la
rapamicina en mamiferos), y hSMG1. Estos miembros tienen en comun una
estructura que incluye la N-terminal (repeticiones HEAT), dominio FAT, un dominio
protein quinasa, y un dominio carbono terminal C-FAT (Derheimer and Kastan,
2010). (figural)
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Figura 1. Miembros de la Familia PI3KK. Los miembros de la familia PIKK tienen un dominio C-
terminal quinasa flanqueado por e/ dominio FAT y el dominio C-terminal FAT-C. EI dominio N-
terminal esta compuesto por repeticiones HEAT. (Tomado de (Derheimer and Kastan, 2010)

La sefnal que activa a la proteina de ATM y DNA-PKcs es la doble rotura de la
cadena de ADN (DSB double strand break), mientras que ATR responde a la rotura
de cadena simple (ssDNA single strand DNA). Estas tres quinasas son reclutadas al
Ilugar de dafio al ADN, donde se promueve la activacion quinasa (Lovejoy and
Cortez, 2009).

Otro rasgo comun de los miembros de la familia PIKK es la asociacion con
proteinas o complejos de proteinas, éstas facilitan la activacion y funcion de las
mismas. ATM se asocia con el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) como parte
del proceso de activacién. Existen enfermedades que han sido descritas y que
comparten sintomas clinicos y caracteristicas celulares con A-T. Estas
enfermedades son debidas a mutaciones en dos miembros del complejo MRN, e
incluyen al Sindrome de rotura Nijmegen (NBS1 Njmegen breakge sindrome)
(Varon et al., 1998) y los sindromes ATLD (A-T like disorders) con mutaciones en
MRE11 (Stewart et al., 1999).Tabla I

12



Tablal. Resumen comparativo de las caracteristicas de los principales

sindromes de inestabilidad cromosomica.

Caracteristicas de ataxia-telangiectasia

Ataxia-

Sindrome de

el . . ATLD ..
Caracteristica | tejangiectasia rotura Nijmegen
Proteina ATM MRE11 NBS1
[defectuosa
A,par|C|on RS Infancia Infancia Infancia
sintomas
Progresion Rapida Lenta Rapida
DefecthJ . Atrofia cerebelar Atrofia Micro encefalia
neurologico cerebelar
Apraxia
Oculomotora + +
Inmunodeficiencia + - +
Telangiectasia + - -
Alfa feto Proteina Elevado Normal Normal
Defecto de _ _ +
creciemiento
Radiosensibilidad ++ + +
Defectos en el
ciclo celular + + +
Defectos en la
reparacion del + ? +
ADN
Inestabilidad
cromosomica + + +
Predisposicion al + _ +

cancer
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3. Activacion de ATM y daio al ADN.

La proteina de ATM se encuentra en dimeros inactivos en células intactas, pero
cuando existe dano al ADN o tratamientos con agentes que alteran la estructura de
la cromatina, ATM sufre una autofosforilacion intermolecular en la serina 1981
(S1981), resultando en una disociacion del dimero en mondmeros activos
(Bakkenist and Kastan, 2003).

Ademas de la autofosforilacion en la S1981, se han descrito otras modificaciones
incluyendo fosforilaciones adicionales (Ser367, Ser1893) necesarias para la
completa activacion de ATM vy las vias de sefalizacion correspondiente (Kozlov et
al., 2011). La histona acetil transferasa TIP60 esta sefialada como la encargada de
acetilar a ATM en la Lisina 3016 (Lys3016), en paralelo a la autofosforilacion en la
$1981. Esta modificacion fue descrita como importante en la activacién de ATM
(Sun et al., 2005).

El dafio por rotura de doble cadena del ADN (DSB) es potencialmente letal para
las células, y estos danos deben ser rapidamente reconocidos y reparados para
evitar dafios genéticos. para ello existen mecanismos celulares capaces de
reconocer y sefializar la presencia de DSB a las proteinas de los puntos de control
del ciclo celular. Ante la sefal de la presencia de DSB, las proteinas de los puntos
de control del ciclo celular pueden retrasar el paso de las células a través del ciclo

y facilitar de ese modo la reparacion del ADN (Zhou and Elledge, 2000).

Una vez producido el dafio al ADN, ATM es rapidamente reclutada a los Iugares
donde hay DSB, sufriendo autofosforilacion y separacién en mondmeros (Kozlov et
al., 2006). Al igual que ATM, el complejo Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) es

rapidamente reclutado a los lpgares de DSB (Figura 2).

MRN es una compleja maquinaria, critica en los procesos bioldgicos, detectan y
reparan el DSB debida a exposicion a radiacion ionizante, agentes genotoxicos,
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derivadas del metabolismo celular durante la replicacién, meiosis y recombinacién

V(D)J), y no requiere de ATM para su localizacion (Williams et al., 2010).

ATM | ATM

_ [ am
o ™)

Figura 2. Reclutamiento de proteinas ante el daiio al ADN (I). MRN es el sensor primario
ante rotura de la doble cadena de ADN (DSB). ATM es rdpidamente reclutado y sufre
autofosforilacion y separacion en mondmeros, para luego ser MRN sustrato de ATM. (Tomado de
(Derheimer and Kastan, 2010)

1.2. Cascada de fosforilacion de proteinas implicadas en /a
reparacion del dafo al ADN.

La activacion de ATM conlleva a la rapida fosforilacion de una multitud de
proteinas que estan implicadas no sdlo en la reparacion del ADN sino también en
otros procesos. Una de estas proteinas es NBS1, cuando ocurre el DSB es
rapidamente reclutada al lugar del dafio donde permanece adherida a través de su
C-terminal a la porcion N-terminal de MRE11. En respuesta a la radiacion NBS1
sufre fosforilaciones dependientes de ATM en dos sitios (Ser278 y Ser343) (Gatei
et al., 2000; Lukas et al., 2004; Wu et al., 2000).

Otra proteina que participa en este proceso es SMC1, que ha sido identificada
como un efector rio abajo del punto de control de la fase S controlado por
ATM/NBS1, la fosforilacién de SMC1 depende de la fosforilacion de NBS1 (Yazdi et
al., 2002).
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Inmediatamente después de ser reclutada ATM a la cromatina seguida del dafio al
ADN, ésta contribuye a la fosforilacion de la histona H2AX en la Ser139 (conocida
como YyH2AX) (Burma et al., 2001). La fosforilacion de H2AX seguida de la
radiacion es mediada redundantemente por miembros de la familia PIKK (ATM y
DNA-PK) (Wang et al., 2005), y la produccion de la forma fosforilada es la sefal
para la consiguiente acumulacion de proteinas de dafio al ADN (Bassing et al.,
2003; Celeste et al., 2003). Una de estas proteinas es MDC1, que se pega a
yH2AX, teniendo asi un papel clave como regulador del reconocimiento y
reparacion de DSB (Stucki and Jackson, 2004).

La ubiquitin ligasa RNF8 también se relne en el lugar de DSB a través de su
dominio FHA junto con la proteina fosforilada MDC1, y ubiquitina a H2AX
facilitando la acumulacién de 53BP1 (p53 binding protein-1) y BRCA1 en el lugar
del dafo, siendo ambas proteinas sustratos de ATM en respuesta a DSB del ADN
(Hamer et al., 2004). (Figura 3)
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Figura 3. Reclutamiento de proteinas ante el dano al ADN (II). ATM en su forma
monomérica es la clave en la fosforilacion de otras proteinas que constituyen los principales
componentes de la maquinaria del reconocimiento del dafio al ADN y son responsables de la
amplificacion de la sefial. ATM fosforila a MRE11, NBS1, y H2AX. La fosforilacion de H2AX conlleva
al reclutamiento de MDCI1. MDC1 es fosforilado por ATM y sirve como [ugar de acoplamiento para
RNF8. RNF8 mono ubiquitina a yH2AX resultando en el reclutamiento de 53BP1, BRCA1 y RNF168.
(Tomado de (Derheimer and Kastan, 2010)

4. ATM y ciclo celular

La integridad del genoma es una consecuencia de la correcta transmision de la
informacién genética cuando una célula se divide. Debido a que las células se
encuentran bajo constantes ataques por agentes que dafan el ADN, es esencial
que la progresion del ciclo celular sea temporalmente detenido para reparar estos

posibles dafos (Langerak and Russell, 2011).

Existen mecanismos para retrasar el progreso del ciclo celular ante la presencia del
dano de ADN, estos mecanismos son conocidos como puntos de control. En las
células de mamifero existen tres puntos importantes de reparacion del ADN que
son: G1/S, intra-S y G2/M (Sancar et al., 2004).
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En los puntos de control existen una serie de proteinas implicadas en estos
procesos y pueden actuar como: sensores del dafio, mediadores de la senal,
transductores de la sefal y efectores. En el caso de DSBs, MRN actia como sensor
que reconoce y se localiza en el lugar del dafio durante todos los estadios del ciclo
celular (Lisby et al., 2004). MRN posteriormente recluta a ATM y otros dos
miembros quinasas de la familia de PIKK, ATR y DNA-PKs, que son también
reclutados por ATRIP y Ku80 respectivamente (Falck et al., 2005). Las quinasas
PIKK sirven en este proceso como transductores de la sefial del dano fosforilando y
activando quinasas efectoras como CHK1 y CHK2, el relevo de la sefal entre estas

proteinas es facilitada y realzada por proteinas mediadoras (Li and Zou, 2005).

La primera linea de defensa que previene la replicaciéon del ADN danado es el
punto de control G1. Este punto de control provee el tiempo necesario para
reparar el dafo ocurrido en el ADN, asi, seguida de la radiacién, ATM ejecuta la
parada en G1 fosforilando a p53 en la Ser15. Aunque esto no estabiliza a p53, ATM
participa en su estabilizacion fosforilando a CHK2, HDM2 (human doble minute-2)
y MDMX (Kastan and Lim, 2000). La fosforilacion de HDM2 hace que decrezca su
afinidad hacia p53, previniendo asi su ubiquitinacién y por lo tanto su degradacion
proteasdmica, contribuyendo asi a su estabilizacién. Esto conlleva a una serie de
activaciones de genes que son diana de p53, entre ellos p21, inhibiendo asi el
progreso de G1 a la fase S. p21, junto con p27 y p57, forman una familia que
comparten la capacidad de inhibir una amplia gama de ciclinas dependientes de

quinasas CDKs (cyklin-dependent kinases) (Schwartz, 2002). (Figura 4)

Durante la fase S, las células que tienen DSBs cuentan con las rutas dependientes
de ATM para bloquear la replicacion del ADN danado. En este punto, CHK2
(activado por ATM) media la degradacién de la fosfatasa CDC25A manteniendo

inhibida de este modo a CDK2, que es requerida para la sintesis de ADN. Las
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células que tienen mutaciones en esta ruta (ATM/CHK2/CDC25A/CDK2) estan
incapacitadas para inhibir la sintesis de ADN (Falck et al., 2005). (Figura 4)

En forma paralela a la ruta antes citada, existe otro mecanismo en el cual ATM
participa en el punto de control de la fase S y requiere el complejo MRN. En
respuesta a la radiacidn ionizante ATM fosforila a NBS1 en la Ser343 y SMC1 (Gatei
et al., 2000; Kitagawa et al., 2004; Wu et al.,, 2000; Yazdi et al., 2002). La
fosforilacion de NBS1 es necesaria para fosforilar la proteina FANCD2 (Fanconi
anaemia complementation group DZ2) en la Ser222 (Taniguchi et al., 2002) Fig4.
En las células A-T, la pérdida del punto de control de la fase S es manifestado en
la incapacidad para inhibir la replicacion del ADN y su elongacién (Painter and
Young, 1980).

El punto de control G2/M es el ultimo centinela del ciclo celular, previene que las
células que contienen dafios en el ADN continden con la mitosis, y también es
necesario para la detencion de las células que fueron irradiadas en la fase G2.
Existen diversos mecanismos paralelos dependientes de ATM que aseguran la
detencion de las células en G2. Asi, moléculas como CDC25, Rad17 o BRCA1 estan
involucradas en la induccion del punto de control de G2/M seguida de la radiacién
ionizante (Lavin, 2008). (Figura 4)

De todo lo antes senalado, se evidencia la importancia de la sefializacién de ATM
en todas las fases del ciclo celular, coordinando una respuesta celular optima al
dano de ADN (Derheimer and Kastan, 2010).
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Figura 4. ATM y control del ciclo celular. ATM fosforila o media la fosforilacion de diversas
proteinas implicadas en el control del ciclo celular. Una vez que ocurre el dafio al ADN, ATM se
activa por una serie de eventos, ésta activacion se completa cuando interactua con el sensor del
DSB al ADN el complejo MRN. La proteina p53 es clave en el punto de control de la fase GI1-S y es
un sustrato directo de ATM. (izq). NBS1 es fosforilado y actua como adaptador en la fosforilacion
de otros sustratos ATM-dependientes como FANCDZ2 (Fanconi Anaemia) que controla el proceso
especifico del punto de control de la fase S junto con SMC1. (centro). Lo mismo se aplica en e/
punto de control G2-M, una serie de eventos que pueden ser via p53 dependiente o independiente,
en la via independiente de p53, Chk1/Chk2 fosforilan inhibiendo a las proteinas (CDC)254A, CDC25B8
y CDC25C (Cell Division Cycle) (der). (Tomado de (Lavin, 2008)
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5. El daino al ADN y Especies reactivas de oxigeno. Papel de
ATM.
5.1 Especies reactivas de Oxigeno (ROS)

Agentes metilantes como drogas anti cancerigenas , radiaciones ionizantes y todo
lo que pueda modificar el ADN, disparan una cascada de eventos que pueden
llevar a la apoptosis. Se estima que cada dia ocurren 2x10* eventos que dafian el
ADN, y una porcidn significativa de este dafio es causada por las especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Barzilai et al., 2002).

El Estrés Oxidativo es definido como un desequilibrio entre los oxidantes celulares
y los agentes antioxidantes en el cual la produccion de ROS excede a la capacidad
antioxidante (Chen et al., 2012). Las ROS son constantemente producidas en las
células vivas. La mayor fuente enddgena son los procesos metabdlicos,
primeramente el metabolismo oxidativo de la mitocondria y procesos patoldgicos
como la inflamacion (Kehrer, 1993; Williams and Jeffrey, 2000). Las ROS en
niveles fisioldgicos normales juegan un papel regulando vias de sefializacion y
expresion génica, y por lo tanto su produccidn es de vital importancia. La fuente
de ROS exdgena incluye exposicion a radiaciones ionizantes, farmacos

radiomiméticos y la produccidon de ROS por células vecinas (Barzilai et al., 2002).

5.2 Mecanismos defensivos contra la accion de ROS.

Los dafios debidos a las ROS en las macromoléculas celulares llevan a la célula a
reparar el dafio mientras el ciclo celular es detenido o sufrir induccién de
apoptosis, pero si el dafio es extenso puede llevar a la muerte por necrosis de la
célula (Offord et al., 2000; Williams and Jeffrey, 2000).

Dadas las consecuencias que puede llegar a tener en las células un exceso de
ROS, éstas han sido dotadas de mecanismos defensivos contra el dafio oxidativo.
(Barzilai et al., 2002). Ademas, se ha visto que en ausencia de ATM las células
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presentan un incremento de ROS, asi, ratones deficientes en ATM presentan
niveles elevados de ROS y signos de estrés oxidativo en el sistema nervioso
central, particularmente en el cerebelo (primer lugar de degeneracion en A-T)
(Kamsler et al., 2001).

El hecho de que las células deficientes en ATM acumulen ROS y que sean sensibles
al daho oxidativo, sugiere que ATM es crucial en el programa de defensa en el
estrés oxidativo. Recientemente se ha identificado una funcion citoplasmatica de
ATM, esta funcidn esta relacionada con la respuesta al dafio celular producida por
ROS (Alexander et al., 2010).

Guo et al demostraron que la oxidacién directa de ATM induce su activacion en
ausencia de DSB y del complejo MRN. La forma oxidada de ATM es un dimero
activo en el cual ambos mondmeros estan covalentemente unidos por uniones
intermoleculares bisulfuros (Figura 5). La mutacion del residuo Cys2991L localizado
en el dominio C-Terminal FATC esta implicado en la unién disulfuro y la activacion
por oxidacion de ATM (Guo et al., 2010) . Cuando la variante C2991L esta
presente en linfocitos de pacientes, no se produce apoptosis en respuesta al

tratamiento con H,0O, (Ray et al., 2012),

Una forma de ATM con la regidon C-terminal truncada (R3047X) identificado en
algunos pacientes A-T, puede ser activada por el ADN y MRN, pero no por
oxidacién (Guo et al., 2010). Los pacientes que tienen la variante R3047X
desarrollan ataxia y sus células exhiben menor sensibilidad a la radiacion

comparados con el fenotipo clasico de A-T (Gilad et al., 1998).
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Figura 5. Activacion esquematica de ATM por DSB y ROS. DSB media la activacion via ATM-
Chk2, mientras que por estrés oxidativo provoca las vias de fosforilacion: ATM-LKBI y la via ATM
Homodimero.

6. ATM y Teldmeros.

Los teldmeros son estructuras complejas que comprenden ADN, ARN y proteinas
designadas a proteger los extremos libres de los cromosomas con el fin de evitar
ser reconocidos por las células como extremos libres de DSB. El complejo de
proteccion telomérica, conocido como “Shelterin’’, estd compuesto por multiples
proteinas: TIN2, TRF1, TRF2, TPP1, POT1 y RAP1, las cuales se unen a la
secuencia telomérica y forman una estructura de bucle-t (t-loop) que es esencial
en la proteccion del teldmero y en su capacidad de eludir la maquinaria de
reparacion de ADN (Longhese, 2008). (Figura 6)

Si los teldmeros no se encuentran protegidos se generan los TIFs (telomere
dysfunction induced foci), debido a un reclutamiento de las proteinas que
responden al dafio de ADN. La proteina TRF2 puede unirse a ATM, y la
sobreexpresion de la misma puede inhibir la respuesta al dano de ADN ATM
dependiente en el caso por ejemplo de una agresion como la radiacién ionizante

(Karlseder et al.,, 2004). La interaccion entre TRF2 y ATM podria ser esencial
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previniendo el reconocimiento de los teldmeros como dafio al ADN, también ha

sido demostrado que TRF2 interacciona con el complejo MRN (Zhu et al., 2000).

La activacién de ATM también tiene lugar como respuesta al dafo al teldmero.
Cuando el teldmero se encuentra no encubierto debido a la inhibicion de TRF2,
ATM fosforilado en la Ser1981 se asocia a los telémeros, y las proteinas diana de
ATM son fosforiladas en células envejecidas y los teldmeros acortados (Takai et al.,
2003).

