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V. DISCUSION

La biologia de la anemia de Fanconi, su implicacion y relacién con otras
rutas, asi como los aspectos clinicos, poblacionales y mutacionales de la
enfermedad han adquirido una gran importancia en los ultimos afios. En este
tiempo se han ido mejorando las terapias a seguir y los protocolos y
tratamientos de trasplantes, se ha empezado a definir la ruta FA y sus
componentes, las relaciones e interacciones entre los mismos y su papel en la
respuesta global al dafio celular.

Dentro de este trabajo de tesis doctoral se han llevado a cabo varios
estudios, todos ellos con el nexo comun de la FA, si bien una parte ha estado
dedicada a la biologia molecular de la FA y otra parte a la caracterizacién
genética de los pacientes espafioles. Esta segunda parte se ha desarrollado en
el marco de una red nacional de investigacion cooperativa sobre la anemia de

Fanconi, en colaboracién con otros grupos y hospitales espafioles.

PARTE 1

1.1 Papel de laruta FA y el remodelamiento de la cromatina

La estructura cromatinica juega un papel fundamental en varios
procesos celulares como son la replicacion, transcripcion, reparacion de
lesiones, etc., ya que compromete el acceso al ADN de los componentes de la
maquinaria celular encargada de estos procesos. Basta, como ejemplo, la
sobradamente conocida via de reparacion acoplada a transcripcion de los
dafios producidos por la luz UV.

Como se ha descrito anteriormente, algunas de las proteinas Fanconi
interaccionan con factores que participan en el remodelamiento de la cromatina
y en la transcripcién. Con el proposito de estudiar el procesamiento de las
lesiones en regiones de ADN altamente condensadas en un fondo FA, hemos
analizado la induccion de roturas tras el tratamiento con DEB y MMC en la

region heterocromética 1ql2, en comparacién con la tasa global de dafio
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genomico o el retraso en el ciclo celular en pacientes FA, en portadores y en
controles sanos (Articulo 1). Para ello se ha utilizado la técnica de hibridacién
fluorescente multicolor tandem labelling para medir el dafio en la region 1q12,
el ensayo de micronucleos para estimar el dafio general en el genoma y el
bloqueo de los cultivos con citocalasina-B para el estudio del ciclo celular.

Estos estudios han revelado que esta regidon heterocromatica se ve
igualmente afectada tras el tratamiento con mutdgenos en pacientes FA,
portadores y controles, a pesar de que el dafio estimado de manera global es
mucho mas evidente y estadisticamente significativo en las células FA.
Previamente ya se habia descrito que el nivel de reparacion en esta region es
mucho menor comparado con el resto del genoma, producto de un bajo nivel
de reparacion por escision (Surrallés et al., 1997), pero no se sabia nada
acerca de la respuesta ante agentes inductores de ICLs. Por lo tanto, nuestros
resultados demuestran claramente que la sensibilidad de esta region
heterocromética a la accion de los ICLs es independiente de la ruta FA; es
decir, la accion de la ruta FA esta distribuida irregularmente a lo largo del
genoma.

Asi pues, parece razonable pensar que nuestra observacion podria venir
determinada por la intima asociacién de procesos celulares tales como la
transcripcion, la estructuracion de la cromatina y la reparacién, aunque son
necesarios mas estudios para comprobar que realmente éste es el caso de la
ruta FA en el procesamiento de los ICLs. Una posible explicacion podria estar
relacionada con la participacion de la histona H2AX en la ruta FA (ver mas
adelante).

1.2. La regulacion de la ruta FA en respuesta al dafio inducido
por UV-C

La ruta FA es inducida o activada en respuesta a diversos agentes como
MMC, rayos X o UV-C, tras lo cual FANCDZ2, proteina con un importante papel
dentro de esta ruta debido a su conexion con otras rutas de reparacion, se
asocia a la cromatina en el sitio del dafio junto con otros factores implicados en
diversos procesos, tal y como se ha explicado en la introduccién de esta

memoria.

96



Discusion

Con nuestro trabajo, se ha pretendido aumentar el conocimiento del
papel de la ruta FA en respuesta al dafio inducido de manera localizada por la
radiacion UV-C. Para ello, se han irradiado distintas lineas celulares con 20-
60J/m? de luz UV-C, a través de filtros de policarbonato con poros de 5um de
diametro para junto con un anticuerpo especifico contra los dimeros de
pirimidina que nos indica el sitio exacto donde se ha producido el dafo, y asi
poder detectar las proteinas de interés en diferentes fondos genéticos.