TRF1-TRF2-TIN2-TPP1-RAP1

POT1

e
MT T \/ Telomerase

Figura 6. Como se logra la proteccion de los extremos libres del cromosoma. (Arriba)
Los telomeros se pliegan en bucles o t-loop, esto protege los extremos de NHEJ (Recombinacion no
homdloga) y HR (Recombinacion homdloga), ademds las estructuras t-loop también inhiben e/
reclutamiento de telomerasas y proteinas de control (entre ellas ATM). (Abajo) Si el telomero no
ha adoptado la conformacion t-loop, la proteina de union a simple cadena de ADN (proteina de
union a ssDNA POT1) inhibe tanto la activacion de ATR y la accion de /a telomerasa. La proteina de
union a doble cadena de ADN (dsDNA) TRF2 previene la activacion de ATM, (Tomado de
(Longhese, 2008)

Telomeros y A-T
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El papel de ATM en el mantenimiento del teldmero ha sido extensamente
estudiado y existen resultados directos e indirectos que la implican, entre ellos: (i)
las células derivadas de pacientes A-T presentan una elevada frecuencia de
aberraciones cromosémicas (Pandita et al., 1995), (ii) los fibroblastos primarios
humanos de pacientes y ratones Atm”" sufren envejecimiento prematuro en cultivo
(Barlow et al., 1996; Hande et al., 2001), (iii) las células A-T tienen una respuesta
andmala a los agentes que inducen especies reactivas de oxigeno (ROS), un
fendmeno que esta unido al acortamiento del teldmero (Tchirkov and Lansdorp,
2003). Otros hallazgos llamativos acerca de los telomeros y células A-T, es la
presencia de ADN telomérico extracromosdmico en fibroblastos de pacientes, que
pueden representar a fragmentos de teldmeros o sus productos de replicacion
defectuosa del ADN telomérico (Hande et al., 2001). A pesar de todos estos datos,
no estd totalmente claro por qué existe una disfuncién en los telomeros en

ausencia de proteina funcional de ATM.

7. ATM y su relacion en el desarrollo del linfocito.

Los linfocitos B y T constituyen los componentes principales del sistema
inmunoldgico adaptativo, caracterizado por la especificidad y la memoria
inmunoldgica. Los linfocitos son capaces de reconocer una multitud de antigenos
debido a la recombinacién somatica de sus receptores de unidén a antigenos. Los
locus de los receptores By T (BCR y TCR respectivamente) son modificados por
reordenamientos genéticos, realizados por complejos proteicos de reparacion y
respuesta al dafio (Revy et al., 2005). Los defectos en proteinas encargadas de
reparar el dafo al ADN afectan enormemente al desarrollo de los linfocitos debido
al papel importante en la generacion de los receptores BCR y TCR (de Miranda et
al., 2011).
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Para que los linfocitos B y T expresen una gran variedad de receptores (BCR vy
TCR), los genes sufren un numero de reordenamientos genéticos especificos
llamados recombinacién V(D) (Wyman and Kanaar, 2006). El locus de la
inmunoglobulina (Ig) es posteriormente modificado por la recombinacion del
cambio de clase (CSR class switch recombination), que reemplaza la cadena
pesada (CH) constante de Cy a Cy, Ca o Cg, resultando en la produccion de
anticuerpos IgG, IgA o IgE respectivamente (Stavnezer et al., 2008). Finalmente la
afinidad entre anticuerpos y antigenos es puesta a punto por la introduccion de
mutaciones puntuales en la region variable (V) de las Igs por el proceso llamado
hipermutacion somatica (HMS) (Peled et al., 2008).

El papel de la reparacién del ADN es crucial durante el desarrollo de los linfocitos,
lo que explica el fenotipo de IDP en pacientes con defectos en los genes de la
reparacion del ADN. Los procesos de recombinacién V(D)J, CSR e HMS comparten
proteinas en los mecanismos de reparacion de ADN. De este modo, deficiencias en
ATM, DNA ligasa 4, Cernunnos, DNA-PKcs o en Artemis afectan a la recombinacion
V(D)J y CSR, y aquellos pacientes que tienen falta de las proteinas MRN o NBS1
presentan una disminucion en los procesos de CSR e HMS (de Miranda et al.,
2011). (Figura 7)
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Figura 7. Asociacion entre las proteinas responsables en el proceso de reparacion del
ADN en la recombinacion V(D)J y en el cambio de clase (CSR). Dependiendo del papel en /a
recombinacion V(D)J o en el cambio de clase (CSR), la deficiencia de cualquiera de las proteinas
implicadas conducen a un fenotipo de IDP. (Tomado de (de Miranda et al., 2011)

8. La inmunodeficiencias en pacientes con A-T.

La inmunodeficiencia esta presente entre el 60%-80% de los individuos con A-T.
Las manifestaciones son variables y no se correlacionan ni con la frecuencia ni con
la severidad de las infecciones, ademas, la inmunodeficiencia no es progresiva y
afecta tanto a la inmunidad humoral como a la celular (Boder, 1985; Staples et al.,
2008; Woods et al., 1990). Los pacientes A-T son susceptibles a bacterias
patdgenas comunes y virus, algunos pacientes tienen historia de infecciones
sinopulmonares cronicas, otros pacientes infecciones recurrentes, pero es muy raro
que sufran infecciones oportunistas por hongos o protozoarios (Lavin et al., 2007;
Nowak-Wegrzyn et al., 2004).
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La inmunodeficiencia en A-T tiene correlacién con la presencia de mutaciones
nulas. Aquellos pacientes con mutaciones que permiten la expresion de proteina
residual funcional presentan una inmunodeficiencia mucho menos severa (Staples
et al., 2008). Sin embargo en el estudio realizado por Verhagen et al. demostraron
que la sola presencia de proteina, aunque no fuera funcional, mejoraba el estado
inmunoldogico de los pacientes y presentaban niveles normales de
inmunoglobulinas IgG, observando también que estos pacientes fueron tratados
menos veces con inmunoglobulinas sustitutivas comparados con aquellos que no

tenian proteina (Verhagen et al., 2012).

La deficiencia en la inmunidad humoral se caracteriza por tener una respuesta de
anticuerpos pobre a la vacuna polisacarida neumocdcica (Becker-Catania and Gatti,
2001) y estan reducidas las concentraciones de inmunoglobulinas IgA, IgE e IgG2
(Becker-Catania and Gatti, 2001; Boutin et al., 1987; Exley et al., 2011; Garcia-
Perez et al., 2001; Pashankar et al., 2006). Algunos pacientes pueden presentar
sindrome de Hiper IgM (HIGM) (Noordzij et al., 2009), este sindrome es observado
en quienes carecen AID, y también en aquellos que han perdido otras proteinas
que participan de CSR como UNG, ATM y NBS1. El sindrome de HIGM esta
caracterizado por niveles normales o elevados de IgM, y niveles bajos o ausencia
del resto de clases de Igs, indicando la incapacidad de las células IgM positivas

para realizar el CSR a otros isotipos (de Miranda et al., 2011).

La inmunodeficiencia que afecta la inmunidad celular presenta caracteristicas muy
diversas. Los pacientes con A-T tienen linfopenia moderada, numerosos estudios
han encontrado una disminuciéon en los linfocitos del tipo CD4+/CD45RA+, los
linfocitos CD8+ pueden encontrarse en niveles normales o disminuidos, aunque
estan afectados los linfocitos CD8+/CD45RA+, los linfocitos B suelen encontrarse
normales mientras que las células NK estan francamente aumentadas (Carney et
al., 2012; Exley et al., 2011; Garcia-Perez et al., 2001; Giovannetti et al., 2012;
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Giovannetti et al., 2002; Paganelli et al., 1992; Pashankar et al., 2006;
Reichenbach et al., 2006; Schubert et al., 2002).

Existen numerosos estudios que han intentado evaluar la inmunidad celular de los
pacientes A-T estudiada mediante proliferacién celular ante diversos estimulos
como PHA, anticuerpos monoclonales anti CD3 o PMA/Ionomicina. Como se puede
observar en la Tabla II, hay una heterogeneidad en los resultados hallados en
dichos ensayos funcionales. En general, parece haber una disminucidon en la
proliferaciéon cuando fueron utilizadas las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs).

Tabla II. Evaluacion de la proliferacion celular en células de pacientes

A-T.
] Cohorte . Proliferacion
Referencia Tipo Celular
(n=) po PHA anti CD3 | PMA/IO [Ag soluble
B. Boutin 1987 5 PBMC lv 'v ND ND
R. Paganelli.1992 13 PBMC !, ND ND Normal
Kondo N.1993 2 PBMC 3 ND ND ND
Rivero, Regueiro Cé&L. T inmartalizadas
SHih 15 o ND NS ND NS C/iL2
Garcia Pérez MA 5 PBMC NS NS J NS
2001
PBMC lv Jr v‘v ND
Schubert., R.2002 19
CDASRO+ NS -'r NS ND

PBMIC: células mononucleares de sangre periférica, ND: no determinado, MS: no significativo

Ademas de la proliferaciéon celular se han medido produccién de citoquinas, entre
ellas IL2 e IFNy. Igual que en el caso de la proliferacion, los resultados
encontrados son muy variados como se puede observar en la Tabla III. Esto podria

deberse al tipo celular utilizado y a las caracteristicas de la cohorte. Llama la
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atencion que al utilizar lineas de células T inmortalizadas con Herpesvirus Saimiri
(HVS) no se encontraron diferencias en la produccion de IL2 e INFy

comparandolas con los controles sanos (Rivero-Carmena et al., 2000).

Shubert et al. encontraron una disminucion en la produccién de IL2 e IFNy cuando
utilizaron PBMCs, sin embargo, cuando aislaron los linfocitos CD45/RO no hallaron
diferencias significativas excepto cuando se utilizd anti-CD3 como estimulo, donde

observaron una disminucién de IL2 e IFNy (Schubert et al., 2002).

Tabla III. Produccion de citoquinas por células de pacientes A-T.

y Cohorte y Produccién de IL-2 Produccidén de INFy
Referencia. Tipo Celular
(n=) PHA antiCD3 | PMA/IO PHA anti CD3 PMA/IO
B. Boutin 1987 5 PBMC Heterogeneo Normal ND ND ND ND
Kondo N.1993 2 PEMC ‘ ND ND ND ND ND
Rivero, Regueiro Al Tinmort.
Saha 15 5 My ND NS NS ND NS NS
i} 9 PBMC ND ND N ND ND f ella
Giovannetti, A2002
CD45R0O+ NS N5 NS NS
Schubert., R.2002 19 !’ ‘
o T
CDE+ ND ND ND ND ND NS
NK NS
. 10 ST/PBMC ND ND ND l’ ND ND
Reichenbach, 1 2006
Pashankar, F 2006 a PBL ND ND 4 ND ND 4

PBMC: células mononucleares de sangre periférica, PBL: linfocitos de sangre periférica, ST: sangre total, MD: no determinado, NS: no
significativo, M: normal.
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9. Cdncer y Ataxia-telangiectasia.

La pérdida del control de la estabilidad gendmica es uno de los pasos necesarios
en la carcinogénesis, y permite la acumulacion necesaria de mutaciones en
poblaciones clonales para adquirir un fenotipo maligno. Como ya habiamos visto,
ATM es clave en el mantenimiento de la integridad gendmica monitorizando y/o
reparando los dafios al ADN (DSB) que ocurren tanto de forma fisioldgica
(recombinacién V(D)J, CSR etc.) o de forma accidental (mutaciones y errores en la
replicacion). En células ATM”" o ATM*/" la pérdida funcional de la proteina de ATM
lleva a una relajacion en la vigilancia de las lesiones en el ADN, y estas células son
susceptibles ante el dafo no reparado, de acumular mutaciones que en ultima

instancia conducen al cancer (Khanna, 2000). (Figura 8)

DSB

1 Respuesta anomala al dano al ADN

WW - Falta de detencién enel ciclo celular

Reparacién anormal

-ATM Acortamiento de los teldmeros
+ ATM l

Respuesta normal al dano al ADN

. . Inestabilidad gendmica
Detenciénen el ciclo celular

Reparacién normal del ADN .
Induccion de aberraciones cromosémicas

Translaciones cromosémicas
Acumulacién rdpida de mutaciones en
oncogenesygenes supresores de tumores

QA

Estabilidad genomica Cancer

Figura 8. Modelo que explica como la pérdida de la funcion de la proteina de ATM podria
promover la carcinogénesis. ATM mantiene la integridad genomica activando funciones
celulares monitorizando y/o reparando los dafios al ADN (DSB). Un defecto en ATM conduce a una
falta de activacion de las vias de reparacion del dafio resultando en susceptibilidad al cancer.
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Ademas de la inmunodeficiencia y la radiosensibilidad la Ataxia-Telangiectasia tiene
como caracteristicas la aparicion de tumores. Asi, aproximadamente un tercio de
los pacientes con A-T desarrollan enfermedades malignas como linfomas y
leucemias, siendo las de origen T las predominantes. Las neoplasias de origen B
son menos comunes Yy tienen una proporcion 1:5 con relacidén a los canceres de
origen T, ocurriendo en su mayoria en nifos (Taylor et al., 1996). Ademas, los
pacientes con A-T pueden desarrollar carcinomas como cancer de mamas y cancer
de tiroides entre otros (Micol et al., 2011). De estos canceres el 40% son linfomas
no Hodgkin, 25% son leucemias, 25% tumores sdlidos y 10% son linfomas
Hodgkin  (Gatti R, 1999).

Se ha asociado la morbilidad y la mortalidad relacionada con cancer con el tipo de
mutacion. Asi, en los pacientes cuyas mutaciones eran nulas el cancer fue el factor
principal asociado a la muerte (principalmente linfomas y a edad mas temprana),
mientras que en aquellos otros que poseian mutaciones hipomdrficas las causas de
muerte fueron mayoritariamente otras (Micol et al., 2011). Reiman et al.
observaron que los pacientes cuya ATM carecia de actividad quinasa desarrollaban
tumores en la nifez, sin embargo, aquellos otros en los que se detectd una
actividad quinasa residual el efecto protector contra el desarrollo de tumores fue
notable (Reiman et al., 2011).

9.1 Heterocigotas de ATM y riesgo de cancer.

Las mujeres portadoras de mutaciones en A7M parecen tener un mayor riesgo de
desarrollar cancer de mama. Existen varios estudios en los que se ha querido
establecer el riesgo relativo de padecer cancer en los familiares de los pacientes
con A-T (Gatti et al., 1999; Thompson et al., 2005). Swift et al. ya sugirieron que

familiares femeninos de pacientes con A-T tenian un elevado riesgo de padecer
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cancer, en particular cancer de mama (Swift et al., 1987). En un estudio mas
reciente de 132 familias (1160 familiares) se encontraron evidencias de un mayor
riesgo de padecer cancer de mama en portadoras de mutaciones en ATM
principalmente en edades tempranas, siendo el riesgo relativo de 2.23 en
portadoras menores de 50 afnos. En ese mismo estudio observaron un exceso de
riesgo de padecer cancer colorectal y de estdmago (Thompson et al., 2005).
Ademas se ha publicado que mujeres que portan la variante patogénica de A7TM
c.7271T>G, o aquellas que poseen mutaciones que dan lygar a proteinas
truncadas, tienen un significativo incremento en el riesgo de cancer de mama con
una penetrancia similar a la conferida por mutaciones en BRCA2 . Estos estudios
son importantes para poder aconsejar a las mujeres que posean estas variantes
patogénicas, de modo semejante a la que se hace con las portadoras de
mutaciones en BRCA2 (Goldgar et al., 2011).

Se ha estimado que hasta el 8% de todos los casos de cancer de mama son
portadores de A-T en los Estados Unidos (Swift et al., 1987). Esto supone un
dilema, dado que no existe un protocolo adecuado y/o establecido para dichas
pacientes, si se debe tener en cuenta que también son sensibles a radiaciones
ionizantes y a farmacos radiomiméticos, por lo que pueden no tolerar ciertos
medicamentos antineoplasicos. La identificacion de dichas pacientes heterocigotas
con cancer, previamente al tratamiento, puede favorecer el uso de regimenes

terapéuticos mas apropiados.

9.2 Mutaciones. Correlacion entre genotipo y fenotipo

La heterogeneidad en A-T ha sido descrita tanto en el laboratorio como en lo que
se refiere a los aspectos clinicos. Se presentan de modo variable la susceptibilidad
a infecciones pulmonares, presencia y grados de retardo mental y predisposicion a
leucemia. Aln entre los pacientes con A-T clasica existe variabilidad en el grado de
progresion de los sintomas clinicos (Lavin et al., 2007).
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Esta heterogeneidad estd muy relacionada con las mutaciones en A7M. Las
mutaciones ocurren a lo largo del gen y cerca del 90% de los pacientes A-T son
heterocigotas, portadores de diferentes mutaciones en los alelos de A7M
(McConville et al., 1996).

De entre las mutaciones publicadas, el 80% predicen la produccion de proteina
truncada aunque estas son usualmente inestables (Lavin et al., 2004). En general
las mutaciones nulas estan asociadas a una rapida progresion en los sintomas
neuroldgicos y tienen un fenotipo severo, pero en cambio, fenotipos mas suaves
han sido observados en pacientes que poseen mutaciones con sentido erréneo con
cantidades detectables de proteina de ATM (Becker-Catania et al., 2000; Gilad et
al., 1998; Mitui et al., 2009).

De las mutaciones que han sido descritas mencionaremos soélo algunas:

-McConville et al. identificaron la mutacién cominmente referida como 5762ins137
en 14 familias con A-T, la cual esta asociada con un fenotipo celular y clinico
menos severo. Esta forma de A-T constituye entre el 10 y el 15% de las familias
con A-T en el Reino Unido y esta caracterizada por inicio tardio de los sintomas y

deterioro neuroldgico lento (McConville et al., 1996).

-La mutacién ¢.7271T>G fue descrita en dos familias cuyos miembros afectados
poseian un fenotipo de A-T tanto clinico como celular moderado. En una de las
familias se encontraba el paciente con mas edad en las Islas Britanicas (70 afios),
posiblemente el paciente con A-T de mayor edad que se ha descrito. Los
individuos afectados tenian minima telangiectasia y sin predisposicidn a infecciones
(Stankovic et al., 1998b).

-La mutacidon 7636del19 lleva a una delecion de 9 nucledtidos (codones 2546-
2548), esta pequena delecién desestabiliza a la proteina de ATM y suprime

totalmente su actividad quinasa, presumiblemente por interferir en la conformacion
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de la proteina y/o su capacidad de unirse a otras proteinas. La presencia de esta
mutacion en uno de los alelos de los pacientes A-T han sido asociadas con una

menor supervivencia (Li and Swift, 2000).

-Toyoshima et al. describieron el caso de un japonés, vardn de 24 afios con AT sin
inmunodeficiencia. Habia desarrollado ataxia a los 6 anos y telangiectasia a los 9,
sin embargo no tenia susceptibilidad a infecciones. El analisis demostrd la
presencia de una mutacién con cambio de sentido con la sustitucion del amino
acido LEU2656PRO, y ademas la presencia de una mutacidon sin sentido con el

truncamiento del codon 3047 (Toyoshima et al., 1998).

-Dork et al. describieron a un paciente con una forma atenuada de A-T, que
presentaba una doble mutacién sin sentido (ASP2625GLU y ALA2626PRO) y una
mutacion en el corte y empalme (496+5G-A) en el gen de ATM. Presentaba trazas
de proteina de ATM cuya actividad quinasa residual pudo demostrarse a través de
p53. Este resultado confirmd la variabilidad clinica de A-T que parcialmente esta
determinada por el tipo de mutacion e indica que A-T puede presentarse como una

enfermedad tardia en la adultez (Dork et al., 2004).

-Se ha descrito una variante de A-T en dos hermanas cuyo inicio de la ataxia se
produjo a los 27 afos, y que presentaban ademas polineuropatia, coreoatetosis, y
ausencia de telangiectasia, inmunodeficiencia y cancer. Saviozzi et al. identificaron
las mutaciones en el gen de ATM: un cambio 8030 A-G en el exdn 57, resultando
en una sustitucién de TYR2677CYS, y una insercion de 1-pb en el nucledtido 7481
en el exén 52. El analisis por Western Blot mostré bajos niveles de la proteina de
ATM con actividad quinasa residual, los autores atribuyen a la presencia de
actividad quinasa de la proteina a este tipo de fenotipo intermedio de A-T (Saviozzi
et al., 2002).
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-La mutacion c.3576G>A fue descrita en tres pacientes con A-T sin ninguna
relacion, un italiano, un turco y uno proveniente de Georgia. Esta mutacion causa
un splicing aberrante resultando en la omision del exén 26 (24 del genoma 19).
Sandoval et al. supusieron que esta mutacion es mas comun en Europa del Este

gue en Alemania (Sandoval et al., 1999).

9.3 Polimorfismos en ATM.

Los polimorfismos o “variantes naturales” en el gen de A7M causan: defectos en la
activacion en los puntos de control del ciclo celular, capacidad reducida para
reparar los DSB del ADN y apoptosis anormal. Estos polimorfismos contribuyen a
las caracteristicas propias de A-T que incluyen inestabilidad gendmica, aumento en
el riesgo de cancer y neurodegeneracion. Existen muchos estudios que tratan de
establecer relacién entre polimorfismos y suceptibilidad al cancer, aunque con
resultados controvertidos. Asi se incluyeron cancer de mama (Fletcher et al.,
2010), cancer colorectal y cancer de células pulmonares no microciticas (Yang et
al., 2007).
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10. Relacion del estudio de haplotipo y etnia

En grupos étnicos especificos bien estudiados el analisis de STR (Short tandem

repeats) de 11g23.1 puede ser utilizado para identificar rapidamente haplotipos
fundadores. Tabla IV

Tabla IV. Mutaciones patoldgicas de ATM frecuentes en poblaciones

étnicas.
Etnia ADx;gzgl?ézde Proteina. Ce’imbio de Fr:.ecuencia
— 1 amino acido alélica (%)
(Alias )
€.2851-10T>G _ )
(IVS16-10T>G)

Afro americanos c.2810 2811insCTAG p.Glu937AspfsX2 -
C.7327C>T p.Arg2443X -
€.7926A>C p.Arg2642Ser -

Amish €.1563_1564delAG p.Glu522TlefsX43 >99
¢.5908C>T p.GIn1970X 56
(IVS63del17kb) -- 7
C.7449G>A p.Trp2483* 12
Costarricenses c.4507C>T p.GIn1503X 12
CBZ&%%E?SC’)G"S) p.Tyr2755Cysfs*12 4
€.1120C>T p.GIn374X 2
C.4852C>T p.Arg1618X
Iranies ¢.8201_8212del11ins6 _ <5%
(8201del11ins6)

(Gatti R, 1999)

Tabla IV (cont.) Mutaciones patoldgicas de ATM frecuentes en

poblaciones
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38

étnicas.

ADN. Cambio de

Etnia Nucleétid Proteina. Cambio de Frecuencia
ucieotico amino acido alélica (%)
(Alias 7)
c.7517del4 p.Cys252AsnfsX2 16
Italianos c.3576G>A (Delecion del exon 26) 12
€.391dupT o o
(3894insT) p.Ser131PhefsX3 Cerdefia (>95%)
€.7883_7887del
= JIle2629SerfsX25 -
Japoneses (7883del3) P
€.5390+2T>C _ )
(IVS33+2T>C)
J”dszfer'ic?'te C.103C>T p.Arg35X >99
€.3245_3247delATC
Noruegos insTGAT p.His1082LeufsX14 55
(3245ATC>TGAT)
€.8313-2A>C _ 15
(IVS53-2A>C(del159nt))
c.6095G>A (delecion del exon 43) 8
€.7010_7011del
POlacos (7010delGT) p.Cys2337SerfsX35 6
€.5932G>T
(5932G>T(del88)) p-Glu1978X 10
€.1563 1564delAG p.Glu5221lefsX43 6
c.3576G>A 39
€.5762G>A 18
Turcos (5762ins137)
€.7637_7645del
(7637del9) p.Arg2547_Ser2549del 15

€.5395-12A>G

(IVS32-12A>G)

Mormones de

8494C>T p.Arg2832Cys -
Utah C9372+1G>A ~ ]
(IVS62+1G>A)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26468/)




11. Terapias potenciales de A-T

Actualmente no hay terapia disponible que pueda curar el progreso de A-T. Como
se ha mencionado, es posible aliviar algunos de los sintomas asociados a la
inmunodeficiencia y otros, pero no puede prevenirse la neurodegeneracion.
Actualmente se estan llevando a cabo diversos estudios que intentan mejorar o
revertir los sintomas de A-T, mencionaremos algunos de los que se encuentran en

estado activo (www.clinicaltrials.gov):

11.1 Estudio para el tratamiento del cancer en nifios con Ataxia-
Telangiectasia (Treatment of Cancer in Children With Ataxia-
telangiectasia).

Este estudio esta disefiado para investigar la viabilidad de tratar a nifios con
diagnostico de A-T y cancer, con regimenes casi tan intensos como lo recibirian los

pacientes no A-T. La intervencion se dara con los siguientes farmacos:
-Vinblastina, vincristina, prednisona, daunorubicina,

-doxorubicina, metotrexate, cyclophosphamida, L-asparaginasa
-Etoposido, cytarabina, mercaptopurina

-Dexametasona, procarbazina.
Procedimiento:quimioterapia,quimioterapia intratecal, terapia esteroide.
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT00187057)

11.2 Terapias dirigidas a las mutaciones.

La mayoria de los pacientes A-T heredan dos mutaciones distintas, una por cada
alelo. Cualquier esfuerzo por corregir el gen mutado debe ser casi hecho a medida
para la mutacidn individual, no siendo necesario la restauracion total de niveles
normales de proteina porque aun niveles bajos (~5-10%) en algunos pacientes

resulta en fenotipos leves (Taylor and Byrd, 2005).
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Se ha empleado aminoglucdsidos para la correccion de la funcidon del gen de ATM
por lectura del codén de terminacién prematuro, y para conseguir la expresion
funcional de proteina de ATM. A pesar de los logros obtenidos, el uso de
aminoglucdsidos en concentraciones efectivas es toxico tanto para las células como

para el ser humano (Lavin et al., 2007).

Recientemente Lee et al. han publicado los resultados obtenidos de Ia
diferenciacion de las células madre pluripotentes inducidas de paciente A-T a
células de Purkinje, y su posterior tratamiento con pequefias moléculas capaces de
saltarse un coddén de parada prematuro (SMRT small molecule read trough). El
resultado ha sido la restauracion de la actividad de ATM y la mejora en la
respuesta al dafio de ADN. Estos datos sugieren que la reprogramacion de células
de pacientes A-T al estado pluripotencial, permite a un nuevo paradigma para la
identificacion y caracterization de compuestos SMRT que puedan probarse
clinicamente para restaurar la actividad de ATM y mejorar la capacidad de reparar
el ADN (Lee et al., 2013).

Otra estrategia es la utilizacion de oligonucledtidos antisentido morfolino (AMOs)
para la correccién del corte y empalme en las mutaciones de ATM. Se ha probado
para redireccionar y restaurar el corte y empalme normal en el gen de ATM
ocultando los sitios aberrantes de los mismos, y permitiendo la expresion normal
del ARNm. La eficiencia de traslacion de éste ARNm a proteina fue del 30%
después de haber sido expuestas las células por 3.5 dias con los AMOs, y se
demostréd que la proteina tenia actividad quinasa, todavia falta por resolver
preguntas antes de que pueda ser utilizado en terapéutica humana (Du et al.,
2007).
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11.3 Terapia génica y A-T

La terapia génica ha conseguido resultados en pacientes afectados con
inmunodeficiencias, estos resultados se han logrado mediante transduccién de las
células progenitoras hematopoyéticas con vectores oncoretrovirales, estos vectores
contenian un gen sano capaz de sustituir al mutado. Desde el primer resultado
positivo de terapia génica al restaurarse el sistema inmunoldgico de tres nifios con
inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X (SCID-X1)
(Cavazzana-Calvo and Hacein-Bey-Abina, 2001), se han probado en muchas otras
patologias (Aiuti et al., 2002; Hacein-Bey-Abina et al., 2002; Ott et al., 2006).

El hecho de que A-T sea una enfermedad monogénica, y que la terapia génica con
modelos animales se esté aplicando en otras enfermedades como la hemofilia
(Waddington et al., 2004), talasemia (Imren et al., 2002), anemia de Fanconi
(Yamada et al., 2003) y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer
(Singer et al., 2005) o Parkinson, hace plantear a la terapia génica como

alternativa terapéutica para la Ataxia-Telangiectasia.

Estudios previos han demostrado que la introduccidon de un cADN normal de ATM
en células deficientes, resultaron en la reconstitucion funcional de las células de
pacientes (Cortes et al., 2003; Qi et al., 2004). El significado bioldgico de estos
estudios /n vitro donde se demostrd la reconstitucién funcional de las células fue

confirmada /n vivo en modelos animales (Cortes et al., 2006).

La longitud considerable del cADN de A7M (9.1kb), hizo que en los estudios
mencionados se haya utilizado el vector amplicon HSV-1 o el vector amplicon
hibrido HSV/AAV, los cuales son capaces de portar transgenes extensos, pero la
naturaleza de estos vectores hace incompatible la aplicacion clinica humana debido

a que son muy patogénicos e inmunogénicos (Epstein, 2005).
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Una alternativa en el intento de terapia génica en pacientes A-T es la utilizacion de
vectores lentivirales, en este campo nuestro grupo tiene una extensa experiencia,
y ha sido capaz de desarrollar nuevos vectores con las siguientes caracteristicas:
bioseguridad mejorada, tejido especifico y expresion fisioldgica del transgen
(Martin et al., 2005; Romero et al., 2011; Toscano et al., 2008).

El beneficio clinico del paciente seria significativo si se pudiera dar la expresién del
transgen terapéutico aun en pequenas cantidades, dado que es un hecho que el
mantenimiento de cantidades residuales de proteina funcional de ATM en los
pacientes, redunda en mejora de las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
como se evidencia en una menor tasa de tumores en la infancia y de infecciones
(Reiman et al., 2011).
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Objetivos

4. Objetivos
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La Ataxia Telangiectasia es una enfermedad genética autosdmica recesiva
causada por mutaciones en el gen A7M. A pesar de que se han identificado un
gran numero de mutaciones que afectan a toda la extension de este gen, no existe
ningun estudio que haya analizado el mapa de mutaciones en pacientes espafioles.
Esta circunstancia se complica ain mas por el hecho de que el diagndstico de A-T
en Espana se ha realizado mayoritariamente atendiendo a la presentacion clinica
de la enfermedad, no conociendo por tanto la mutacidon causante de la misma ni

sus consecuencias sobre la actividad funcional de la proteina deficiente.

De la misma manera, hay muy pocos estudios hasta la fecha que hayan analizado
las alteraciones causadas en células T primarias de los pacientes con A-T, debido
sobre todo a la dificultad de obtencién de estas células. Igualmente, no se han
realizado estudios dirigidos a la caracterizacion pormenorizada de defectos

presentes en células virgenes y memoria.
En razon a lo anterior, nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

1.- Caracterizacion molecular y expresion funcional de ATM en una cohorte de
pacientes espafioles con diagndstico clinico de Ataxia-Telangiectasia, para conocer
la mutacion causante, asi como la expresion de la proteina ATM y su actividad

funcional.

2.-. Caracterizacion de defectos celulares presentes en un panel de lineas T
aloespecificas derivadas de linfocitos periféricos de pacientes con diagndstico
clinico de A-T, asi como en células T virgenes y memoria obtenidas de sangre

periférica de estos pacientes.
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5. MATERIALES Y METODOS
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1. Obtencion de sangre periférica.

La sangre periférica fue obtenida mediante veno-puncidn (previo consentimiento
informado) en tubos con heparina sddica, de la cual una parte fue reservada para
la obtencién de DNA gendmico, otra para la obtencién de lineas aloespecificas,
obtencidon de células CD4 virgenes y memorias , y una pequefia parte para la

determinacion de las poblaciones linfocitarias.

2. Lineas celulares de individuos normales y pacientes A-T,

medios de cultivos, reactivos.

La obtencidn de lineas primarias aloespecificas se realizd por el método
previamente descrito (Molina et al., 1992). Las células mononucleares de sangre
periférica fueron obtenidas por separacion en gradiente de densidad por
centrifugacion (2200rpm 20 minutos a 20°C), y cocultivadas en proporcion 1:1 con
células Raji (células B linfoblastoides con MHC-II) previamente inactivadas con
Mitomicina C 1mg/mL (Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) a 37°C en bafo durante

una hora.

Las lineas de células T aloespecificas se cultivaron a concentracion éptima en
medio Panserin (PAN Biotech. Aidenbach, Germany) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (GIBCO, Invitrogen, Aucklan, New Zealand), Glutamax
(BioWhittaker) al 1%, Penicilina/ Estreptomicina (BioWhittaker) al 1% y 50 UI/ml
de rIL-2 (Hoffman-La Roche, Nutley, NJ), obtenida a través del AIDS Reagents

Reference Program. Se realizaron re-estimulaciones cada 7 dias.

La linea celular Raji (linfocitos B de linfoma humano) se cultivd en RMPI 1640
(BioWhittaker, Verviers, Belgium) suplementado con 10% de suero bovino fetal

descomplementado (GIBCO), Glutamax al 1% vy Penicilina/ Estreptomicina al 1%
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(Sigma-Aldrich). Las células fueron mantenidas a 37° C de temperatura en

atmodsfera hiumeda al 5% de CO2.

3. Separacién de células virgenes y memorias para la
determinacion de citoquinas en controles sanos y pacientes
A-T.

3.1 Separacion: La sangre fue diluida con PBS y la obtencion de las células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron obtenidas por separacion en

gradiente de densidad de Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich), como se indicé
anteriormente. Obtenidas las células mononucleares se dividid en partes iguales
para la separacion de células virgenes y células memoria. En ambos casos se

utilizaron kits de separacion: Naive CD4+ T Cells Isolation Kity Memory CD4+ T
Cells Isolation kit de MACS (Miltenyi Biotec, California, USA).

La suspension celular se centrifugd a 300g durante 10 minutos, tras los cuales se
aspird el sobrenadante y se resuspendid en 40ul de tampon PBS (pH:7.2,
conteniendo 0.5% de BSA (Sigma Aldrich) y 2mM de EDTA) por cada
10x10° células. A ésta dilucidn se agregd 10ul de Naive CD4+ T cell biotin
antibody y 10uL de Memory CD4+ T cell biotin antibody incubandose
durante 10 minutos en el frigorifico (2-8°C), pasado el tiempo se agregd 30
UL de tampon frio y 20 WL de anti biotin MicroBeads incubandose otros 15
minutos de 2-8°C. Por ultimo se realizd un lavado con 2mL de tampdn frio

centrifugandose a 300g durante 10 minutos.

Para realizar la separacién magnética se resuspendi6 el pellet celular en 500uL de
tampon y se utilizd columnas de separacion MS de MACS (Miltenyi Biotec). Las
columnas fueron preparadas lavandolas con 500uL de tampdn sin formar burbujas,

se dispensd la suspension celular y se hicieron tres lavados con el tampon frio. La
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fraccidn negativa correspondian a las células de interés, una pequefa parte se
utilizd para determinar la pureza mediante citometria de flujo y el resto para

posterior estimulacién celular.

3.2 Pureza de la fraccion negativa: se dispensé 50 puL de la suspensién
celular obtenida de la separacidon magnética en tubos de citometria. Un tubo para
los controles de isotipo: FITC IgG1 de ratén (Biolegend, San Diego, USA), PE IgG1
de raton (eBiosciencie, San Diego, USA) y otro tubo para determinar CD4-FITC
(clon RPA-T4, Biolegend) y CD45RO-PE (clon UCHL1, eBiosciencie) en la fraccion
negativa de las células memorias y CD4-FITC (clon RPA-T4, Biolegend) y CD45RA-

PE (clon HI100, eBiosciencie) en la fraccidon negativa de las células virgenes.

La incubacion se realizd durante media hora en frio, se lavaron con PBS durante 5
minutos a 1500rpm y se resuspendio en 200 uL de PBS realizandose la lectura en

el citometro de flujo FacsCalibur (BD).

3.3 Estimulacion: Una vez corroborado la pureza se procedié a la separacién
en placa de 48 pocillos a una concentracién 10%/mL: un pocillo fue utilizado para
las células no estimuladas (control) y otro para las células estimuladas con PMA a

10ng/mL (Sigma Aldrich) mas Ionomicina 5ug/mL (Sigma Aldrich).

La placa se incubd a 37°C y 5% de CO, durante 24hs, en las seis Ultimas horas se
incubd con el inhibidor de transporte de proteina GolgiPlug (BD) que contiene
Brefeldina A.

3.4 Determinacion de citoquinas intracelulares: Una vez transcurrido
el tiempo se recogieron las células y se congelaron los sobrenadantes a -20°C para
la determinacidon posterior de citoquinas. Las células fueron fijadas vy
permeabilizadas con Cytofix/Cytoperm (BD) durante 20 minutos en frio y en
movimiento, tras los cuales se lavaron con 2mL de tampdn PermWash (BD) a 800g

durante 5 minutos a 4°C, se decantd el sobrenadante y se procedid a la incubacién
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de las células con los siguientes anticuerpos: control de Isotipo: PE IgGl y APC
IgG1 ambos de ratdn (eBiosciencie); IL2/PE (BD); IL17-A/PE (clon eBio64CAP17)
(eBiosciencie) y anti INF-y/APC (clon 4S.B3) (eBiosciencie). Las células se
incubaron durante 30 minutos a 4°C tras los cuales se realizd un lavado con 2mL
de Perm/Wash y un ultimo lavado con PBS a 800g durante 5 minutos, se decantd y
se resuspendio en 200mL de PBS para su posterior analisis en el citdmetro de flujo
(FacsCalibur. BD). El andlisis se realizd con el programa Cell Quest (BD
Biosciencies) y el andlisis bioestadistico con el programa GraphPad Prism 6. El
valor de “p" esta basado en la prueba de Two-Way ANOVA. p<0.05 (*), p<0.001
(**), p<0.001(***), p<0.0001(****),

3.5 Determinacion de citoquinas en sobrenadante.

Para la determinacion de citoquinas en el sobrenadante de las células estimuladas
virgenes y memoria se utilizd el Human Thi/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex RTU
FlowCytomix Kit (eBiosciencie Viena-Austria), cuyas perlas fluorescentes llevan

unidos los anticuerpos monoclonales de las citoquinas a determinar.

Una vez que las perlas fluorescentes estan en contacto con la muestra, hay unién
antigeno anticuerpo y un segundo anticuerpo conjugado con biotina se une a los
analitos capturados por el primer anticuerpo. A continuacion se afade
Estreptavidina-PE que se une a la biotina conjugada y emite senales fluorescentes.
La cantidad de citoquinas presentes en el sobrenadante es por tanto proporcional
a la fluorescencia emitida por las perlas conjudas, con las que se realiza una curva
patréon. Una vez acabado el procedimiento se procedio a la lectura en el citdmetro
de flujo FacsCanto. El andlisis se realizd con el programa FlowCytomix Pro
Software (eBiosciencie), y el posterior analisis bioestadistico mediante el programa
GraphPad6 Prism. El valor de “p” estd basado en la prueba de Two-Way ANOVA.
p<0.05 (*), p<0.001 (**), p<0.001(***), p<0.0001(****),
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Las citoquinas determinadas fueron: Grupo Thl: INF-y, IL-2, IL1-B, IL12-p70;
grupo Th2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13; grupo Th9: IL-9; grupo Th2: IL-22, TNF-
a; grupo Th17: IL-17A.