Tal y como se detalla en el anexo 1, nuestra primera observacion es la
localizacion de FANCD2 en el sitio del dafio, siguiendo una dinamica
progresiva que alcanza un maximo de colocalizacion a las 6 horas después de
la irradiacion. Esta relocalizacién al sitio del dafio es dependiente de la
monoubiquitinacion de FANCD2 en su lisina 561, ya que en fondos genéticos
tales como FANCA -/-, BRCA1 -/-, FANCD2 K561R o ATR -/- no se aprecia.
Ademas, a través de estudios de western blot, hemos demostrado que esta
dinamica se desarrolla de forma paralela tanto a la monoubiquitinacion como a
la fosforilacion de FANCD2 tras la irradiacion. Sin embargo, segin nuestros
resultados, la monoubiquitinacion de la proteina no es condicidn suficiente para
su localizacion en el sitio dafiado, sino que depende (como en el caso de otras
proteinas tales como NBS1) de la presencia de la histona yH2AX, implicada en
la sefalizacibn de dobles roturas y que es sustrato de ATR (entre otras
quinasas), en respuesta a la presencia de horquillas de replicacion bloqueadas.
El papel de esta proteina dentro de la ruta FA es posterior al de FANCD2 en lo
que a su activacion se refiere, ya que no es necesaria para Su
monoubiquitinacibn. En resumen, podriamos decir que la activacién de
FANCD2 por fosforilacion y monoubiquitinacién es una condicién necesaria
pero no suficiente para que esta proteina relocalice al sitio dafiado. Otro hecho
que vendria a reforzar la hipotesis de que la H2AX esta de alguna manera
implicada en la ruta FA es la demostrada sensibilidad de las células H2AX -/- a
la MMC de forma similar a lo que ocurre en las células FA.

Los datos obtenidos en nuestro trabajo se pueden integrar en un modelo
en el cual la irradiacion con UV-C provoca el bloqueo de la horquilla de
replicacion debido a la aparicién de dimeros de timina, lo cual activa ATR. A su
vez, ATR fosforila tanto a FANCD2 como a la H2AX localizada en el lugar de la
irradiacion. Una vez fosforilada por ATR, FANCD2 se convierte en un sustrato
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mas asequible para la monoubiquitinacién por parte del complejo FA con la
ayuda de BRCAL. Tras esta activacion, y siempre y cuando la histona se
encuentre en su forma fosforilada, FANCD2 se dirige al sitio del dafio junto con
otros factores tales como BRCA2/FANCD1. Una vez los dimeros han sido
reparados, ATR deja de activarse y, en consecuencia, la ruta FA vuelve a su
estado inactivo.

Por lo tanto, las evidencias anteriormente expuestas podrian encajar con
el hecho de que el gen H2AX sea en realidad uno de los genes FA. Para
descartar esta posibilidad, y en colaboracion con el grupo del Dr. Schindler
(Univiversidad de Wirzburg, Alemania), se procedid a secuenciar el gen y
analizar por western blot la presencia o ausencia de proteina en 11 pacientes
no asignados a ninguno de los grupos de complementacién hasta ahora
conocidos y que se obtuvieron tras el subtipaje de mas de 450 pacientes entre
Espafia y Alemania. En ningln caso se observaron anomalias a nivel del gen o
de la proteina por lo que, al menos en estos casos la proteina mutada podria
ser FANCJ o alguna otra no identificada hasta el momento.

1.3. Biologia telomérica en FA

La disfuncion telomérica causa inestabilidad cromosomica, defectos en
el ciclo celular, baja capacidad proliferativa, muerte celular y envejecimiento
prematuro. En diversas ocasiones, se ha asociado a enfermedades
hematoldgicas y a otros sindromes que cursan con defectos en la reparacion
del ADN e inestabilidad cromosomica (Articulo 2) debido al papel dual en el
mantenimiento telomérico y en la reparacion del dafio que juegan las proteinas
implicadas. La mayor parte de estas caracteristicas son inequivocamente
rasgos de la FA por lo que pareceria sensato analizar la biologia de los
telébmeros en nuestra enfermedad de estudio.

Paralelamente a la realizacion de nuestro trabajo, otros autores habian
observado un acortamiento telomérico en células FA con respecto a controles
de edad similar (Leteurtre et al., 1999; Hanson, 2001).

Leteurtre y colaboradores utilizaron en su trabajo la técnica de TRF
(Telomere Restriction Fragment), técnica que simultaneamente a las regiones

terminales también detecta porciones de la secuencia subtelomérica. Ademas,
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debido a las caracteristicas particulares de este sindrome, el uso de la técnica
de TRF hace que los resultados no sean del todo fiables. En individuos
Fanconi, el recuento celular en sangre esta muy alterado y se sabe que la
longitud telomérica es muy variable entre los distintos linajes celulares
sanguineos (Weng et al., 1995; Rufer et al., 1998; Herrera et al., 1999), por lo
que seria un factor a tener en cuenta si las mediciones se realizan en sangre
completa sin seleccionar ningun tipo celular concreto. Ademas, la elevada
frecuencia de deleciones que se producen en las células de los pacientes FA
(Laquerbe et al., 1995, 1999) puede afectar a las regiones subteloméricas, lo
cual haria que se acortaran los TRF aunque la longitud del telémero haya
permanecido invariable.

Por lo tanto, nos planteamos el analisis detallado de la longitud
telomérica mediante Q-FISH (técnica con la cual se detecta especificamente el
telomero y se puede estimar su longitud evitando las regiones subteloméricas)
en linfocitos T de sangre periférica de un numero de pacientes FA y los
correspondientes controles de la misma edad.

Con nuestro trabajo se corrobord, por una parte, que existe un
acortamiento telomérico en FA de unas 0,68 Kb con respecto a los
correspondientes controles, de manera concurrente en ambos brazos de los
cromosomas, lo cual, por otro lado, legitima la técnica empleada. Este
acortamiento no es tan elevado como el observado en el trabajo de Leteurtre,
debido seguramente a diferencias en las técnicas empleadas.