4. Fenotipo de las células aloestimuladas.

Las lineas celulares aloespecificas de pacientes con A-T y derivadas de individuos
sanos fueron lavadas con PBS y dispensadas en tubos de citometria a una
concentracion de 5x10° células/tubo. Las células fueron marcadas con los
siguientes anticuerpos: controles de isotipo IgGl FITC (Biolegend), IgGl PE
(eBiosciencie), IgGl PE CY5.5 (BD); CD4 FITC (Biolegend); CD45RO/PE vy
CD45RA/PE (eBiosciencie); CD56/PE y CD19/FITC (BD); CD4-FITC/CD8-PE/CD3-
PECY5.5 (BD). Las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo, se realizé
un lavado con PBS y se resuspendieron en 200ul de PBS para su posterior lectura

en el citdmetro de flujo FacsCalibur (BD).

5. Estimulacidon de lineas aloespecificas para la determinacién

de marcadores de activacion.

Las lineas celulares aloespecificas de pacientes con A-T y de individuos sanos se
encontraban en reposo entre el 8-15 dia post estimulacion aloespecifica. Las
células fueron ademas privadas de IL2 durante 24hs antes del experimento y
fueron recolectadas del cultivo, se realizd un lavado con PBS y se resuspendieron

para su posterior contaje con la camara de Neubauer.

Las células se dispusieron a 10%/mL en placa de 24 pocillos, un pocillo con las
células no estimuladas (control), otro con PMA 10ng/ml mas Ionomicina 0.5ug/mL,
y un ultimo pocillo con particulas estimuladoras CD3/CD28 Dynabeads (Dynal) en

proporcion 1:1. La placa se incubd a 37°C y 5% de CO; durante 24hs.
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Tras 24hs de incubacion las células fueron recolectadas y lavadas con PBS, se
centrifygaron 5 minutos a 1500rpm y se distribuyeron en tubos para la incubacion
con los siguientes anticuerpos: controles de isotipo PE IgG1 de ratdn (Caltag), APC
IgG1 anti raton (BD); anticuerpo primario ratéon anti humano CD40L (AbCamb);
anti raton en APC (BD), y anti humano CD69/PE (Caltag). Tras media hora de
incubacion del anticuerpo primario y posterior lavado con PBS durante 5 minutos
a 1500rpm, se realizd la incubacidon con el secundario y el anticuerpo directo,
después de un ultimo lavado con PBS se resuspendié en 200 uL de PBS para su

lectura en el citdmetro FacsCalibur (BD).

6. Determinacion del ciclo celular en células aloestimuladas de

pacientes y controles inducida tfras irradiacién gamma.
Para la determinacidn del ciclo celular las células fueron aloestimuladas y puestas
en placas de 6 pocillos a la concentracion de 10°/mL en medio completo y
suplementado con IL2. Las placas utilizadas fueron cuatro: una correspondiente a
las células no irradiadas y tres a las irradiadas con 1, 2 y 5 Gy respectivamente. Se
irradiaron en el servicio de la Unidad de Radiologia Experimental del Centro e
Instituto CIC de la Universidad de Granada, utilizando el irradiador gamma J.L.
Shepherd modelo MARK 1-30, con 1,000 Ci de actividad de Cs-137. Una vez
irradiadas, se mantuvieron en cultivo y se tomaron parte de las células en dias

sucesivos a las 24, 48, 72 y 96 horas post irradiacion.

El analisis del ciclo celular fue realizado recolectando las células y dispensandolas
en tubos de citometria, lavadas con 2ml de PBS, se decantaron los tubos y para la
fijacién se agregd a cada uno 100 L de PBS y 900 pL de etanol al 70%, después
de 5 minutos se procedio a un lavado con PBS a 3500rpm durante 3 minutos tras
los cuales se retird el sobrenadante. Para la extraccion de ADN se agregd 250 uL
de PBS y 250 pL de tampon de extraccion de ADN (0.2M de NAHPO,, 0.1M de
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acido citrico pH: 7.8) precalentado en bafio a 37°C, se incubd a 37°C durante 10
minutos y se realizd una Ultima centrifugacion a 3500rpm durante 3 minutos. Para
la tincion del ADN se agregaron 200 pL de la solucion de Ioduro de Propidio y
RNAsa (40pg/mL y 100ng/ml respectivamente), los tubos fueron incubados a 37°
durante 30 minutos en oscuridad tras los cuales se procedié a la lectura en el
citdmetro FacsCalibur (BD). El analisis del pico sub-G1 del ciclo celular se realizd

midiendo la fluorescencia del ADN con los detectores FL2/FL3.

Para el analisis de la parada en G2 se utilizd una plantilla en la cual se eliminaron
los dupletes y tripletes, y el analisis en ambos casos se realizd con el programa Cell

Quest (BD Biosciencies).

7. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western Blot a partir

de extractos nucleares de pacientes y de individuos sanos.

Las muestras celulares para la determinacién de la proteina de ATM fueron
recogidas a partir del 7° dia post estimulacion para evitar posible contaminacion de
células Raji. Las células fueron recolectadas y lavadas con PBS para
posteriormente ser trasvasadas a tubos de 1.5 mL, estos tubos se centrifugaron a
3500rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en 400 pL del tampdn A frio
(10mM Hepes pH:7.6, 10mM KCL, 0.1 mM EDTA, 0.1mM EGTA). Antes del uso del
tampon A se afadieron los siguientes reactivos: 5 yL DTT 1M, 25 pL de PMSF
100Mm, 50 pL de Molibdato, 10 pL del coctel de inhibidor de las proteasas
(solucidon 1:10) (Sigma Aldrich) y 10 pL de inhibidor de las fosfatasas (solucién
1:10) (Roche, Indianapolis, IN, USA).

Una vez anadido el tampdn A se mantuvieron en hielo durante 15 minutos, tras los
cuales se afiadieron 12.5 pL de NP40 al 20% y se mezclaron en un Vortex durante
10 segundos. Los tubos se centrifugaron a 13000rpm durante 30 segundos tras

los cuales se descantd el sobrenadante, se lavaron posteriormente dos veces con
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300 pyL del tampdn A aspirando lentamente y evitando levantar el pellet.
Finalmente se agregaron 50 pL de tampon C (20mM Hepes pH:7.6, 400mM NaCl,
1mM EDTA, 1Mm EGTA). Antes del uso del tampdn C se agregaron los siguientes
reactivos: 1 pL de DTT 1M, 5 uL de PMSF, 10 pL de Molibdato, 2 pL de un coctel
de inhibidor de las proteasas (Sigma Aldrich) y 2 pL de inhibidor de las fosfatasas
(Roche). Los tubos se incubaron durante 15-30 minutos en agitacion a 4°C,
pasado el tiempo se centrifugaron durante 5 minutos a 3500rpm y se transfirieron
los sobrenadantes a tubos nuevos. Los extractos se guardaron a -20°C hasta su

analisis.

Deteccion de ATM fosforilada y sustratos directos de ATM: la proteina de
ATM normalmente se encuentra formando dimeros en estado inactivo, pero ante el
dano a la doble hebra de ADN (por ejemplo por radiacién ionizante como la
radiacibn gamma), la proteina se autofosforila desencadenando una serie de

fosforilaciones.

Para detectar la proteina de ATM en su forma fosforilada, los sustratos directos de
ATM como NBS1 y p53, y la forma fosforilada de H2AX (yH2AX), las células tanto
de paciente como de individuo sano fueron separadas en placas de seis pocillos,
guardandose una para control, y otras dos fueron sometidas a la irradiacién con
dosis de 1 y 5 Gy. Una vez irradiadas las células se esperd una hora antes de

empezar el protocolo de extraccion de proteinas nucleares.

Para la deteccion de proteinas de elevado peso molecular como ATM, NBS1 (y sus
formas fosforiladas) y PARP, fueron utilizados 35ug de extracto nucleares que se
separaron mediante gel SDS-PAGE (al 5% en condiciones reductoras). Las
proteinas de bajo peso molecular como p53, fosfo p53 y yH2AX fueron separadas
en gel SDS-PAGE al 12%. Tras la separacion, las muestras fueron
electrotransferidas a membranas PVDF Hybond-P (Amersham, Buckinghamshire,

UK).
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Las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora con una solucién de
PBS/Tween20 al 0.1% y 10% de leche desnatada en polvo a temperatura
ambiente. Una vez terminado el bloqueo, las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo monoclonal correspondiente: anti-Atm(1A1) de ratén (clon:sc-73615,
Santa Cruz Biotech.); anti ATM pS1981 de ratdn (clon: 10H11E12, Rockland);
NBS1 p95 S343 de conejo (Cell Signalling, Darmstadt, Germany); anti NBS1 de
raton (clon 34/NBS1, BD); yH2AX de conejo (clon sc-101696, Santa Cruz Biotech.);
anti PARP de ratén (Santa Cruz Biotech.); anti P53 y anti pP53 S15 (Santa Cruz
Biotech.).

Los anticuerpos fueron preparados a las concentraciones recomendadas en la
solucién de bloqueo diluida 1/10 con PBS-Tween, e incubadas durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, tras tres lavados de 5 minutos con PBS Tween, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente anti
Igs de ratén o anti Igs de conejo, ambos de cabra conjugado con HRP (dilucién
1:5000) (Caltag, Burlingame, CA, USA). La incubacion se llevo a cabo durante una
hora a temperatura ambiente, tras los cuales se realizaron tres lavados con PBS-
Tween, las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia (ECL Advance
Western Blotting Detection Kit, Amersham, GE Healthcare UK) en el FUJI Film LAS-

4000 y analizadas con el programa Multi Gauge.

8. Cuantificaciéon del ARN mensajero mediante PCR cuantitativa.

La extraccion de ARN total de los linfocitos T aloestimulados se realizd mediante
desnaturalizacién con Trizol (Invitrogen), a partir del 7° dia post estimulaciéon con

el fin de evitar posibles contaminaciones de células Raji.

Las células fueron recogidas, lavadas con PBS y resuspendidas en 1mL de Trizol
(Invitrogen), e incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Inmediatamente después se realizd una extraccion organica con cloroformo y tras
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centrifugacién a 13000rpm se recogio la fase acuosa para la precipitacion del ARN
con Isopropanol. Una vez pecipitado el ARN, se procedid al lavado con etanol al
75% preparado con agua DEPC (dietil pirocarbonato, Sigma-Aldrich), se hidrato
durante 10 minutos a 55°C con 20 L de H,O-DEPC.

La medida de la concentracion del ARN se llevé a cabo a 280 nm en NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific Inc.). EIl ADN complementario (ADNc) usado como molde
para la realizacion de la PCR cuantitativa (Q-PCR) se obtuvo por la realizacion de
la transcripcion en reverso (Reverse Transcription system Promega) de 1ug de
ARN total extraido de las células T aloestimuladas, usando como cebador oligo dT.
El proceso de retro transcripcidn se realizd en 3 ciclos: 1X (70°, 10"); 1X (42°, 60");
1X (95°, 5/ 4°, 5'). La Q-PCR fue realizada en 7500 RT PCR System Applied
Biosystem (Paisley, UK), la amplificacién de la reaccidn se realizd en un volumen
final de 25ul con 1ul de ADNc con FastStart SYBR green master (Roche) en el que
contiene SYBR Green especifico de ADN de doble cadena. Los resultados de las Ct
de diferentes muestras con respecto al gen de ATM fueron normalizadas con

respecto al gen constitutivo de B-actina.

Antes de realizar el experimento se realizd una curva estandar con los cebadores
tanto del gen de ATM como para los de B-actina, utilizando diferentes volumenes
de ADNc de un individuo sano siendo 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 uL. El amplicon obtenido
fue de unas 200pb.

Los cebadores utilizados para ATM en la amplificacion cubrian los exénes 23 y 24 y

flanqueaban el intron 23:

Forward: 5° TGTTCCAGGACACGAAGGGAGA 3'
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Reverse: 5° CAGGGTTCTCAGCACTATGGGA 3'
Para la B-actina

Forward: 5 AGCCTCGCCTTTGCCGATCC 3'
Reverse: 5 ACATGCCGGAGCCGTTGTCG3'

Las condiciones de la Q-PCR fueron 1X(50°C, 27); 1X(95°C, 10°);
40X(95°C,15" "/60°C,1").

9. Ensayo de clonogenicidad inducida por radiacion.

El ensayo de clonogenicidad o CSA (Colony Survival Assay) es un método
modificado del descrito por Yong K. Huo (Huo et al., 1994), cuya principal
diferencia es la utilizacion de linfocitos T aloestimulados y no lineas de linfocitos B

inmortalizadas con el virus de Epstein Barr.

Primeramente se determind la tasa de crecimiento de las lineas celulares, para lo
que se utilizaron células en el segundo dia posterior a la aloestimulacion (éstas
células se encontraban en plena proliferacion celular, asi, la parada de crecimiento
s6lo se daria por la radiacion y no por el estado de reposo). El experimento se
realizd en placa de 96 pocillos con diluciones de 100-2000 células por mililitro de
cultivo, siendo la concentracion elegida fue aquella en la cual las colonias formadas

pudieron ser observadas sin dificultad, y que resultd ser de 750 células/mL.

El experimento se realizd con 100ul a la concentracion de 750 células/mL en placa
de 96 pocillos, por cada linea se utilizaron dos placas, una como control y otra
irradiada a la dosis de 1Gy. Una vez irradiadas las placas fueron mantenidas en
cultivo entre 9-12 dias, el dia de la lectura se afiadid 100ul de MTT (Sigma Aldrich)
a la concentracién de 1mg/mL y se incubd al menos una hora para facilitar la
observacién de las colonias. Los pocillos que fueron considerados como positivos

fueron aquellos cuyas colonias estaban constituidas como minimo por 32 células y
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tuvieran un color violaceo, sefial de la viabilidad celular. Fueron observados 48

pocillos por linea.

Para calcular la fraccidon superviviente (SF, survival fraction), se utilizd la siguiente

formula:
SF= [CFE;/ CFE.]x100
CFE=-I,F/W

CFE: es la eficiencia de formaciéon de colonias (Colony forming efficiency CFE;
irradiadas, CFE. control), F es el niUmero de pocillos negativos y W es el niUmero

de células sembradas.

Se utilizd la siguiente escala de radiosensibilidad (Sun et al., 2002).
Normales: >36% de SF

Intermedios: entre 36-21%

Radiosensibles: <21% de SF

10. Secuenciacion del gen de ATM de pacientes A-T mediante

secuenciacion masiva.

Un volumen de 2.5 ml de sangre total obtenida de los pacientes con A-T fue
preservada a -80°C en tubos de 15mL hasta su procesamiento en el “Centro Pfizer
- Universidad de Granada - Junta de Andalucia de Gendmica e Investigacion
Oncoldgica. Genyo” (Granada). La obtencion de ADN gendmico se realizd por los
siguientes métodos: QIAamp DNA Mini and Blood Mini (QIAGEN/QIACUBE) y
QIAamp Blood and Tissue Kit (QIAGEN) (Hilden-Germany).
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La secuenciacion masiva se realizo con el instrumento SOLID ( Applied Biosystems)

y su fundamento es el siguiente:

El ADN gendmico completo se fragmentd y mediante ligacion se le afadieron
secuencias adaptadoras a los extremos, del cual se seleccionaron los fragmentos
que codifican nuestra zona de interés (lo que se conoce como Targeted
Resequencing). Los fragmentos de ADN seleccionados se amplificaron mediante
una PCR en emulsidén, cada una de las micelas formadas en la emulsion fue

utilizada como una entidad a secuenciar.

Tras liberar los productos de la PCR de la emulsidon se realizd la secuenciacion.
Durante ciclos sucesivos se fueron marcando los fragmentos con fluorocromos,
alternando ciclos de terminacién reversible ciclica CRT (cyclic reversible
termination). La reaccion CRT utiliza terminadores reversibles para incorporar
nucledtidos marcados fluorescentemente, que a continuacién son «fotografiados»
en la toma de imagenes y posteriormente son procesados. En cada uno de los

ciclos, tras haber marcado las bases, se realizd la toma de imagenes (imaging).

Las secuencias cortas producidas por el instrumento a partir de los extremos del
ADN con los adaptadores se denominan lecturas o reads. Se generan lecturas a
partir de cada uno de los extremos de un fragmento de ADN (el inserto), dando

lugar a lecturas apareadas.

La genoteca o libreria generada en este caso recibe el nombre de paired endy que
en nuestro caso las lecturas pareadas fueron de 75pb en direccion directa
(forward) y 25pb en sentido inverso (reverse). Estas genotecas se crearon a partir
de fragmentos de ADN que oscilaban entre 250pb y 275pb, estas genotecas llevan
integradas en su zona terminal un adaptador de secuencia conocida, caracteristico
de cada una de las muestras, denominada cddigo de barras que sirve tras su

secuenciacion, para diferenciar qué muestra es cada una de entre las lecturas
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realizadas. Por tanto, finalmente de cada fragmento obtuvimos la lectura de 105pb
(75/25/5).

Para realizar la genoteca los fragmentos de ADN se obtuvieron mediante
sonicacién, que al ser sometidos a una frecuencia de ultrasonidos dirigida produjo
fragmentacién al azar. Posteriormente a la sonicacién, fueron purificados vy
seleccionados los fragmentos que se encontraban en el rango de estudio (250-
275pb).

Previo a la secuenciacion se realizo lo que se denomina secuenciacion dirigida (o
Targeted Reseguencing), que es una seleccion de la zona a secuenciar, en nuestro
caso nuestra zona de interés es el gen ATM. Mediante esta técnica sdlo un gen o
subconjunto de genes o regiones definidas en un genoma se secuenciara,
permitiendo y facilitando el andlisis de los datos. También permite obtener una
cobertura de secuencia mas alta durante una sola ejecucion. Para realizar este
proceso se procedid a un enriquecimiento de la zona gracias a un una técnica
denominada enriquecimiento con un objetivo seleccionado (sure select target
enrichment). Gracias a esta técnica conseguimos que la gran mayoria de las

lecturas obtenidas mapeen con nuestro gen estudiado.
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6. Resultados
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1. Caracterizacion molecular de una cohorte de pacientes con

diagnéstico clinico para Ataxia-Telangiectasia.

Para lograr el primer objetivo, nos propusimos reclutar a una cohorte de pacientes
con diagnostico clinico compatible con Ataxia-Telangiectasia, con el objeto de: (i)
analizar la presencia de ARN mensajero, (ii) detectar la expresion de proteina y
actividad quinasa de la proteina de ATM vy (iii) determinar las mutaciones en el gen

de ATM de cada paciente.

Los pacientes nos fueron remitidos para el estudio desde los distintos puntos de la
geografia espafola gracias a la colaboracion con la AEFAT (Asociacion Espafiola
Familia Ataxia Telangiectasia) y con el apoyo de los distintos centros que se

indican en la Tabla V.

Una vez llegada la sangre del paciente al laboratorio, se procedié a la obtencion de
las células mononucleares por gradiente de densidad para la generacién de lineas
T aloespecificas como hemos indicado en los Materiales y Métodos. En la Figura 8
se observa el nimero de PBMC’s (10%/mL de sangre) de los pacientes y de
controles sanos. La diferencia entre ambos grupos ha sido significativa (p<0.01.
Prueba T).
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Tabla V. Pacientes reclutados para el estudio de A-T.