Como se explica en el articulo 3, no sélo se comprobé que los
teldmeros de los individuos FA tienen una menor longitud, sino que ademas, de
manera similar a lo que ocurre en células de raton y en células humanas ATM-
/- (Metcalfe et al., 1996; Hande et al., 2001), en las células FA hay un nivel
significativamente mas elevado de repeticiones TTAGGG extrateloméricas
(tanto extracromosOmicas como intracromosOmicas). Para aclarar el origen o
las causas de este acortamiento telomérico, se estudiaron el exceso de sefiales
teloméricas por célula en las mismas preparaciones. El resultado que se obtuvo
fue que en células FA habia una media de 6,60+0,9 sefiales teloméricas en
exceso frente a las 2,36+0,5 seflales en exceso que se contabilizaron en las
células control. Esto nos llevo a concluir que los teldmeros son muy sensibles a

las roturas, aunque de manera paralela ocurre un desgaste telomérico debido
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al acortamiento replicativo acelerado, como nos sefala el hecho de que la
misma tasa de acortamiento aparezca en ambos brazos del cromosoma. La
similitud entre FA y AT en lo que al fenotipo telomérico respecta es otra
evidencia mas de la relacion subyacente que existe entre estos sindromes
cuyas rutas se entrecruzan, tal como se ha explicado en la introduccién.

Las bases moleculares que explican esta presencia de repeticiones
teloméricas extracromosOmicas se desconocen, aunque podrian estar
implicados fendmenos como la replicacion, la reparacion defectuosa y la rotura
telomérica. De hecho, se ha publicado que existe una acumulacién de roturas
en los teldmeros de células humanas in vitro (Von Zglinicki et al., 2000a) y que
la reparacion en estas zonas del cromosoma es defectiva (Kruk et al., 1995;
Lansdorp, 2000). Ademés, también se sabe que existe un efecto del estrés
oxidativo en la regulacion de la longitud telomérica (Von Zglinicki, 2000b). Se
ha demostrado que el estrés oxidativo causa un dafio especifico en las
secuencias GGG teloméricas y la consiguiente induccion de 8-OxodG podria
ser una causa de aceleraciéon del acortamiento telomérico (Oikawa et al., 1999;
Von Zglinicki et al., 2000a). De acuerdo con esto, se sabe que las células FA
tienen alterada la respuesta frente al estrés oxidativo (Joenje et al., 1981)
dando como resultado un elevado nivel de 8-OxodG (Degan et al., 1995). Si a
todos estos datos le afladimos el hallazgo de la elevada frecuencia de sefnales
TTAGGG extrateloméricas y el exceso de sefiales teloméricas en pacientes
Fanconi, pareceria obvio pensar que el mecanismo que actuaria provocando el
acortamiento de los teldmeros in vivo en estos individuos seria la acumulacién
de roturas deletéreas en los teldmeros. Reciente se ha publicado un fenémeno
mediado por HR y que provoca la escision del T-loop telomérico, lo cual
provoca una disminucion en la longitud telomérica global con un incremento en
la frecuencia de sefiales extrateloméricas (Wang et al., 2004). Podria ser que
un defecto en este mecanismo de reparacion en las células FA sea el causante
del acortamiento observado. Ambos fenOmenos actuarian independientemente
del problema de la replicacién terminal en la cadena discontinua del ADN ya
qgue el ADN extratelomérico se observa en linfocitos T diferenciados, mientras
que el acortamiento mediado por replicacién ocurre principalmente durante la
proliferacion de las células madre de la médula 6sea y ocurre de manera

concurrente en ambos brazos del cromosoma.
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Otra de las funciones esenciales de los telémeros es la proteccidon de los
cromosomas frente a la degradacién y la fusidbn con otros cromosomas con el
fin de mantener el genoma en su estado intacto. Para mantener la integridad
telomérica, varias proteinas entre las que destaca TRF2 se unen a estos
extremos. La elevada frecuencia de fusiones terminales hallada en FA, nos
indica que ha habido una pérdida de funcién del telobmero, pero este fenbmeno
ocurre de forma independiente a la union de TRF2, por lo que podria tratarse
de un efecto secundario, consecuencia de la elevada fragilidad espontanea
observada en individuos Fanconi, ya que el aumento relativo de roturas es
similar al de fusiones terminales.

En el articulo 4 presentado en esta tesis se evaluaron, entre otros
parametros, la posible relacion entre el acortamiento telomérico y la severidad
hematoldgica, las anomalias cromosOmicas numéricas y la fragilidad
cromosémica espontanea observada en pacientes FA. En ninguno de los casos
se ha visto que haya correlacion alguna. Sin embargo, en el trabajo de
Leteurtre y colaboradores, se describi6 la existencia de relacion entre el
acortamiento telomérico y la severidad hematolégica. Hay que tener en cuenta
que este resultado podria ser poco fiable debido a que la técnica empleada,
como ya se ha comentado anteriormente, no discierne entre tipos celulares y
en FA la longitud telomérica es muy variable entre estos tipos. Una relacién
entre la longitud telomérica y alteraciones cromosomicas numeéricas se habia
observado en ratones ATM-/- (Hande et al., 2001), pero hay que tener en
cuenta que la erosién telomérica que tiene lugar en los modelos murinos es
mucho mas espectacular que en células humanas y las consecuencias
derivadas de ello mucho mas evidentes.

Como se ha mencionado en la introduccibn de esta memoria, en
ausencia de telomerasa los teldbmeros pueden ser mantenidos por
recombinacién, a través de un mecanismo en el que, entre otras proteinas, esta
implicada RAD51. Una parte de las células pertenecientes a estas lineas ALT,
contienen APBs, estructuras compuestas por varias proteinas con un conocido
papel en recombinacién, reparacion y mantenimiento a nivel del telé6mero. Entre
estas proteinas podemos encontrar BLM, NBS, TRF1, TRF2, RAD51, pRB, etc.

Teniendo en cuenta la evidente interrelacion de la ruta FA con algunas

de estas proteinas en diversos procesos, estudiamos el posible papel de
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FANCD2 en el mantenimiento telomérico de las células que mantienen los
telomeros mediante el mecanismo alternativo. Para ello, analizamos por
inmunohistoquimica la colocalizacion de FANCD2 con TRF2, PML o TRF1 en
células ALT y en células telomerasa+/+ y, tal y como se puede observar en las
imagenes del anexo 2, existe una clara colocalizacion de FANCD2 con estos
marcadores teloméricos en unas estructuras tipicas y definidas y que se
corresponden con APBs. Esta colocalizacion es exclusiva de las células ALT y
se debe al mecanismo de mantenimiento telomérico que opera en ellas y no a
un efecto de la transformacion, ya que tampoco lo hemos observado en
fibroblastos primarios. Ademas, y de acuerdo con la literatura especializada, la
presencia de estas estructuras es mucho mas elevada durante la fase G2 del
ciclo celular, lo cual es coherente con su funcion en el mantenimiento
telomérico por recombinacion. Esta asociacion proteica no es arbitraria sino
que ambas proteinas interaccionan fisicamente, como se desprende de los
resultados de la coinmunoprecipitacion de FANCD2 con TRF2. Para evaluar si
la asociacion telomérica de FANCD2 depende en realidad de la interaccion con
TRF2, tal como ocurre en el caso de BLM, en estos momentos estamos
realizando en colaboracion con el grupo de la Dra. Maria Blasco (CNIO) un
estudio basado en la técnica de siRNA. El propdésito es inhibir la expresion de
TRF2 en células ALT y, en estas condiciones, evaluar la asociacion de
FANCD2 a los APBs para establecer las posibles diferencias que podrian

existir con respecto a células ALT que poseen una expresion normal de TRF2.

1.3. Relacién entre alteraciones cromosdémicas numeéricas y
fragilidad en FA

La monosomia del cromosoma 7 es un rasgo que frecuentemente se
observa en muestras de médula 6sea de pacientes FA y que esta relacionado
con un mal prondstico de la enfermedad (Thurston et al., 1999). Mediante FISH
interfasico procedimos al estudio de la presencia de aneuploidia del
cromosoma 7, de manera paralela al cromosoma 8 como control interno en
muestras de sangre de pacientes FA. En estas mismas muestras, se evaluo la
fragilidad cromosdmica espontanea y la severidad hematoldgica en un intento
de correlacionar estos factores (Articulo 4).
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El estudio de las alteraciones numéricas evidencid que no existian
diferencias significativas entre FA y controles y tampoco se pudieron
correlacionar las diferencias interindividuales con ninguna de las otras variables
bajo control, por lo que no parece que exista relacién alguna entre los niveles
de monosomia en sangre periférica y la severidad hematolégica de la
enfermedad.

Sin embargo, si que se encontrd6 una correlacion positiva entre las
aberraciones cromosOmicas espontdneas y la severidad de las variables
hematoldgicas. Este hecho preliminar, corroborado con estudios mas amplios y
sobre una poblacibn de mayor tamafio nos podria llevar a considerar este
parametro como una herramienta con cierto valor prondéstico. En este sentido,

la red FA constituye un marco ideal para la continuidad de este trabajo.

PARTE 2

2.1. Andlisis de la poblacién Fanconi espafola

La FA es una enfermedad sobre la cual existen diversas revisiones asi
como estudios clinicos y poblacionales basados en pacientes de diversos
paises, sobre todo provenientes de Norteamérica. En el marco de la red
Fanconi espafiola, se planted la posibilidad de desarrollar un estudio detallado
y a gran escala en colaboracion con distintos centros sobre la poblacion FA
espafiola.

Se ha obtenido material de unos cien pacientes afectados de FA o nifios
con evidencias clinicas de FA con el que se ha creado un biobanco de ADN y
de lineas celulares linfoblastoides (LCL). También se ha corroborado el
diagnéstico de FA con el test de DEB vy, en el laboratorio del Dr. Juan A.
Bueren (CIEMAT) se ha realizado el subtipaje genético mediante transfeccion
retroviral.