ATMp1 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp3 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp4 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp5 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp6 Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba
ATMp7 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp8 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp9 Pontevedra

ATMp10 Malaga

ATMp11 Feirrol. La Corufia

ATMp12 Burgos

ATMp13 Burgos

ATMp14 Alicante

ATMp15 Oliva. Valencia

ATMp16 Lalin. Pontevedra

ATMp17 Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona
ATMp18 Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona
ATMp19 Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona
ATMp20 |Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia
ATMp21 |Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia
ATMp22 |Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia
ATMp23 | Hospital Principe de Asturias. Alcala de Henares. Madrid
ATMp24 Vitoria

ATMp25 Madrid

ATMp26 Hospital Virgen de las Nieves. Granada
ATMp27 Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona
ATMp28 Segovia
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Figura 8. Recuento total de células cononucleares de sangre periférica (PBMC ’s) de
controles sanos y pacientes A-T. Las PBMC s se obtuvieron por gradiente de densidad y se
procedid al contaje en cdmara de Nebauer, se expresan los valores en 10°/mlL de sangre total
(p<0.01 Prueba T).

(i) Deteccion de la presencia de ARN mensajero:

Para la deteccion y cuantificacion de mRNA se procedid a su extracciéon mediante
Trizol, tanto de las lineas de los pacientes como las de un control sano (N1). La
Figura 9 muestra los niveles de expresion de mRNA detectada mediante PCR
cuantitativa (Q-PCR) de los pacientes ATMp1 al ATMp28.

Con la utilizacién de los cebadores descritos en Materiales y Métodos podemos
observar que la expresion de mRNA estd muy disminuida en los pacientes
comparandolos con el control sano N1. Sélo se observa una expresion residual en
los pacientes ATMp3, ATMp4, ATMp5 y ATMp13. Los niveles observados en el

paciente ATMp1 representan alrededor del 25% de los niveles normales (Figura 9).
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Figura 9. Expresion de mRNA de ATM mediante Q-PCR en lineas de pacientes y de control sano
(NV1). Los valores obtenidos para las lineas de pacientes estan calculados con respecto al control. El
incremento esta en relacion a V1.

(il Analisis de la expresion de la proteina ATM y de su

actividad quinasa.

Como habiamos mencionado en la Introduccion, una prueba de laboratorio
confirmatoria de la enfermedad es la deteccion de la proteina ATM por Western
Blot. La proteina ATM puede encontrarse ausente en el 90% de los pacientes con
A-T, mientras en algunos (10%) pueden presentarse trazas y solo el 1% tienen
cantidades normales de proteina pero que carecen de la actividad quinasa. La
actividad quinasa de ATM constituye una prueba importante para evaluar la
funcién la proteina e identificar casos raros de A-T que presentan cantidades
normales de la proteina de ATM (Gatti, 1993). Para lograr una correcta deteccién
de ATM hemos obtenido extractos nucleares de las lineas T aloespedificas, tanto
de los pacientes como del control sano (N1). La Figura 10 muestra los resultados
de expresion de la proteina de ATM de todos los pacientes A-T y del control sano

(N1) tras analisis por Western Blot seguin se detalla en Materiales y Métodos.
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Del analisis por Western Blot pudimos obtener tres patrones de expresion de la
proteina de ATM en los pacientes A-T (Figura 10). Los pacientes ATMp1, ATMp4,
ATMp6, ATMp8, ATMp9, ATMp11, ATMp12, ATMp15, ATMp16, ATMp17, ATMp18,
ATMp19, ATMp21, ATMp22, ATMp23, ATMp24, ATMp25, ATMp26 y ATMp27 no
expresan proteina ATM. Presentan trazas los pacientes ATMp3, ATMp7, ATMp10,
ATMp13, ATMp14 y ATMp20, mientras que en los pacientes ATMp5 y ATMp28 los

niveles de ATM dedectada en lisados nucleares es significativa (Tabla VI).
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Figura 10. Andlisis por Western Blot de la expresion de la proteina de ATM en células T
aloespecificas de pacientes A-T. La expresion de ATM fue analizada por Western Blot en extractos
nucleares de proteinas (35ug) transferidos a membranas que fueron hibridadas con el anticuerpo
monoclonal anti-ATM y anti-PARP como control de carga.
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Para determinar la actividad quinasa de la proteina de ATM en aquellas lineas que
presentaban, al menos trazas de la misma, se procedid a la irradiacion de las
células T aloespecificas de los pacientes y control sano con las dosis de 1y 5 Gy.
Una hora después de la irradiacion (tiempo Optimo de fosforilacion de las

proteinas), se procedid a la extraccion de las proteinas nucleares.

Como se puede observar en las figuras 11 y 12, hay una clara fosforilacion de la
proteina de ATM (ATMpS1981) en el control N1 posterior a la irradiacion, sin
embargo no ocurre asi en ninguna de las lineas de los pacientes. Como
consecuencia de la activacion de ATM por irradiacion se asocian ademas la
fosforilacion de sus sustratos (NBS1, p53 y H2AX) en la linea N1. La fosforilacion
de NBS1 (NBS1pS343) se presenta en la Figura 10, y la fosforilacion de p53 y su

acumulacion en las figuras 11 y 12.

La fosforilacion de H2AX seguida de la radiacion es mediada redundantemente por
miembros de la familia PIKK (ATM y DNA-PK) (Wang et al., 2005), en las figuras
11 y 12 podemos observar los efectos de la radiacion en las distintas lineas
celulares, solo en la linea ATMp14 (Figura 11) se aprecia un defecto en la

deteccion de la forma fosforilada de H2AX.
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N1 N1 N1 ATMP3 ATMP3 ATMP3 ATMP14 ATMP14 ATMP14
GYO0 GY1 GY5 GY0 GY1 GY5 GYO0 GY1 GY5

ATMpS1981 370kda
pNBS1 95 kDa

NBS1 95kDa

yH2AX 17kDa
p53pS15 53kDa

P53 53kDa

Figura 11. Actividad quinasa de ATM posterior a la irradiacion celular. Las lineas T aloespecificas
de los pacientes ATMp3 y ATMp14 y del control sano N1 fueron irradiadas con dosis de 1 y 5 Gy. Se
observa fosforilacion en la proteina de ATM (ATMp1981) y de sus sustratos directos NBS1pS343 y
P53pS15 en el control sano, no asi en las lineas de los pacientes ATMp3 y ATMp14.

N1 N1 N1 ATMp5  ATMp5 ATMp5
GY0 GY1 GY5 GY0 GY1 GY5

& ATMpS1981 370kDa

<& NBS1 95 kDa

P53 53kDa

é._._

Figura 12. Actividad quinasa posterior a la irradiacion de las lineas ATMp5 y N1. Las lineas T
aloespecificas del paciente ATMp5 y del control sano N1 fueron irradiadas con dosis de 1 y 5 Gy. Se
observa fosforilacion en la proteina de ATM (ATMp1981) y de su sustrato p53pS15 en el control
sano, no asi en el paciente.
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Tabla VI. Resumen de la presencia de proteina de ATM en los pacientes

A-T y actividad quinasa.

Presencia de la proteina de ATM y actividad quinsa.
Linea’ ::_‘ﬁ;’;;';: Actividad quinasa
aloespecifica (densitometria) (ATMpS1981)
control N1 1,120 Positivo
ATMP1 0,027 ND
ATMP3 0,040 Negativo
ATMP4 0,090 ND
ATMP5 0,700 Negativo
ATMP6 0,015 ND
ATMP?7 0,040 Negativo
ATMPS 0,010 ND
ATMP9 0,060 ND
ATMP10 0,200 Negativo
ATMP11 0,040 ND
ATMP12 0,002 ND
ATMP13 0,090 Negativo
ATMP14 0,460 Negativo
ATMP15 0,017 ND
ATMP16 0,000 ND
ATMP17 0,000 ND
ATMP18 0,000 ND
ATMP19 0,000 ND
ATMP20 0,016 Negativo
ATMP21 0,004 ND
ATMP22 0,006 ND
ATMP23 0,008 ND
ATMP24 0,010 ND
ATMP25 0,030 ND
ATMP26 0,008 ND
ATMP27 0,007 ND
ATMP28 0,400 Negativo

ND: No Determinado
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(iii) Analisis molecular del gen ATM en la cohorte de pacientes.

Con el objeto de determinar las mutaciones en el gen A7M en la cohorte de
pacientes, nos propusimos realizar mediante secuenciacion masiva con la
tecnologia SOLID (Applied Biosystems) el analisis del gen ATM. Para ello se
preservd la sangre total (2.5-3mL) de los pacientes a -80°C hasta su
procesamiento en el “Centro Pfizer-Universidad de Granada-Junta de Andalucia de

Genomica e Investigacion Oncoldgica” (GENYO).

El mapeo se ha realizado sobre el genoma 19, y la prediccion de los efectos de las

variantes encontradas se realizd con las herramientas de Ensemble

(http://www.ensembl.org) y SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/index.html). Para
saber si la variante encontrada era conocida o estaba aun sin describir, hemos
buscado su numero de identificacion “rs” (dbSNP Short Genetic Variation) y/o un
numero de identificacion HGMD (The Human Gene Mutation Database (HGMD®)
representa una tentativa de cotejar las mutaciones genéticas responsables de las
enfermedades humanas hereditarias que son conocidas y publicadas). También
hemos consultado las siguientes base de datos: MUTADATABASE y LOVD (Leiden

Open Variation Database).

Para conocer la zona de la proteina afectada y si la variante encontrada estaba
dentro de las “variantes naturales” hemos consultado la pagina de UniProt
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q13315).

Las mutaciones en el gen de ATM encontradas, tanto las nuevas como las
desconocidas, se encuentran en la Tabla VIII. De las 27 mutaciones que hemos
identificado solo una fue debida a mutacidon en un intrén (intrén 63) y la mayoria
han sido a causa de deleciones (37%; 10/27), seguidas de mutaciones sin sentido
(26%,; 7/27) y mutaciones con cambio de sentido (22%; 6/27). Las menos
comunes fueron las mutaciones que afectan a la zona donacidn-aceptacion intron-

exon (7.5%; 2/27) asi como las mutaciones sindnimas (7.5%; 2/27). De las estas
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27 mutaciones, hemos identificado 11 nuevas que no se encuentran en las bases
de datos antes citadas (Tabla XI)

Ademas de las mutaciones que causan dafio en la proteina de ATM, hemos
encontrado 8 “variantes naturales” descritas en la pagina de UniProt (Tabla IX), de

las cuales solo dos se encontraban en intrones.

El paciente ATMpl (Granada) presenta una deleciébn patogénica de un
nucledtido(G/-) en heterocigosis en el exén 26 (c.3801delG). Esta variante puede
ocasionar una proteina truncada, y el dafo se presentaria en la proteina en la
posicion 1267. Presenta ademas una delecion patogénica de dos nucledtidos (TG/-
) en heterocigosis en el exdn 62, la cual podria también generar una proteina

truncada, el dafio en la proteina se presentaria en la posicion 2978-2979.

El paciente ATMp3 (Granada) presenta la misma delecién patogénica que ATMp1
en el exdn 26 en heterocigosis. Presenta en el otro alelo una delecién patogénica
de cinco nucledtidos (ATAAG/-) en el exdn 56, que predice una proteina truncada.
El dafio ocurriria en la posicion 2755-2756 de la proteina y esta mutacion ha sido
descrita como haplotipos fundadores en los costarricenses, (Stankovic et al.,
1998a). También presenta un polimorfismo en el intrén 54 (c.8010+186C>T) y
otro en el 61 (c.8851-973A>C), ambos en heterocigosis y estan descritos como

asociado al cancer de pulmdn de células no microciticas (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp4 (Granada) presenta una delecidon patogénica en homocigosis de
28 nucledtidos (c.9007_9034delAACAAAGTAGCTGAACGTGTCTTAATGA) en el exdn
63. Esta mutacion predice una proteina truncada por cambio en el marco de
lectura. El dafio en la proteina afecta la posicion 3003-3012 (entre la region PI3Kc
y FATC). Esta mutacion ha sido descrita antes en un paciente espafiol por Garcia

Pérez et al (Garcia-Perez et al., 2001).
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El paciente ATMp5 (Granada) presenta una delecidon patogénica en heterocigosis
de dos nucleédtidos (c.8278_8279delCT) en el exdn 57. Esta mutacion predice una
proteina truncada por cambio en el marco de lectura, afectando el residuo en la
posicion 2760. Presenta ademas en el otro alelo una mutacidon sin sentido en
heterocigosis en el exén 7 (¢.802C>T) en la cual se introduce un codon de parada.
Esta mutacion afecta al amino acido en la posicion 268 y ha sido descrita por S.
Teraoka (Teraoka et al., 1999). También presenta un polimorfismo en el intrén 54
(c.8010+186C>T) y otro en el 61 (c.8851-973A>C), ambos en homocigosis y
estan descritos como asociado al cancer de pulmén de células no microciticas
(Yang et al., 2007).

El paciente ATMp6 (Malaga), presenta una mutacion sin sentido en el exén 14 en
heterocigosis que introduce un coddn de parada en la posicion 747 (en lugar de
una Glutamina). En el otro alelo presenta una mutacién con cambio de sentido en
heterocigosis en el exén 58 (c.8500T>C), que introduce en la proteina una
Leucina en vez de una Fenilalanina en la posicion 2834, que afecta por tanto el
dominio catalitico PI3Kc (Fosfo inositol 3kinasa). Este paciente, ademas, presenta
un polimorfismo en el exdn 9 (c.1229T>C) donde se sustituye una Valina por una
Alanina en la posicién 410 asociado a telangiectasia ocular (Greenman et al.,
2007).

Los pacientes ATMp7 (Granada) y ATMp8 (Granada) al igual que el paciente
ATMp4, presentan una delecidn patogénica en el exdn 63 en homocigosis
(c.9007_9034delAACAAAGTAGCTGAACGTGTCTTAATGA). Esta mutacion causaria
dano a la proteina en la posicion 3003-3012 (entre la regién PI3Kc y FATC) y
produciria una proteina truncada. El paciente ATMp7 presenta ademas un
polimorfismo o variante natural en homocigosis en el exén 37 ( ¢.5557G>A), que
introduce una Asparagina en vez de un acido Aspartico (p.Asp1853Asn) y que se

encuentra asociada con el cancer de mama bilateral (Heikkinen et al., 2005).
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El paciente ATMp9 (Pontevedra) presenta una delecion de cuatro nucledtidos
(c.8874_8877delTGAC) en homocigosis en el exdn 62. Esta mutacion desplaza el
marco de lectura y produciria una proteina truncada cercana a la posicion 2958-
2959. También presenta un polimorfismo en el intrén 54 (c.8010+186C>T) y otro
en el 61 (c.8851-973A>C), ambos en heterocigosis, y que has sido descritos como

asociados al cancer de pulmon de células no microciticas (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp10 (Malaga) presenta una delecidon patogénica de un nucledtido
en el exdn 6 (c.634delT) en heterocigosis. Esta mutacidn cambia el marco de
lectura y produciria una proteina truncada afectando a la posicién 212 de la
proteina. También presenta una mutacion sin sentido en heterocigosis en el exén 7
cambiando una Glutamina por un codon de parada, lo cual ocasionaria la
produccion de una proteina trunacada (Buzin et al., 2003; Teraoka et al., 1999).
Admas, este paciente presenta un polimorfismo en el intrén 54 (c.8010+186C>T)
y otro en el 61 (c.8851-973A>C), ambos en heterocigosis, y que estan descritos

como asociados al cancer de pulmoén de células no microciticas (Yang et al., 2007).

El paciente 11 (Feirrol. Pontevedra) presenta una mutacién sin sentido en
homocigosis en el exén 19 (c.2908G>T), esto produce un coddn de parada

(p.Glu968X). Esta mutacién aun no ha sido descrita.

Los pacientes ATMp12 y ATMp13 (Burgos) son hermanos y presentan una delecion
en heterocigosis de dos nucledtidos (c.1211_1212delAG). Esta mutaicon produce
una variante en el marco de lectura y la produccién de una proteina truncada. No
hemos podido detectar la segunda mutacidon patogénica en el alelo 2. Presentan
ademas cuatro polimorfismos: dos en exones y dos en intrones. Los polimorfismos
en exones estan ambos en heterocigosis tanto en el exén 17 (c.2572T>C) como en
el exén 22 (c.3161C>G) y estan asosicados al cancer de mamas (Buzin et al.,
2003). Los dos polimorfismos en intrones son los antes descritos (intrones 54 y61),

se encuentran también en heterocigosis (Yang et al., 2007) .
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El paciente ATMp14 (Alicante. Valencia) presenta una mutacién sin sentido en un
alelo y otra con cambio de sentido en el segundo. La primera mutacién se
encuentra en el exén 7 (heterocigosis) y es la antes descrita en el paciente ATMp5
y ATMp10 (c.802C>T) (Buzin et al., 2003). La segunda mutacién esta en
heterocigosis y se encuentra en el exén 43 (c.6203T>C), esta mutacion cambia
una Leucina por una Serina correspondiente al dominio FAT de la proteina (Anheim
et al., 2010). Presenta ademas dos polimorfismos en intrones, ambos en

homocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp15 (Oliva, Valencia) presenta una mutacion con cambio de
sentido en heterocigosis en el exén 53 (c.7879T>C). Esta mutacion introduce una
Histidina en vez de una Tirosina siendo dafiina para la proteina (Jacquemin et al.,
2012). Presenta en el otro alelo una delecion de cinco nucledtidos
(c.8264_8268delATAAG) en heterocigosis, que es la misma encontrada en el
paciente ATMp3. Presenta ademas dos polimorfismos en intrones, ambos en

heterocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al., 2007).

En el paciente ATMp16 (Lalin, Pontevedra) hemos encontrado una mutacion en la
region de aceptacion y empalme (intrén 63) (c.8988-1G>C) en heterocigosis. Esta
mutacidon ocasiona una variante en el marco de lectura y origina una proteina
truncada (Teraoka et al., 1999). No hemos podido conocer la segunda mutacion
patogénica. Presenta ademas dos polimorfismos en intrones, ambos en

homocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al., 2007).

Los pacientes ATMp17, ATMp18 y ATMp19 (Terrasa, Barcelona) son hermanos,
presentan una delecion en  heterocigosis de cinco  nucledtidos
(c.3705_3709delTTTTA) en el exon 25. Esta mutacién ocasiona un cambio en el
marco de lectura y origina una proteina truncada, el dafio en la proteina ocurriria
en la posicién 1235-1237, esta mutacion aun no ha sido descrita. No hemos podido

conocer la segunda mutacion patogénica.
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El paciente ATMp20 (Murcia) presenta dos mutaciones sin sentido, ambas en
heterocigosis. La primera mutacion se encuentra en el exon 35 (c.5188C>T) y se
reemplaza una Arginina por un coddn de parada (p.Arg1730X) (Castellvi-Bel et al.,
1999). La segunda mutacién se encuentra en exén 37, en esta mutacion se
reemplaza otra Arginina por un coddn de parada (p.Arg1882X) (Buzin et al., 2003).
Presenta ademas dos polimorfismos en intrones, ambos en heterocigosis (intrones
54 y61) (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp21(Murcia) presenta en el primer alelo una mutacién sin sentido
en heterocigosis en el exén 35, que es igual a la que porta el paciente ATMp20. No
hemos podido identificar la segunda mutacidon patogénica. Presenta ademas un
polimorfismo en el exdn 8 (c.967A>G), en donde se reemplaza una Isoleucina por
una Valina (p.Ile323Val) (Li and Swift, 2000), y dos polimorfismos mas en intrones,

ambos en homocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp22 presenta una mutacion en la regién donacién-aceptacion, ésta
se encuentra en homocigosis en el exdn 24 (c.3576G>A) y resulta en la produccién
de un transcripto sin el exon 24, no altera el marco de lectura para la proteina,
pero si resultaria en una proteina mas corta (Gilad et al., 1996; Teraoka et al.,
1999). También presenta un polimorfismo en homocigosis en el exdon 22
(c.3161C>G) (Vorechovsky et al., 1996).