La principal evidencia que se desprende de este estudio es que la
poblacion FA espafola es altamente heterogénea en diversos aspectos: la
mayoria de grupos de complementacion descritos hasta ahora se encuentran
representados en esta poblacién. Ademas, a nivel citogenética, es patente la

variabilidad interindividual, como se observa en la tabla del anexo 3 en la que
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se muestran los pacientes evaluados a nivel citogenético con el test de DEB.
La implicacion de esta variabilidad se desconoce, pero como se ha sugerido
anteriormente, y aunque sean resultados preliminares, podria estar
directamente correlacionada con la evolucion de la enfermedad hematoldgica.

Como cabe esperar, al tratarse de una enfermedad de origen
autosémico (al menos en mas del 99% de los casos), el porcentaje de hombres
y mujeres afectados en nuestra poblacion es del 51% y 49% respectivamente.
Asimismo, observamos una prevalencia de pacientes mosaico de un 20%
aproximadamente, valor similar al que repetidamente se ha publicado como
habitual en la poblacién FA.

Como se demuestra graficamente en la segunda parte del anexo 3, el
andlisis citogenético de las muestras es una herramienta perfectamente vélida
para poder distinguir entre los pacientes FA clasicos y los que presentan algun
grado de mosaicismo, asi como los individuos sanos. En el primer caso, ya se
observa de manera espontanea un grupo de células con mas de una
aberracién cromosomica (AC). Este porcentaje aumenta drasticamente cuando
tratamos con DEB, hasta observar mas de 5 AC por célula aberrante, con un
total de mas del 70% de células aberrantes. En el caso de los pacientes
mosaico, aunque el niumero de AC tras el tratamiento con el mutageno también
aumenta mucho con respecto al control sin DEB, se limitan a algo mas del 20%
de las células del cultivo. En el caso de los individuos sanos, apenas hay
células dafadas, tanto con DEB o sin DEB, y en estas células no suele haber
mas de una AC.

Entre los pacientes evaluados, existen casos que merece la pena
destacar por el proceso que se ha llevado a cabo para la concrecion del origen
de la enfermedad en los mismos. Estos casos estan detallados en el anexo 4.
Para todos ellos, no ha sido posible corregir el fenotipo celular con los
retrovirus portadores de los genes FANCA, C, G, E y F, con lo que el paso
siguiente fue el de comprobar por western blot la presencia o ausencia de
FANCD2 o su forma activa a partir de las LCL. En dos de los 5 casos
estudiados, se trata de pacientes pertenecientes al grupo de complementacién
FA-D2, lo cual quedd patente tras comprobar la ausencia de proteina y la
posterior secuenciacion. En los otros tres casos, fuimos capaces de mostrar la

proteina FANCD2 intacta y monoubiquitinada, lo cual descarta la presencia de
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mutaciones en cualquiera de las proteinas del complejo FA. La enfermedad
podria estar causada, pues, por mutaciones en BRCA2(FANCD1), FANCJ o
algun otro gen, todavia sin describir, cuyo producto actia en la ruta por debajo
de FANCD?2. En el caso del paciente FA 62 se recopilaron los datos del historial
clinico, tanto del paciente (fallecido de tumor de Wilms) como de familiares, y
se evidencio la elevada frecuencia de tumores en esta familia, uno de ellos con
cancer de mama bilateral, lo cual es tipico de mutaciones en el gen de
susceptibilidad al cancer de pecho BRCA2(FANCD1). Otra prueba a la que se
sometieron estas células fue el andlisis de la presencia de focos de RAD51 tras
el tratamiento con MMC. Se sabe que, en ausencia de BRCAZ2, la formacion de
estos cumulos de proteina estd severamente afectada. Como era de esperar,
tras el tratamiento con dicho mutdgeno, no se observa un aumento en el
namero de focos. El analisis definitivo se realizé por western blot y evidencio la
ausencia de esta proteina en dicho paciente. Tras varios estudios de
secuenciacion, actualmente se sabe que este paciente es portador de dos
deleciones en dos regiones adyacentes. Este hallazgo es importante no sélo a
nivel del paciente y para el caso de una futura seleccion de embriones, sino
también para la familia debido a las fatales consecuencias que conlleva el ser
portador de una mutacién en este gen, ya que predispone a un elevado riesgo
de padecer cancer de mama y de ovario.

En Jdaltimo lugar, se detectaron dos pacientes de un grupo de
complementacion distinto a FA-A, -C, -G, -E, -F y que, como se comprobd por
western blot, mantienen la proteina FANCD2 y su monoubiquitinacion intacta.
En estos casos, no habia antecedentes familiares de céncer asociado a
BRCA2 y se descart6 la posibilidad de que portaran mutaciones en este gen,
tanto por western blot como por el analisis de focos de RAD51. Por lo tanto,
nos podriamos encontrar ante pacientes pertenecientes al grupo de
complementacion FA-J 0 a un nuevo grupo de complementacion, pero seran
necesarios mas estudios (ya iniciados) antes de poder llegar a una conclusion

definitiva.
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2.2. Andlisis mutacional de pacientes FANCA espafioles

De entre los 11 genes causantes de FA descritos hasta el momento, el
gen FANCA es el mas frecuente entre la poblacion afectada, y se estima que
provoca un 65% del total de los casos segun el registro norteamericano de la
enfermedad (Kutler et al., 2003). Sin embargo, este porcentaje varia segun la
poblacién de estudio y en Espafia se calcula que alrededor del 85% de los
casos pertenecen a este grupo de complementacion (Casado et al., 2001).

El analisis mutacional de estos pacientes es de indudable interés ante
todo para las familias afectadas y, principalmente, en los casos en que se
desea tener un nuevo hijo libre de la enfermedad, pero esta tarea es muy
complicada debido al heterogéneo espectro de mutaciones descritas en el gen
FANCA y a que, dentro de estas mutaciones, podemos encontrar de todos los
tipos posibles. Una proporcion importante corresponde a grandes deleciones,
dificilmente detectables por técnicas convencionales, y originadas debido a que
FANCA es un gen rico en secuencias Alu que recombinan entre ellas
produciendo la delecion de estos fragmentos grandes.

Dentro del marco de la red Fanconi, y con las muestras recogidas hasta
el momento, se pretende caracterizar clinica y mutacionalmente a estos
pacientes, creando una base de datos con la informacion mas relevante de
cada uno de ellos. Una vez subtipados un niamero determinado de pacientes,
se tomaron aquellos que pertenecian al grupo de complementacion FA-A y se
analizaron 25 de ellos mediante una PCR multiple cuantitativa y fluorescente,
siguiendo la metodologia propuesta en el trabajo de (Morgan et al., 1999) con
pequefias modificaciones, tal como describimos en el articulo 5. Aplicando
esta técnica hemos comprobado que aproximadamente un 30% de los
pacientes FANCA espafoles son portadores en heterocigosis de una gran
delecion, lo que concuerda con resultados encontrados en otras poblaciones.
De todas formas, este porcentaje podria ser algo mayor si tenemos en cuenta
que con los cebadores utilizados quedan areas del genoma sin cubrir y que
podrian estar igualmente afectadas por deleciones. Aun asi, podemos concluir
en la idoneidad de este método para la deteccion de este tipo de mutaciones
que pueden afectar a otros genes causantes de otras enfermedades, tanto en

el diagndstico de enfermos, de portadores y en analisis prenatal o postnatal. La
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heterogeneidad de las caracteristicas de la poblacién Fanconi espafiola queda
también patente tras este analisis, donde se ve gue el espectro de mutaciones
en FANCA es muy variado (Anexo 5).

2.3. La poblacion FA gitana espafiola: la mayor frecuencia de

portadores del mundo

Una vez obtenido un nimero elevado de muestras FA, se vio que gran
parte de ellas pertenecian a pacientes de etnia gitana. Mientras que en Espafia
se calcula que la poblacion gitana es un 1% del total, cerca de un 25% de los
pacientes FA registrados son miembros de esta etnia. Asi pues, consideramos
que seria de interés un analisis mas detallado de estas muestras y se procedi6
al subtipaje y posterior secuenciacion del gen implicado en la enfermedad, que
resulto ser FANCA en todos los casos.

Los detalles de este trabajo aparecen descritos en el articulo 6
presentado en esta tesis doctoral. Después del andlisis de 9 pacientes FA
gitanos de distintas areas geograficas de todo el pais, los resultados obtenidos
nos permiten extrapolar que toda la poblacion gitana FA espafiola comparte la
misma mutacion, una mutacion puntual no descrita hasta el momento y que
provoca la aparicién de un codoén stop a nivel del exén 4 (y, por tanto, una
proteina truncada). Este resultado se ha corroborado mediante analisis por
western blot, tanto de la proteina FANCD2 de la cual sélo aparecia una de sus
dos isoformas, como del extremo C-terminal de FANCA, que no da seial
alguna.

Esta mutacion, no so6lo es comun a todos los gitanos FA espafioles, sino
que es exclusiva de esta poblacion, ya que se realizo una extensa busqueda de
otros pacientes gitanos en las bases de datos de toda Europa y Estados
Unidos, siguiendo la ruta migracional de los gitanos desde la India, y de las
pocas muestras registradas, ninguna de ellas es portadora de la mutacién en
cuestion. Tampoco otros pacientes FA espafoles no gitanos o individuos sanos
son portadores de esta mutacion y todos los portadores obligados la portan en
heterocigosis. Esto refuerza la hip6tesis de un efecto fundador como origen de
esta mutacion en Espafia cuando, a partir de principios del siglo XV, se tiene

constancia por primera vez de la presencia de gitanos en nuestro pais. Para
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reafirmar este punto, se llevé a cabo el analisis de haplotipos utilizando para
ellos varios microsatélites altamente polimérficos que flanquean el gen FANCA.
Todos los pacientes gitanos espafoles (entre los que se encuentra uno de
origen portugués), comparten el mismo haplotipo, el cual es claramente
distinguible del haplotipo de otros pacientes gitanos extranjeros o individuos
sanos. Este dato indica que todos estos pacientes comparten un ancestro
comun y que por consanguinidad se ha ido manteniendo esta mutacién entre la
poblacion a lo largo del tiempo.