El paciente ATMP23 (Alcald de Henares, Madrid) presenta una delecion en
heterocigosis en el exdn 6 (c.634delT) igual a la descrita en el paciente ATMP10.
En el otro alelo presenta una mutacién que adn no ha sido descrita con cambio de
sentido en el exdn 21 (¢.3137T>C).

El paciente ATMp24, aunque proviene de Vitoria (PV) su padres son originarios de
Jaén, presenta una deleciébn patogénica en el exdon 34 en heterocigosis
(¢.5020delT) que produce un cambio en el marco de lectura y como producto una

proteina truncada. En el segundo alelo presenta una mutacidn sin sentido en el
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exon 62 en heterocigosis (c.8977C>T) que introduce un coddn de parada en vez de
una Arginina (p.Arg2993X). Esta modificacién ocurre entre la region PI3Kc y la
region FATC (Vorechovsky et al., 1996). Presenta ademas un polimorfismo en
heterocigosis en el exén 37 (c.5557G>A) (Heikkinen et al., 2005) y dos
polimorfismos en intrones, ambos en heterocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al.,
2007).

El paciente ATMp25 (Madrid) presenta una mutacidon en heterocigosis con cambio
de sentido en el exén 41 (c.6067G>A. Este cambio introduce una Arginina en vez
de una Glicina (p.Gly2023Arg) (Paglia et al., 2010) en la regidon FAT. En el otro
alelo presenta una delecion patogénica en el exén 57 (c.8278_8279delCT) que
produce un cambio en el marco de lectura y como producto una proteina truncada.
Esta mutacion aln no ha sido descrita. Presenta ademas dos polimorfismos en

intrones, ambos en heterocigosis (intrones 54 y61) (Yang et al., 2007).

El paciente ATMp26 presenta en ambos alelos mutaciones en el exén 63, en el
primer alelo se encuentra una delecion en heterocigosis, ésta ha sido descrita en
los pacientes ATMp4, ATMp7 y ATMp8
(c.9007_9034delAACAAAGTAGCTGAACGTGTCTTAATGA). La otra mutacion se
encuentra en el exdn 63 y es una con cambio de sentido (c.9007A>G) e introduce
un Acido Aspartico en vez de una Arginina (p.Asn3003Asp) entre la regidon PI3Kc y
FATC. Presenta ademas el polimorfismo ¢.5557G>A en homocigosis (Heikkinen et
al., 2005).

El paciente ATMp27 aunque proviene de Barcelona, es de origen andaluz de raza
gitana, presenta una delecion en homocigosis descrita en los pacientes ATMp4,
ATMp7, ATMp8 y ATMp26 (c.9007_9034delAACAAAGTAGCTGAACGTGTCTTAATGA)
(Garcia-Perez et al.,, 2001). Presenta ademas el polimorfismo ¢.5557G>A en

homocigosis (Heikkinen et al., 2005).
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El paciente ATMp28 presenta una mutacién en homocigosis en el exdn 45
€.6238T>G, lo que produciria un cambio de amino acido en el dominio FAT, donde
se introduce un acido Aspartico en vez de una Tyrosina (p.Tyr2079Asp) (el estudio
molecular de este paciente se realizd en el laboratorio de Inmunologia del Hospital

Universitario La Paz).

Todos los pacientes de la cohorte, es decir, del ATMp1 al ATMp27 presentan el
polimorfismo en el exdn 40 c.5948A>G. Esta mutacidn introduce una Serina en vez
de una Asparagina (p.Asn1983Ser). Este polimorfismo tiene la prediccion de ser
“tolerable” y “benigno” segun los predictores de efectos en la proteina SIFT vy

PolyPhen respectivamente.

Tabla VII. Apellidos codificados de los pacientes con A-T seguidos en el

Hospital Universitario “Virgen de las Nieves” y sus progenitores.

ATMp1 1.2 1.3 2.4
ATMp3 5.6 5.7 6.8
ATMp4 3.9 3.3 9.3
ATMp5 10.7 10.4 7.3
ATMp7 12.13 12.12 13.5
ATMp8 12.14 12.15 14.12
ATMp26 16.9 16.16 9.17
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Tabla VIII. Mutaciones en el gen de A7M identificadas en los pacientes

con A-T

Variante marco

. " _ _ _ ATMp10(He)(Ma) _
Ex6n 6 Delecion c.634delT de lectura/Prot. ATMp23(He)(M)
Truncada.
Variante ATMp17 (He) (B)
EX6n 6 dntnime C.609C>T | rs144709948 - p.Asp203=/ p.D203= ATMp18 (He) (B)
ATMp19 (He)(B)
Codén de parada/ ATMp5(He)(GR) | Teraoka, Sh
Ex6n 7 Sin sentido |  ¢.802C>T - cm3oise |, Trusca da p.GIN268X/Q268X ATMp10(He)(Ma) | (1999), Buzin
: ATMp14(He)(V) (2003)
Variante marco . .
. ” c.1211_1212del _ _ Variacién en la proteina ATMp12(He)(Bu) _
Bxén9 Delecién G de lectura/Prot. | 4o s e posicién 404 ATMp13(He)(Bu)
Truncada.
. Variante _ _
Exén 10 cindmimo | C1259A>G | rs4987943 - p.GIn418=/p.Q148= ATMp6(He)(Ma)

. . N Dafio debido a
Exon 14 Sin sentido €.2239C>T - - codén de parada. p.GIn747X/Q747X ATMp6(He)(Ma)

. . N Dafio debido a
Exén 19 Sin sentido | ¢.2908G>T - - codén de parada. P.GIu968X/E968X ATMp11(Ho)(Ga)

. Cambio de Variante marco
Ex6n 21 entido €3137T>C - - o loctura | P-Leu1046Pro/ L1046P ATMp23(He)(M) -
Variante en .
Exén 24
Exén 24 lazona | 3576650 - 5961477 | omitidofProt, |P-Sert135-Lysi192dels ATMp22(Ho)(Mu) | Gilad (1996)
Aceptacion- 8
i Truncada.
donacién
Variante marco . . ATMp17(He) (B)
Exén 25 Delecion C'37°5—37£9de' - - de lectura/Prot. VZZ?Z'S” oes’:c'f; proena ATMp18(He)(B) -
Truncada. P ATMp19(He)(B)
Dafio debido a - .
Exdn 26 Delecion €.3801delG - - cambio en el Variacion en I_a' proteina ATMp1(He)(Gr)
desde posicion 1267 ATMp3 (He)(Gr)
marco de lectura.
Variante marco Variacién en la proteina
Exodn 34 Delecién €.5020delT - - de lectura/Prot. 11ap ATMp24(He)(V). -
desde posicion 1674
Truncada.
. . N Dafio debido a ATMp21(He)(Mu) | Castellvi-Bel,
Exén 35 Sin sentido c.5188C>T CM990211 codén de parada. p.Arg1730X/R1730X ATMp20(He)(Mu) S (1999)
Ex6n37 | Sinsentido | c.5644C>T - CMo3o1o3 | Dafiodebidoa | o aeo/R1882X ATMp20(He)(Mu). | BuZn CH

coddn de parada. (2003)

*He: Heterocigota, Ho: Homocigota
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Tabla VIII (cont). Mutaciones en el gen de A7M identificadas en los

pacientes con A-T

. Cambio de Paglia L
Exoén 41 sentido c.6067G>A | rs11212587 | CM092585 p.Gly2023Arg/G2023R FAT ATMp25(He)(M) (2009)

. Cambio de - Anheim M
Exon 43 sentido €.6203T>C - CM102245 Dafiina p.Leu2068Ser/L2068S FAT ATMp14(He)(V) (2003)
Ex6n 45 CaS;":t'i‘;:e C.6238T>G ? - Dafiina p.Tyr2079Asp/ Y2079D |  FAT | ATMp28(Ho) (Se) ?
Exonss | CmPlode | georsc - CM121259 Daiiina Tyr2627His/Y2627H ATMp15(He)(v) | J2cauemin, V

sentido : Py P (2012)
Ex6n 56 Delecién c.8264_8268del R B Dczr:r?b?:belgoela Variacion en la proteina ATMp3(He)(Gr) Stankovic
ATAAG desde posicion 2755 ATMp15 (He)(V) (1998)
marco de lectura.
Variante marco A .
. i €.8278_8279del R B Variacion en la proteina ATMp5 (He) (Gr)
Exén 57 Delecién cr de lectura/Prot. desde posicion 2759 ATMp25 (He) (M)
Truncada.
PI3Kc:Fosfo
Cambio de inositol
Exon 58 sentido c.8500T>C - - Dafiina p.Phe2834Leu/F2834L | 3kinasa, ATMp6(He)(Ma) -
dominio
catalitico
Dafio debido a o .
Exdn 62 Delecién €.8934_8935del - cambio en el Variacion en I'a' proteina ATMp1(He)(Gr)
TG desde posicién 2978
marco de lectura.
Variante marco

. o |c.8874_8877del B B MUTA

Exon 62 Delecién TGAC de lectura/Prot. |p.Asp2959GlyfsSTOP3 ATMp9(He)(Ga) DATABASE
Truncada.
Entre la

. . . R Pérdida del codon region Vorechovsky I

Exo6n 62 Sin sentido c.8977C>T CM960113 de parada p.Arg2993X/R2993X PI3Kc y ATMp24(He)(V) (1996)
FATC.
€.9007_9034del Entre la ’:\TTT,I‘;‘;((:;’))((S:))
. ” AACAAAGTAGC . region Garcia Pérez,
Exdn 63 Delecién TGAACGTGTCT Dafiina p.3003_3012del9 PI3Kcy ATMp8 (Ho)(Gr) MA (2001)
TAATGA FATC ATMp26(He)(Gr)
. ATMp27 (Ho)(B)
Entre la
. Cambio de B region
Exo6n 63 sentido c.9007A>G rs1137889 p.Asn3003Asp/N3003D PI3Kc y ATMPp26(He)(Gr)
FATC.
Variante Variante marco Teraoka, Sh
Intrén 63 aceptor de | c.8988-1G>C - CS991314 | de lectura/Prot. ATMp16 (He)(Ga) (1999’)
empalme Truncada. :

*He: Heterocigota, Ho: Homoci

gota
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Tabla IX. Variantes naturales del Gen A7M identificadas en la cohorte de

pacientes con A-T.

. Ataxia-
Exén 8 sznbt'l‘(’j:e C.967A>G - CM000651 | Telangiectasi|  p.Ile323Val/1323V ATMp21 (He) Li, A (2000).
a
Exong | C@mbiode | 1ro9rsc | rss6128736 | cMo3s782 | Telangiectasi [ a1 0ala/v410A ATMp6 (He) Greenman, Ch
sentido a ocular (2007)
. Asociado a
Bxén1y | C@MPOde ] ooorac | rs1800056 | CM061641 | cancer do p.PheBSBLeu/FBS8L | ATMp12 (He) ATMp13(He)| Vorechovskyl
sentido (1996)
. Asociado a
. Cambio de A ATMp12(He) ATMp13(He) | Vorechovsky,I
Exén 22 rontido | ©3161C>G | rs1800057 | CM973365 canr:;;rade p.Pro1054Arg/P1054R ATMP22(Ho) (199%)
. Asociado a L
. Cambio de A ATMp7(Ho) ATMp24(He) | Heikkinen, K
Exon 37 sentido c.5557G>A | rs1801516, | CM077896 car:;:ade p.Asp1853Asn/ D1853N ATMP26(Ho) ATMP27(Ho) (2005)
Exdn 40 Cas':nt’tii“’j:e C.5948A>G | rs659243 - - p.Asn1983Ser/p.N1983S ATMp1 al ATMp27 -
ATMp3(He) ATMp5(Ho)
Asociado al ATMp9(He) ATMp10(He)
. cancer de ATMp12(He) ATMp13(He)
Intrén 54 Va:?t:ct,i del %‘8010”860 rs227060 | CS077841 | pulmén de - ATMp14(Ho) ATMp15(He) | Yang (2007)
: células no ATMp16(Ho) ATMp20(He)
microciticas ATMp21(Ho) ATMp24(He)
ATMp25(He)
ATMp3(He) ATMp5(Ho)
Asociado al ATMp9(He) ATMp10(He)
. B cancer de ATMp12(He) ATMp13(He)
Intrén 61 Va::’t':;i del ;%iisjc rs170548 | CS077842 | pulmén de - ATMp14(Ho) ATMp15(He) | Yang (2007)
' células no ATMp16(Ho) ATMp20(He)
microciticas ATMp21(Ho) ATMp24(He)
ATMp25(Ho)
*He: Heterocigota, Ho: Homocigota
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Tabla X. Mutaciones, procedencia, expresion de proteina y

radiosensibilidad de los pacientes con A-T

ATMp1 | Granada 26 |c3sotdels| 62 |S88B| ajcente | Intermedio
5delTG
c.8264_826 . "
ATMp3 Granada 26 c.3801delG 56 8delATAAG Trazas Radiosensible
€.9007_903 €.9007_903
4delAACAAA| 4delAACAAA|
ATMp4 Granada 63 GTAGCTGA 63 GTAGCTGA | Ausente Radiosensible
ACGTGTCTT| ACGTGTCTT]
AATGA AATGA
ATMp5 Granada 7 c.802C>T 57 €.8278 827 Presencia Radiosensible
9delCT
€.9007_903 €.9007_903
4delAACAAA| 4delAACAAA|
ATMp7 Granada 63 GTAGCTGA 63 GTAGCTGA | Trazas Intermedio
ACGTGTCTT| ACGTGTCTT]|
AATGA AATGA
€.9007_903 €.9007_903
4delAACAAA 4delAACAAA
ATMp8 Granada 63 GTAGCTGA 63 GTAGCTGA | Ausente Radiosensible
ACGTGTCTT| ACGTGTCTT]
AATGA AATGA
€.9007_903
4delAACAAA|
ATMp26 Granada 63 ¢.9007A>G 63 GTAGCTGA | Ausente Intermedio
ACGTGTCTT]|
AATGA
ATMp24 Jaén 34 ¢.5020delT 62 c.8977C>T | Ausente ND
ATMp6 Mélaga 14 €.2239C>T 58 c.8500T>C | Ausente Intermedio
ATMp10 Malaga 6 c.634delT 7 €.802C>T Trazas Radiosensible
ATMp20 Murcia 35 c.5188C>T 37 c.5644C>T Trazas Radiosensible
ATMp21 Murcia 35 c.5188C>T Desconocido Ausente ND
ATMp22 Murcia 24 c.3576G>A 24 c.3576G>A| Ausente Radiosensible
ATMp23 Madrid 6 c.634delT 21 c.3137T>C| Ausente Intermedio
N c.8278_827
ATMp25 Madrid 41 €.6067G>A 57 9delCT Ausente ND
ATMp28 Segovia 45 c.6238T>G 45 €.6238T>G | Presencia ND
€.3705_370 : "
ATMp17 Barcelona 25 odel A Desconocido Ausente Intermedio
¢.3705_370 N . .
ATMp18 Barcelona 25 9delTTITA Desconocido Ausente Radiosensible
¢.3705_370 : . .
ATMp19 | Barcelona 25 odel A Desconocido Ausente Radiosensible
€.9007_903 €.9007_903
4delAACAAA 4delAACAAA
ATMp27 Barcelona 63 GTAGCTGA 63 GTAGCTGA | Ausente ND
ACGTGTCTT| ACGTGTCTT]
AATGA AATGA
ATMp14 Valencia 7 c.802C>T 63 €.6203T>C Trazas Intermedio
y €.8264_826 "
ATMp15 Valencia 53 c.7879T>C 56 SdelATAAG Ausente Intermedio
c1211_121 : . .
ATMp12 Burgos 9 24elAG Desconocido Ausente Radiosensible
c1211_121 .
ATMp13 Burgos 9 24elAG Desconocido Trazas Normal
ATMp11 Galicia 19 €.2908G>T 19 €.2908G>T | Ausente Intermedio
. c.8874_887 c.8874_887 "
ATMp9 Galicia 62 7delTGAC 62 7delTGAC Ausente Intermedio
ATMp16 Galicia intron 63 Cligfg Desconocido Ausente Intermedio
ND: No Determinado
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Tabla XI. Nuevas mutaciones identificadas en la cohorte de pacientes

con A-T.

Variante marco
Exon 6 Delecion c.634delT de lectura/Prot. - ATMp10(He)(Ma)
ATMp23(He)(M)
Truncada.
c1211 1212del Variante marco Variacion en la ATMp12(He)(Bu)
Exén 9 Delecién ) G de lectura/Prot. proteina desde ATMp13(He)(Bu)
Truncada. posicion 404 P
Exén 14 | Sinsentido | c2230c>T | Dafiodebidoa | ooy q7a7x | ATMpG(He)(Ma)
. coddn de parada. P: P
Exon 19 | Sinsentido | c.2008G>T | Dafodebidoa | o acaxs Eoesx | ATMp1i(Ho)(Ga)
" codoén de parada. P P
. Cambio de Variante marco p.Leu1046Pro/
Exén 21 sentido c.3137T>C de lectura L1046P ATMp23(He)(M)
Variante marco Variacion en la ATMp17(He) (B)
Exon 25 Delecion c.37(_)|§|:|§|?£9del de lectura/Prot. proteina desde ATMp18(He)(B)
Truncada. posicion 1235 ATMp19(He)(B)
Dafio debido a Variacion en la
Exdn 26 Delecién c.3801delG cambio en el proteina desde :.ml p31 ((:?a))((%rr))
marco de lectura. posicion 1267 P
Variante marco Variacion en la
Exon 34 Delecion ¢.5020delT | de lectura/Prot. proteina desde ATMp24(He)(V).
Truncada. posicion 1674
€.8278 8279del Variante marco Variacion en la ATMpS5 (He) (Gr)
Exon 57 Delecion ) ET de lectura/Prot. proteina desde ATM p25 (He) (M)
Truncada. posicion 2759 P
. Cambio de ~ p.Phe2834Leu/F283
Exon 58 sentido ¢.8500T>C Dafiina 4 ATMp6(He)(Ma)
Dafio debido a Variacion en la
Exo6n 62 Delecién €.8934_8935del cambio en el proteina desde ATMp1(He)(Gr)
TG s
marco de lectura. posicion 2978

*He: Heterocigota, Ho: Homocigota




2. Generacion y caracterizacion funcional de lineas T

aloespecificas procedentes de pacientes con A-T.