La frecuencia de portadores de esta mutacion entre la poblacion gitana
se ha estimado que oscila entre 1/65 y 1/70 habitantes, lo cual la convierte en
la poblacién con mayor frecuencia de portadores de mutaciones en un gen FA
del mundo. Hasta ahora, las poblaciones de judios Ashkenazi y Afrikaner de
Sudafrica eran las poblaciones con mayor frecuencia de portadores, 1/90 y
1/77 respectivamente (Whitney et al., 1993, Tipping et al., 2001).

Asi pues, las caracteristicas de la etnia gitana espafiola la hacen una
poblacién ideal como modelo para el estudio de otras enfermedades genéticas
o para el andlisis del papel que tiene esta mutacidon en heterocigosis en
distintos canceres. El hecho de compartir esta mutacion también supone una
ventaja y facilita la tarea a la hora de analizar la presencia de portadores en las
familias o del diagndstico prenatal y preimplantacional en familias afectadas.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados presentados y la discusion de los mismos se derivan las

siguientes conclusiones:

1. La ruta FA distribuye su funcidon de manera desigual en el genoma en

funcién de la estructura de la cromatina.

2. De manera similar a la respuesta frente a la MMC, la ruta FA participa en
el proceso de reconocimiento/ reparacion de las lesiones producidas
por UV-C, de manera supeditada a la activacion de FANCD2 por parte
del complejo FA. En esta ruta es igualmente esencial la activacion de la
histona H2AX.

3. Los individuos FA presentan un acortamiento telomérico acelerado
mediado tanto por un exceso de acortamiento replicativo como por un

exceso de roturas en la secuencia telomérica.

4. Las fusiones terminales en los cromosomas observadas en pacientes FA
ocurren de manera independiente a la proteina TRF2, de proteccion del

telémero.

5. La proteina FANCD2 se une al telomero de las células ALT
preferentemente durante la fase G2 del ciclo celular e interacciona con
TRF2, lo que sugiere un papel de la ruta FA en el mantenimiento

telomeérico por recombinacion en ausencia de telomerasa.

6. Con las técnicas empleadas en este trabajo, no se ha visto que exista
ninguna correlacion entre el fenotipo telomérico, las anomalias
cromosomicas numéricas y la severidad hematologica de la
enfermedad. Si que existe, en cambio, una correlacion positiva entre la
severidad hematoldgica y la frecuencia espontdnea de aberraciones

cromosomicas.
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7. La poblacion FA espafiola es genéticamente muy heterogénea, habiendo
pacientes de varios grupos de complementacion, asi como diversas

mutaciones dentro de gen FANCA.

8. Aproximadamente un 30% de los pacientes espafioles del grupo de
complementacion FA-A son portadores en heterocigosis de grandes

deleciones en el gen FANCA.

9. Los pacientes FA espafioles de etnia gitana presentan la mayor
frecuencia de portadores de mutacion en el gen FANCA descrita hasta
ahora. En todos los casos, y de manera exclusiva de esta poblacion, se
observa una misma mutacion fundadora ancestral, no descrita hasta
ahora. Se trata de una mutacion puntual que determina un codon stop
a nivel del exon 4, que trunca la proteina FANCA y en consecuencia

interrumpe la ruta FA.
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Running title: H2AX is a component of the FA/BRCA pathway
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Abstract

Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disease characterized by chromosome fragility,
bone marrow failure, congenital abnormalities and high predisposition to cancer. Here
we studied the dynamics and genetic regulation of FANCD2 relocation to DNA damage
in nuclei locally exposed to ultraviolet radiation (UVR). We show that UVR induces
phosphorylation-dependent FANCD2 monoubiquitination in a timing consistent with
the dynamics of its relocation to the site of damage. FANCD2 relocation to UVR-
induced damage strictly depends on FANCA, FANCD2 K561, BRCA1 and ATR but is
independent of ATM, suggesting that all the components of the FA/BRCA pathway
participate in response to UVR. Interestingly, the analysis of MEFs deficient in the ATR
substrate histone H2AX indicates that H2AX is required for FANCD2 relocation but is
dispensable for FANCD2 monougqiquitination. Thus, FANCD2 monoubiquitination is
necessary but not sufficient for FANCD2 functioning at the site of DNA damage. In
addition, our data suggests that FANCD?2 relocation requires ATR-mediated H2AX
phosphorylation. Consistently H2AX"" MEFs showed an FA-like cellular phenotype
including cellular and chromosomal hypersensitivity to MMC. Analysis of 11 FA
patients with functional BRCA2 and proficient in FANCD2 monoubiquitination
revealed that none of them have mutation in H2AX. In conclusion, H2AX is a novel
component of the FA/BRCA pathway downstream FANCD?2 activation and, although

H2AX is a candidate FA gene, all FA patients studied to date have normal H2AX.
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I ntroduction

Fanconi anaemia (FA) is a rare genetic disease characterized by chromosome fragility,
congenital malformations, progressive pancytopenia and cancer susceptibility (Kutler et
al., 2003). There are at least eleven independent FA complementation groups (A, B, C,
D1, D2, E, F, G, I, J, L) each connected with a distinct disease gene (Levitus et al.,
2004). All these genes but FANCJ have been cloned and characterized. The FA proteins
FANC-A, C, E, F, G, and L, assemble in a nuclear complex (FA complex), which is
required, in concert with BRCA1, for FANCD?2 activation via monoubiquitination at the
residue K561 in response to DNA damage or during S-phase (Garcia-Higuera et al.,
2001; Taniguchi et al., 2002). FANCL is most probably the monoubiquitin ligase that
activates FANCD?2 (Meetei et al., 2003a,b).