Existen numerosos estudios que han intentado evaluar la funcionalidad de las
células de los pacientes con A-T. Para ello se han empleado diferentes tipos
celulares, entre ellos linfocitos inmortalizados con Herpesvirus Saimiri (HVS)
(Rivero-Carmena et al., 2000) o células mononucleares periféricas (Giovannetti et
al., 2002). Por tanto nos propusimos generar lineas T aloespecificas de linfocitos

primarios de los pacientes con A-T.

2.1 Fenotipo de las lineas T aloespecificas.

Con el objeto de establecer el fenotipo de las lineas T aloespecificas derivas de
sangre periférica tanto de pacientes con A-T como de sujetos controles, utilizamos
los siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CD8, CD45R0O y CD45RA que
fueron estudiados mediante citometria de flujo. En la Figura 13 (a) se observa, a
modo ilustrativo, el dot plot de la linea T aloespecifica del control sano N1 que
presenta un gran porcentaje de expresion de CD3/CD4 (99.37%) y CD4/CD45R0
(99.57%), al igual que ocurre con el paciente ATMp8 que presenta el siguiente
perfil: CD3/CD4 (89.61%) y CD4/CD45RO (93.86%). En la Figura 13 (b) se
observa la casi uniformidad en la expresion de los marcadores en las lineas de
pacientes y control N1. La poblacion cultivad, pues, ser redirige hacia células
predominantemente CD3/CD4 y del tipo CD4/CD45R0.
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Figura 13. Fenotipo de las lineas celulares T aloespecificas. Las lineas celulares T aloespecificas de
los pacientes y del control sano N1 expresan casi exclusivamente CD3/CD4 y CD4/CD45R0. a.) Dot
plot de /a linea T aloespecifica del control sano N1 (izq) y del paciente ATMp8 (der). b.) Figura que
representa el fenotipo de las lineas T aloespecificas de los pacientes A-T y control N1. Derecha,
CD3/CD4, y CD3/CD8. Izquierda:CD4/CD45RA y CD4/CD45RO0.

88



Expresion de marcadores de activacion CD69 y CD40-L.

Con el fin de evaluar la capacidad de respuesta de las lineas T aloespecificas con
A-T, evaluamos las expresion de los marcadores de activaciéon CD69 y CD40-L de
las lineas T aloestimuladas de pacientes y de los controles N1 y N12. Para ello, se
realizd la estimulacion con PMA 10ng/mL mas Ionomicina 0.5ug/mL (Sigma
Aldrich) y con perlas estimuladoras CD3/CD28 (Dynabeads) en proporcion 1:1.
Luego de 24 hs se procedid a la tincion de los marcadores de superficie celular
CD69 y CD40-L. A modo ilustrativo en la Figura 14 (a, b, ¢) se muestran los dot
plots de los linfocitos de las lineas tanto del control sano (N1) como del paciente
ATMp4. En el panel superior (a), se observan las células no tratadas con sus
correspondientes isotipos, en el panel b se pueden observar las células tratadas
con PMA/Ionomicina, y en el panel inferior (c), las células tratadas con las perlas
estimuladoras (CD3/CD28). Las células no tratadas (a) presentan expresion basal
de CD69 y CD40-L, y tanto el control (N1) como la linea de paciente muestran una
vigorosa respuesta ante la estimulacidon con PMA/Ionomicina. Sin embargo la
respuesta a CD3/CD28 (c) es mucho mas modesta en ambas lineas. En la Figura
15 podemos observar que si bien la respuesta de los controles N1 y N12 han sido

un poco mayor a las de los pacientes, estos datos no son significativos (p>0.05).
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Figura 14: Expresion de los marcadores de estimulacion CD69 y CD40-L en lineas T aloespecificas
de sujetos controles y pacientes con A-T. Las lineas T aloespecificas fueron tratadas con
PMA/Ionomicina (10ng/mL, 0.5ug/mlL) y con perias estimuladoras CD3/CD28 (1:1) durante 24hs y
tenidas para los marcadores CD69 y CD40-L. A. Expresion basal de CD69 y CD40-L en células no
tratadas (N1 y ATMp4). B. Lineas NI y ATMp4 tratadas con PMA/Ionomicina durante 24hs. C.
Lineas tratadas con perlas estimuladoras CD3/CD28 en proporcion 1:1 durante 24 hs.
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Figural5 Analisis de la expresion de los marcadores de estimulacion de los controles y de los
pacientes. Izq. Expresion de CD69. Der. Expresion de CD40-L. Se puede observar un aumento en
las células tratadas con PMA/IO y CD3/CD28 de los controles con respecto a los pacientes aunque
no han sido significativas (p>0.05).

Analisis del ciclo celular de las lineas T aloespecificas de
pacientes con A-T tras radiacion.

Los puntos de control del ciclo celular son indispensables para la correcta
transmision de la informacidon genética cuando una célula se divide. Si el ADN sufre
dafno es indispensable que el ciclo celular sea temporalmente detenido para
reparar el dafio, y si el dafio no es reparado sobreviene entonces la apoptosis.
Para evaluar los efectos de la irradiacion en las lineas celulares de los pacientes
con A-T, se expuesieron las lineas célulares de pacientes con A-T y controles (N1,
N11y N12) a dosis de 1, 2 y 5 Gy, y se analizd el ciclo celular mediante tinciéon con
Ioduro de Propidio a las 24, 48, 72 y 96 hs posteriores a la irradiacion. En la Figura
16 (A) se muestra la region sub-G1 tomada para el analisis de células apoptdticas
(%). En B se observa la respuesta de las lineas aloespecificas tanto de pacientes
A-T como de los controles a la irradiacion. Si bien a lo largo del tiempo ha habido
diferencias entre los pacientes y los controles, sélo a las 72hs a la dosis de 5Gy el

porcentaje de apoptosis fue significativo (p<0.001).

Continuando con el analisis de los efectos de la radiacion en las lineas celulares,
hemos medido el pico G2 en las células tenidas con Ioduro de Propidio, para lo

cual se definié una region en la que se eliminaron los dupletes y tripletes con el fin
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de evitar falsos aumentos en esta region. En la Figura 17 observamos la region de
linfocitos (izq) y la region G2 (der) consideradas para el analisis. Se puede
observar los efectos de la radiacidon en pacientes A-T y controles (B), a partir de las
48hs se observan diferencias significativas (Prueba T p<0.001) y los valores de
%G2 son maximos alcanzando casi un 20%, a partir de las 72hs estos valores

empiezan a disminuir observandose algunas diferencias significativas entre ambos
grupos (p<0.05).
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Figural6. Andlisis del ciclo celular en lineas celulares de controles y pacientes A-T. Las células T
aloespecificas fueron irradiadas a dosis de 1, 2 y 5 Gy, y fueron tefiidas con Ioduro de Propidio a
las 24, 48, 72 hs posteriores a la irradiacion. A. Region de linfocitos (izq) y sub-G1 (der)
considerados para €l analisis. B. Los resultados de apoptosis de controles (CTR) y pacientes (A-T)
son expresados en porcentaje. (el valor de p estd basado en la prueba t p<0.05 (*), p<0.01(**),

p<0.001(***%), p<0.0001(****).

93



600

400 —

s <3 =
=
4 3
z J
@D 200 — <2
(ﬂ E 8,21%
5 —
2 .
T T T o
O 200 400 _600 800 1K ' ! ! ! '
FSC-H:: =<7 ===t o 200 400 600 800 1K
FL2-A
Intensidad de fluorescencia
B-) 24hs post irradiacion 48hs post irradiacién

25 EE

20

wOTR

wAT

% de células G2

0 1 2 5
72hs post irradiacion. 96hs post irradiacién
5 25
S n - 20 * ’_l_l
2 - 3 s ek
- [ ; s — I 1
3 —= I wem B X I s cTR
% 10 [ AT Ew [ | WAT
T o I
5 ~ 5
0 1 2 5 ) 1 2 5

Figural?7. Andlisis del porcentaje de células T aloespecificas en fase G2 del ciclo celular de sujetos
controles y pacientes con A-T. Las células T aloespecificas fueron irradiadas a dosis de 1, 2 y 5 Gy,
y fueron tefiidas con Ioduro de Propidio a las 24, 48, 72 hs posteriores a la irradiacion. A. Region
de linfocitos (izq) y pico G2 (der) considerados para el andlisis. B. Los resultados de G2 de
controles (CTR) y pacientes (A-T) son expresados en porcentaje. (el valor de "p” esta basado en la
prueba t).

Con el objeto de comprobar los efectos de la radiacién a largo plazo en las lineas
celulares de pacientes, hemos utilizado el ensayo de clonogenicidad o CSA (Colony
survival Assay) (Huo et al., 1994). En dicho ensayo se utilizaron lineas de linfocitos

inmortalizadas con el virus de Epstein Barr, sin embargo, nosotros hemos utilizado
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las lineas T aloespecificas. Una vez sembradas las células en placa de 96 pocillos
(750 células/mL) fueron irradiadas a la dosis de 1Gy, pasados 9-12 dias se
procedid a la observacidon bajo microscopio. Las colonias viables se presentaban
refringentes a la luz y con MTT (1mL/mL) tenian un color violdceo como se puede
observar en la Figura 17 A (izq y der). Una vez obtenido el nimero de colonias se
calculd la Eficiencia de formacion de colonias (CFE) tanto de las células no
irradiadas como de las irradiadas, para luego calcular la fraccién de supervivencia
SF (Survival fraction) y enmarcarlas en la escala de radiosensibilidad (Sun et al.,
2002) como hemos descrito en materiales y métodos. Como controles hemos

utilizado las lineas N1 y N12.

En la Tabla XI y en la Figura 18 B, podemos observar los resultados obtenidos
tanto de los controles como de los pacientes. La mayoria de las lineas A-T se
presentaron como radiosensibles e intermedios (44 y 52% de SF respectivamente),
mientras que sblo una presentd valores dentro del rango de la normalidad
(ATMp13) pero sin llegar a igualar los porcentajes obtenidos por los controles (N1
y N12).
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Figura 18. Ensayo de clonogenicidad en lineas T aloespecificas de controles (N1 y N12) y
pacientes A-T. Las lineas celulares fueron cultivadas a una concentracion de 750 células/mL e
irradiadas a 1Gy mientras que sus controles no fueron irradiadas. Tras 9-12 dias se agrego MTT
1mg/mL y se procedio a la observacion bajo microscopio. A. Aspecto de las colonias formadas en
dicho periodo, se observan células refringentes (izq) y al estar en contacto con el MTT se observan
de color violéceo indicando viabilidad (der). B. Porcentaje de SF (Fraccion de Supervivencia) de las
lineas T aloespecificas analizadas tanto de controles (N1 y N12) como de pacientes A-T.
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Tabla XI. Radiosensibilidad de las lineas T aloespecificas de pacientes

con A-T analizadas mediante un ensayo de clonogenicidad (CSA).

Fraccion de
Linea | Supervivencia | Radiosensibilidad
(%)

N1 82,12 Normal
N12 74,8 Normal
ATMp1 26,4 Intermedia
ATMp3 11,5 Radiosensible
ATMp4 9,7 Radiosensible
ATMp5 2 Radiosensible
ATMp6 23,4 Intermedia
ATMp7 24,1 Intermedia
ATMp8 18,09 Radiosensible
ATMp9 31,8 Intermedia
ATMp9 33 Intermedia
ATMp10 17,3 Radiosensible
ATMp11 36 Intermedia
ATMp12 3,9 Radiosensible
ATMp13 45,65 Normal
ATMp14 29,9 Intermedia
ATMp15 36 Intermedia
ATMp16 33 Intermedia
ATMp17 21 Intermedia
ATMp18 19 Radiosensible
ATMp19 14,9 Radiosensible
ATMp20 11,6 Radiosensible
ATMp22 19 Radiosensible
ATMp23 30,9 Intermedia
ATMp26 27,6 Intermedia




3.

Estudio funcional de células virgenes y memoria de pacientes

A-Ty controles sanos.

Determinacion de citoquinas intracelulares.
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Como hemos visto en la introduccidn, existen numerosos estudios que han
evaluado la inmunidad celular de los pacientes A-T, especialmente Ia
produccion de citoquinas tras diversos estimulos. Sin embargo los resultados
han sido muy variados y realizados con diferentes tipos celulares desde células
periféricas mononucleares (Reichenbach et al., 2006), linfocitos sanguineos
periféricos (Pashankar et al., 2006) o células T inmortalizadas con Herpes Virus
Saimiri (HVS) (Rivero-Carmena et al., 2000).

Con el objeto de evaluar la produccién de citoquinas en linfocitos de sangre
periférica de pacientes con A-T y de controles sanos, nos propusimos separar
los linfocitos T CD4 virgenes de los linfocitos T CD4 memoria, para lo cual
separamos las células mononucleares mediante gradiente de densidad y
utilizamos los equipos comerciales “Naive CD4+ T Cells Isolation Kit” y
"Memory CD4+ T Cells Isolation kit" de MACS (Miltenyi Biotec, California, USA).
Para este experimento se utilizd sangre de los pacientes ATMp1, ATMp3,
ATMp4, ATMp7, ATMp8, ATMp10 y ATMp26 y con ellos los controles C1 al C6.

Una vez realizada la separacion comprobamos la pureza de la fraccion negativa
(que contenia la poblacion de interés), para lo cual se dispensd en tubos de
citometria 50uL de dicha fraccion y realizamos la tincién con FITC IgG1 de
raton (Biolegend, San Diego, USA), PE IgG1 de raton (eBiosciencie, San Diego,
USA) para los controles de Isotipo, asi como CD4-FITC (clon RPA-T4,
Biolegend) y CD45R0O-PE (clon UCHL1, eBiosciencie) en la fraccion negativa de
las células memorias y CD4-FITC (clon RPA-T4, Biolegend) y CD45RA-PE (clon
HI100, eBiosciencie) en la fraccion negativa de las células virgenes (Figura 17).

La pureza obtenida en todos los casos ha superado el 90%. en la Figura 19 se



representa una de las muestras y se obtuvieron 92.7% y 97.45% de pureza en

la fraccion de células memoria y virgenes respectivamente.
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Figural9. Pureza de la poblaciones celulares obtenidas por inmuno seleccion magnética negativa.
Las células mononucleares periféricas fueron separadas por gradiente de densidad y luego por
separacion magnética negativa fueron aislados los linfocitos CD4 virgenes de los linfocitos CD4
memoria, A. Control de isotipo FITC IgG1 de raton (Biolegend, San Diego, USA), PE IgG1 de raton
(eBiosciencie, San Diego, USA) B. Fraccion negativa de la separacion de células CD4 Memoria. La
tincion se realizo con CD4-FITC (Biolegend) y CD45RO-PE (eBiosciencie) C. Fraccion negativa tras
la separacion de los linfocitos CD4 virgenes. La tincion se realizo con CD4-FITC (Biolegend) y
CD45RA-PE (eBiosciencie).

Una vez confirmada la pureza de la poblacién, procedimos a la estimulacion de las
células CD4/CD45R0O y CD4/CD45RA con PMA/Ionomicina (10ng/mL y 5ug/mL
respectivamente) durante 24hs, (afiadiendo en las 6 Ultimas horas de incubacion el
inhibidor de transporte de proteina GolgiPlug BD). Pasadas las 24hs se recogieron
las células, se congelaron los sobrenadantes (-20°C) y se lavaron con PBS para la
realizacion de la tincidn intracitoplasmatica. Previamente a la tincidn se fijaron y
permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm (BD) (20 min) y se lavaron con PermWash
(BD). La tincion se realizd con PE IgG1 y APC IgG1 ambos de ratén (eBiosciencie)
como controles de isotipo, IL2/PE (BD), IL17-A/PE (eBiosciencie) y anti IFN-y/APC

(eBiosciencie), las muestras fueron analizadas por citometria de flujo.

En la Figura 20 se puede observar la producciéon de citoquinas de los linfocitos T
CD4 memoria (CD4/CD45R0), en la Figura se muestra a las células del Control 6

(CTR 6) en representacion de los controles.
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En la Figura 20 se muestra la produccién de citoquinas de los linfocitos T CD4
memoria (CD4/CD45R0) del paciente ATMp7, elegido como representativo de los
resultados obtenidos en los pacientes con A-T. En ambos casos (CTR6 y ATMp7)
se representan los porcentajes de células producotras de citoquinas intracelulares.
En el ejemplo vemos cdmo la produccion tanto de IL-2, IL-17A e IFN-y (46.6%,
17.6%, 45.6% respectivamente) es mayor en el control (CTR6) con respecto a la
produccién de las mismas citoquinas producidas por las células del paciente ATMp7
(28.8%, 7.7%, 32.28% respectivamente).

En las figura 21 estan representados la produccion de citoquinas de linfocitos T
CD4/CD45RA tanto en el CTR6 como en el paciente ATMp7 respectivamente. Se
puede observar que existe una buena respuesta a la estimulacién con PMA/IO. Los
valores de IL-2, IL-17A e IFN-y de CTR6 (50.1%, 7.71,% vy 20.1%
respectivamente) fueron un poco mayores que los expresados por el paciente
ATMp7 (34.41%, 4.68% y 15.17% respectivamente).
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Figura20. Produccion de citoguinas intracelulares por células T Memoria (CD4/CD45R0) del
control 6 (CTR6) y del paciente (ATMp7). Las células T CD4/CD45R0 fueron cultivadas 24hs con
PMA/Ionomicina (10ng/mL. 0.5ug/mL), se agrego GolgiPlug en las 6 ultimas horas, se fijaron y
permeabilizaron antes de realizar la tincion con los anticuerpos respectivos. A-) Células del control
6 (CTR6) no estimuladas (panel superior) y células estimuladas con PMA+IO (panel inferior) B-)
Células del paciente ATMp7 no estimuladas (panel superior) y células estimuladas con PMA+IO
(panel inferior). De izquierda a derecha tenemos el control de Isotipo, IL-2/PE (BD), IL-17A/PE
(eBiosciencie) y IFNy/APC (eBiosciencie).
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Figura21. Produccion de citoquinas intracelulares por células T Virgenes (CD4/CD45RA) del control
6 (CTR6) y del paciente (ATMp7). Las células T CD4/CD45RA fueron cultivadas 24hs con
PMA/Tonomicina (10ng/mL. 0.5ug/mlL), se agrego GolgiPlug en las 6 ultimas horas, se fijaron y
permeabilizaron antes de realizar la tincion con los anticuerpos respectivos. A-) Células del control
6 (CTR6) no estimuladas (panel superior) y células estimuladas con PMA+IO (panel inferior) B-)
Células del paciente ATMp7 no estimuladas (panel superior) y células estimuladas con PMA+IO
(panel inferior). De izquierda a derecha tenemos el control de Isotipo, IL-Z/PE (BD), IL-17A/PE
(eBiosciencie) y IFNy/APC (eBiosciencie).
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Figura22. Analisis de la produccion de citoquinas intracelulares en células T CD4/CD45RA (Naive)
y CD4/CD45R0 (Memoria) en pacientes A-T (ATMp) y controles (CTR). Las células T CD4/CD45RO
y CD4/CD45RA fueron cultivadas 24hs con PMA/Ionomicina (10ng/mL. 0.5ug/mL) durante 24hs, se
agrego GolgiPlug en las 6 ultimas horas, se fijaron y permeabilizaron antes de realizar la tincion con
los anticuerpos respectivos, una vez tefiidos fueron analizados en el citometro de flujo. Los valores
"p” estan basados en la prueba Two-Way ANOVA. A. Produccion de IL-2 por controles y pacientes,
B. Produccion de IL-17A por controles y pacientes. C. Produccion de INFy por controles y pacientes.
D. Produccion de IL-17A e INFy por controles y pacientes . Los valores estan dado en porcentaje
(%) de produccion. p<0.0001(****)
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En la Figura 22 se puede ver el andlisis de la produccion de citoguinas
intracelulares de los pacientes A-T (ATMp) y de los controles (CTR). La produccién
de IL-2 (fig.22 A) fue mayor en las células virgenes (naive) de los controles con
respecto a las células virgenes de los pacientes (p<0.0001) y también con respecto
a las células memoria de los controles (p<0.001). Sin embargo, en la produccion
de IL-17A (fig.22 B) se puede observar un aumento en la produccion por parte de
las células memeria controles con respecto a las naive controles (p<0.001), pero
no se observan diferencias significativas entre los grupos pacientes (ATMp) y
controles (CTR).

Al analizar la produccién de IFNy (fig.22 C) y de las dobles productoras IL-17A/
IFNy (fig.22 D) no hemos encontrado diferencia entre los grupos de pacientes y

controles.

Determinacion de la produccion de citoquinas en el sobrenadante

de células estimuladas.

La determinacion de la liberacién de citoquinas del sobrenadante fue realizada
utilizando el “Human Thi/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex RTU FlowCytomix Kit’
(eBiosciencie Viena-Austria), cuyas perlas fluorescentes llevan unidos los
anticuerpos monoclonales de las citoquinas a determinar. Como habiamos
mencionado en materiales y métodos, el fundamento se basa en que una vez que
las perlas fluorescentes estan en contacto con la muestra, hay unidon antigeno
anticuerpo y un segundo anticuerpo conjugado con biotina se une a los analitos
capturados por el primer anticuerpo. A continuacion, se afade Estreptavidina-PE
que se une a la biotina conjugada y emite sefales fluorescentes. Una vez acabado
el procedimiento se procedié a la lectura en el citdbmetro de flujo FacsCanto. El
analisis se realizd con el programa FlowCytomix Pro Software (eBiosciencie), y el

posterior analisis bioestadistico mediante el programa GraphPad6 Prism. El valor
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de "’ esta basado en la prueba de Two-Way ANOVA. p<0.05 (*), p<0.001 (**),
p<0.001(***), p<0.0001(****),

En la Figura 23 podemos ver la produccion de citoquinas en el sobrenadante de las
células virgenes y memoria tanto de las células controles como de los pacientes
tras 24 hs de estimulacion. En el panel A se observa un ligero aumento de la IL-
12p70 de las células memoria de paciente con respecto a las células memorias de
individuos normales, aunque tal diferencia no ha sido significativa. En el panel B se
observa un aumento de la produccion de IL2 de las células memoria y células
virgenes de los controles con respecto a la produccidon de las células memoria y
células virgenes de los pacientes (sin significancia estadistica). Sin embargo en el
panel C se observa que la produccion de IFNy es ligeramente mayor en las células
memoria de los pacientes con respecto a las memoria de los controles, pero
también sin significancia estadistica. En la produccion de TNF-a no vemos mayores

diferencias entre uno y otro grupo.
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Figura23. Andlisis de la produccion de citoquinas en el sobrenadante después de 24hs de
estimulacion de células T CD4/CD45RA (Naive) y CD4/CD45R0 (Memoria) en pacientes A-T (A-T) y
sujetos control (CTR). Las células T CD4/CD45RO y CD4/CD45RA fueron cultivadas 24hs con
PMA/Tonomicina (10ng/mL. 0.5ug/mL) durante 24 hs, cumplido el tiempo las células se separaron
del sobrenadante y se congelaron hasta su procesamiento.A-) Produccion de IL-12p70 (pg/mL), B-)
Produccion de IL-2 (pg/mL), C-) Produccion de IFN-y (pg/mL), D-) Produccion de TNF-a (pg/mL).

En la Figura 24 se observa la produccion de citoquinas del tipo Th2 después de 24
hs de estimulacidon. En los paneles A, B y D se observa que existe una ligera
diferencia en la produccion de IL-4, IL-5 e IL-13 de los grupos A-T con respecto a
los controles CTR, tanto en las células virgenes como en las memorias, aunque tal
diferencia no es estadisticamente significativas. La IL-10 es la Unica que se
presenta de manera diferente, los grupos CTR (virgenes y memoria) tienen mayor
produccién cuando se compara con sus respectivos grupos (virgenes y memoria
respectivamente)
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Figura24. Andlisis de la produccion de citoguinas en el sobrenadante después de 24hs de
estimulacion de células T CD4/CD45RA (Virgenes) y CD4/CD45R0O (Memoria) en pacientes A-T (A-
7) vy controles (CTR). Las células T CD4/CD45RO y CD4/CD45RA fueron cultivadas 24hs en
presencia de PMA/Ionomicina (10ng/mL. 0.5ug/mL) durante 24hs, cumplido el tiempo las células se
separaron del sobrenadante y se congelaron hasta su procesamiento.A-) Produccion de IL-4
(pg/mL), B-) Produccion de IL-10 (pg/mL), C-) Produccion de IL-5 (pg/mL), D-) Produccion de IL-
13 (pg/mL).

En la Figura 25 A, vemos la produccién de la IL-17A, se observa un aumento (sin
significancia estadistica) del grupo AT memoria vs CTR memoria. Sin embargo en
la produccion de la IL-9 el aumento se observa en ambos grupos celulares
(virgenes y memoria) de las células AT.
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Figura25. Andlisis de la produccion de citoguinas en el sobrenadante después de 24hs de
estimulacion de células T CD4/CD45RA (Virgenes) y CD4/CD45R0O (Memoria) en pacientes A-T (A-
7) vy controles (CTR). Las células T CD4/CD45RO y CD4/CD45RA fueron cultivadas 24hs con
PMA/Tonomicina (10ng/mL. 0.5ug/mL) durante 24 hs. A-) Produccion de IL-17A (pg/mL), B-)
Produccion de -9 (pg/mL), c) Produccion de 1L-22 (pg/mL).
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7. DISCUSION
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La Ataxia Telalangiectasia es una enfermedad rara autosdmica recesiva
caracterizada por una amplia gama de manifestaciones patoldgicas como: ataxia
cerebelar progresiva, sensibilidad a la radiacion, aumento en el riesgo al cancer,
inmunodeficiencia, hipogonadismo (Boder, 1985). El gen responsable de A-T, ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated), esta localizado en el cromosoma 11g22-23 vy
ocupa 160kb del ADN gendmico (Uziel et al., 1996), el transcrito primario de 13 kb
(66 exdnes) codifica un polipéptido de 3056 aa (370kDa) (Gatti et al., 1988).

La heterogenidad en A-T se presenta no sélo en la variabilidad en los aspectos
clinicos, sino también en el laboratorio, donde segun el tipo de mutacidon que porta
el paciente, puede expresar o no la proteina y en cuyo caso de que la exprese
aunque sea trazas, puede presentar o no actividad quinasa. Esta heterogeneidad

esta muy relacionada con las mutaciones en el gen de A7M.

Las mutaciones el gen de A7M ocurren a lo largo del gen, y cerca del 90% de los
pacientes A-T son heterocigotas (portadores de diferentes mutaciones en los alelos
de ATM). Las mutaciones estan constituidas por pequefias inserciones vy

deleciones, y cambios en un Unico nucleétido (McConville et al., 1996).

Los tipos de mutaciones pueden tener diferentes proporciones segin los estudios y
pueden variar de uno a otro, en el presente estudio hemos encontrado que la
mayoria (70%) son heterocigotas y debidas a pequenas deleciones (37%), en
otros estudios se han encontrado un mayor porcentaje (48%) de mutaciones en la
zona donacidn-aceptacion (Teraoka et al., 1999), y nosotros hemos encontrado
sélo 2 (7.5%). Una de esas mutaciones debidas a la zona donacidn-aceptacion se
encuentra en homocigosis en el exdn 24 (c.3576G>A) en el paciente ATMp22, vy la
otra mutacion se encuentra en el intron 63 (ATMp16). En ambos casos se
esperaria la presencia de proteina truncada, pero nosotros no la hemos detectado.
En este estudio hemos detectado 10 nuevas mutaciones, las cuales no se

encuentran en la base de datos de dbSNP de la NCBI ni en la biobase de HGMD,
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seis de ellas son deleciones, dos debida a mutaciones sin sentido por lo que se

introduce un coddn de parada, y dos mutaciones con cambio de sentido.

Una mutacidon antes descrita en un paciente espainol (Garcia-Perez et al., 2001),
implica una delecion importante de 28 nucledtidos y afecta a la mayoria de los
pacientes de Granada (ATMp4, ATMp7, ATMp8 y ATMp26), tres de ellos presentan
la mutacidn en homocigosis incluyendouno proveniente de Barcelona (ATMp27)
cuyo origen es andaluz de etnia gitana, cuyos padres y abuelos son
consanguineos. Aunque es dificil establecer el genotipo-fenotipo de estos pacientes
dado que sdlo tenemos algunos datos generales clinicos, podemos mencionar que
dos de ellos (ATM7 y ATMp26) no han tenido infecciones importantes y nunca han
sido tratados con imnunoglobulinas intravenosa, mientras que ATMp4 y ATMp8
han dejado de utilizarla. Esta mutacidn, por tanto, se encuentra muy
frecuentemente en los pacientes de etnia gitana, en los que la consanguineidad es
relativamente frecuente. Varios de los pacientes del grupo de Granada comparten
apellidos, a pesar de que todos ellos niegan ningun tipo de parentesco entre si. El
hecho, no obstante, de que la mutacion se encuentre en todos ellos en
homozigosis nos hace sospechar de que debid estar ligada a un efecto fundador
que se ha mantenido ademas a lo largo de multiples generaciones, las suficientes
para que los pacientes no consideren familiares a otros individuos que comparten

alguno de los apellidos y la mutacion.

El estudio de la variacidn genética, especialmente los polimorfismos de un Unico
nucledtido (SNP), ha sido extensamente utilizado en estudios del genoma para
localizar regiones gendmicas que son suceptibles a la enfermedad y a la variacion
fenotipica. Los SNPs pueden alterar la secuencia de amino acidos, modificando las
propiedades de la proteina codificada, algunos SNPs pueden alterar la respuesta
celular y de ese modo aumentar la suceptibilidad a enfermedades como el cancer

(Bandele et al., 2011). Algunos estudios han propuesto un efecto fenotipico para
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algunos polimorfismos de ATM. En la cohorte estudiada hemos detectado algunos
polimorfismos, uno de ellos es la variacién c.5557G>A en el exén 37 que ha sido
relacionado con el cancer de mama, Heikkinen et al. observaron que en presencia
de la variacién IVS38-8T en cis tenia una significativa asociacion con el cancer de
mama bilateral (Heikkinen et al., 2005), aunque estas observaciones han tenido
sus discrepancias con otros autores (Langholz et al., 2006). Otras dos variaciones
relacionadas con el cancer de pulmon de células no microciticas (c.8010+186C>T,
¢.8851-973A>C) han sido detectado en trece de nuestros pacientes, en el estudio
realizado por Yang et al. estas variaciones exhibieron una significativa asociaciéon

con el cancer descrito (Yang et al., 2007).

Aunque la mayor parte de las mutaciones detectadas en el gen de ATM en
pacientes con A-T predicen como resultado una proteina truncada, sin embargo, el
analisis de las lineas celulares de pacientes con A-T, con anticuerpos directos
contra ATM, indican que la mayoria de estas mutaciones estan asociadas con la
ausencia de proteina detectable de ATM (Teraoka et al., 1999). Esto sugiere que la
estabilidad de la proteina de ATM depende de la integridad de su estructura
tridimensional, asi, las formas mutadas serian blanco del proceso de degradacion
proteica (Becker-Catania et al., 2000). Atribuimos la ausencia de proteina en la
mayoria de los pacientes a la inestabilidad de la proteina truncada. En nuestro
estudio, cerca del 80% de los pacientes no presentan proteina detectable, y
ninguno de los que la expresan tienen actividad quinasa inducida por radiacién. En
el estudio realizado por Verhagen et al. la sola presencia de proteina estaria
correlacionada con una ligera mejora en la funcion inmunoldgica (Verhagen et al.,
2012), aunque solo tenemos los datos clinicos de los pacientes de Granada,
podemos mencionar que dos de los que presentan trazas (ATMp3, ATMp7) y uno
con mucha presencia de proteina (ATMp5), sdlo uno estuvo libre de infecciones

importantes (ATMp7). No obstante, y a pesar de la presencia de proteina en
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algunos de los pacientes de la cohorte, no hemos detectado actividad quinasa de

ATM en ninguno de ellos.

La integridad del genoma y su correcta transmision de la informacion genética es
custodiada por un sin niUmero de proteinas, una de ellas es la proteina de ATM.
Los sutratos y sitios blanco de la quinasa ATM estan implicados en los puntos de
control del ciclo celuar, de este modo, si las células sufren dafios en su ADN por
agentes como la radiacion, mediante los puntos de control, la progresion del ciclo
celular seria temporalmente detenido para reparar el dafio (Langerak and Russell,
2011). Si la célula no es capaz de reparar el dano iria a la muerte programada o
apoptosis. La mutacion de ATM hace que la apoptosis se vea afectada después del
dano al ADN. Como las células sin ATM carecen del punto de control de la fase S,
si se irradian células en esta fase, se puede observar la acumulacion de la fase
G2/M (Xu et al., 2002). Esta acumulacién (en G2), la hemos observado al irradiar
lineas celulares de pacientes A-T y controles (Figura 16). En dicho ensayo ha
habido diferencias significativas con respecto a los controles incluso a las 96hs del
estudio, sin embargo, en la apoptosis medida con Ioduro de Propio (Figura 15),
s6lo hemos tenido diferencias significativas a las 72hs y con la mayor dosis de
radiacién (5Gy). A la vista de estos resultados, y con el objeto de observar la
supervivencia mas allda de las 96hs, hemos llevado a cabo el ensayo de
radiosensibilidad (CSA) a largo plazo (9-12 dias).

El ensayo de radiosensibiliad a largo plazo (CSA) se realizd en 22 lineas de los 27
pacientes, un poco menos de la mitad (44%) se mostro radiosensible, y mas de la
mitad (52%) con valores intermedios de fraccidon superviviente (SF), esto podria
explicar los resultados obtenidos en el ensayo de apoptosis, las células A-T que
fueron capaces de superar el dafio debido a la radiaciéon continuaron normalmente

Su crecimiento.
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Otro dato importante que hemos obtenido del ensayo de radiosensibilidad es que
no habemos encontrado relacién entre la presencia de proteina (trazas/ausencia) y
su estado de radiosensibilidad. Un claro ejemplo es el resultado de la linea del
paciente ATMp5 (65% de proteina con respecto a la linea N1) cuyas células fueron
radiosensibles a la irradiacion. El paciente ATMp13 presentaba trazas de proteina
(8% de proteina con respecto a la linea N1), y en el ensayo de CSA dio como

resultado valores normales para la radiosensibilidad (aunque muy bajo 45.65%).

Otro aspecto importante es que los pacientes con A-T son mas suceptibles a
infecciones, y esto ha sido atribuido en parte a diversos grados de
inmunodeficiencias. ATM juega un papel importante tanto en la inmunidad innata
como en la adaptativa y tiene parte tanto en el desarrollo de linfocitos T como en
el desarrollo de linfocitos B. Los pacientes A-T suelen exhibir contajes anormales
de linfocitos T y B ademas de una respuesta deficiente de anticuerpos (Stracker et
al., 2013). Numerosos estudios han medido varios parametros inmunoldgicos con
el fin de perfilar la inmunidad celular de estos pacientes y paraddgicamente hay
una variedad de resuldados (Tabla 2 y 3). En este estudio hemos querido
determinar algunos parametros de la inmunidad celular como los marcadores de

activacién y produccidn de citoquinas.

En las lineas T aloespecificas hemos determinado los marcadores de activacion
CD69 y CD40-L. La respuesta de las células tanto en la estimulacidn con
PMA/Ionomicina como con anti-CD3/CD28 ha sido normal (si bien un poco
disminuida, pero sin significancia estadistica). Estos resultados se correlacionan

con los encontrados por Pashankar et al (Pashankar et al., 2006).

En el andlisis celular nos hemos enfocado en los linfocitos T CD4+. Estos
representan una linea Unica en el sistema inmunoldgico adaptativo donde es
crucial para lograr una respuesta inmunoldgica efectiva frente a patdgenos, y su

propia funcion es vital en la supervivencia donde un funcionamiento aberrante esta
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asociado en el desarrollo de mdltiples enfermedades autoinmunes y alérgicas
(Luckheeram et al., 2012). En el andlisis de citoquinas intracelulares hemos
observado una disminucion en la produccion de IL-2 de las células virgenes de los
pacientes con respecto a los controles, sin embargo, en la determinacion de
citoquinas en el sobrenadante no hemos encontrado dicha diferencia, pudiendo
deberse al consumo autdcrino por las mismas células. No hemos encontrado
relacién entre los pacientes que presentan trazas de proteina (ATMp3, ATMp7,
ATMp10) vy aquellos que no presentan en relacion con la produccion de citoquinas,
esto podria deberse a que la presencia de proteina sin actividad quinasa no sirve

para modificar el curso de las vias de fosforilacidn en las que participa ATM.

El vitiligo es una enfermedad de despigmentacién autoinmune mediada por células
T, Tembhre et al. han observado recientemente que existe un aumento de las
interleuquinas IL-10, IL-13 e IL-17 A en el suero de estos pacientes (Luckheeram
et al.,, 2012; Tembhre et al., 2013). Dos de los pacientes (ATMpl y ATMp8)
incluidos en el estudio presentan esta patologia, en ellos hemos observado un
ligero aumento de las interleukinas IL-10 e IL-17 A con respecto a los otros
pacientes A-T incorporados en el estudio, sin embargo en la produccion de IL-13
han presentado valores intermedios. Es interesante recalcar la ausencia de
literatura que incluyan la autoinmunidad en sus distintas formas y la A-T, por lo
qgue seria interesante realizar estudios mas profundos en estos pacientes para

buscar una posible causa-efecto.
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8. CONCLUSIONES
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1.- Hemos realizado el estudio molecular del gen A7M en una cohorte de
veintisiete pacientes espanoles con Ataxia-Telangiectasia. Hemos identificado, en
este grupo, un total de veintisiete mutaciones que se extienden por todo el gen.

De entre ellas, once no han sido previamente descritas.

2.-Se han identificado, ademas, ocho variantes naturales no considerados como
patogénicas pero asocidos al incremento de riesgo para el desarrollo de tumores y

otras patologias.

3.- El estudio de expresion de la proteina ATM revela cantidades apreciables de la
misma en dos pacientes, trazas en otros seis y ausencia total en el resto. No
obstante, la expresion residual de ATM detectada no conlleva ninguna actividad

quinasa. El patrén de radiosensibilidad no correlaciona con la expresién de ATM.

4.- Se ha generado un panel de veintisiete lineas celulares primarias de linfocitos T
aloespecificos, que muestran, tras estimulacion, una tendencia a una menor
expresion de CD40L con respecto los controles. Este panel, ademas, revela en
respuesta a irradiacion un significativo aumento del nimero de células en fase G2

del ciclo celular con aumento de la apoptosis.

5.- La produccién de citoquinas por las células T memoria de pacientes con A-T
esta intacta. Si se aprecia, en cambio, una produccién significativamente menor de

IL-2 en células virgenes.
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