The FANCD2 gene is thought to be a key player in the FA pathway (reviewed in
Bogliolo and Surralles, 2004). Together with FANCL, it is the only FA gene conserved
in evolution. We recently cloned and sequenced the Drosophila FANCD2 gene and
those functionally important features, such as the residue K561, are highly conserved
(Castillo et al., 2003). In addition, the FA protein complex is assembled in the absence
of FANCD?2 indicating that FANCD2 is downstream in the FA pathway (Garcia-
Higuera et al., 2001). FANCD?2 associates with the breast cancer susceptibility and the
double strand break (DSB) repair proteins BRCA1, Rad51 (Garcia-Higuera et al., 2001;
Taniguchi et al., 2002) and BRCA2 (Hussain et al., 2004; Wang et al., 2004) in DNA
damage-induced nuclear foci or during S-phase. BRCAI is in turn also involved in
FANCD?2 monoubiquitination (Garcia-Higuiera et al., 2001).

FA-D1 cells express truncated BRCA2 protein indicating that BRCA2 is a FA
gene (Howlett et al., 2002). This result is consistent with the fact that mice with

truncating mutations in BRCA2 express a FA-like phenotype (Connor et al., 1997).
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Both BRCA1 and BRCA2 interact with the recombination protein Rad51 and are
involved in DSB repair by homologous recombination (HR) (Patel et al., 1998;
Venkitaraman, 2003). Repair by HR predominates during S/G2 phase of the cell cycle
when sister chromatids, the preferred substrate for error-free exchange, are present. The
fact that FANCD?2 forms nuclear foci with BRCA1 and Rad51 during S-phase, suggests
that the FA/BRCA pathway is involved in HR repair of DSB during S-phase (Taniguchi
et al.,, 2002a; D’Andrea, 2003; D’Andrea and Grompe, 2003). Indeed, a number of
recent publications suggest that FANCD2 participate in the recovery of stalled
replication forks (Andreassen et al., 2004; Pichierri et al., 2004; Rothfuss and Grompe,
2004; Hussain et al., 2004; Wang et al., 2004) possibly by ensuring correct replication
fork repair by homologous recombination (HR) (reviewed by Pichierri and Rosselli,
2004a). DNA interstrand cross links (ICL) halt the progression of the replicative
helicases and stop the ongoing fork probably as a result of nucleolytic attack of
unprotected ssDNA regions (McGlynn and Lloyd, 2002). ATR but not ATM is present
at stalled replication forks (Abraham, 2001; Lupardus et al., 2002; Tercero et al., 2003)
and, consistently, the ICL-activated kinase is ATR and not ATM (Pichierri and Rosselli,
2004b). Once activated, ATR phosphorylates FANCD2 probably allowing subsequent
monoubiquitination of FANCD2 (Andreassen et al., 2004). Interestingly, ATR-
mediated FANCD?2 phosphorylation in response to ICL depends on both an intact FA
complex and NBS1, the product of the gene mutated in Nijmegen breakage syndrome
(Pichierri and Rosselli, 2004) and NBS1 interacts with FANCD?2 after DNA damage
(Nakanishi et al., 2002). In turn, Rad50- Mrel1-NBS1 (RMN) foci formation after ICL
requires the FA complex (Pichierri et al., 2002). Consistent with a molecular cross talk
between ATR, NBS and the FA/BRCA pathways, not only FA cells but also NBS and

Seckle syndrome (SS) cells with a leaky splicing mutation leading to low levels of ATR
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are hypersensitive to MMC (Nakanishi et al., 2002; O’Driscoll et al., 2003) and NBS,
SS and FA patients share some clinical features. In addition, FA proteins also crosstalk
with other proteins involved in maintaining chromosome stability such as ATM and
BLM (Taniguchi et al., 2002b; Meteei et al., 2003; Pichierri et al., 2004) making an
integrated network of genome stability pathways (Surrallés et al., 2004; Venkitaraman,
2004).

Exposure to ultraviolet radiation (UVR) results in replication arrest since most of
the DNA polymerases are unable to replicate templates containing UV-induced DNA
lesions (Ward and Chen, 2001). Consistent with the above discussed role for the FA
pathway at stalled replication forks, FANCD2 becomes monoubiquitinated and forms
foci in response not only to MMC and X-rays, but also to UVR (Garcia-Higuera et al.,
2001; Pichierri et al., 2004). In order to improve our understanding of the molecular
biology of the FA/BRCA pathway, here we have studied dynamics and regulation of
FANCD?2 relocation to DNA damage in nuclei locally treated with UVR. These studies
led us to uncover that the ATR substrate histone H2AX is a novel component of the

FA/BRCA pathway downstream FANCD?2 activation.

M aterials and M ethods

General experimental design for protein relocation studies

A discrete nuclear area of human fibroblasts of diverse genetic backgrounds and under
various culture conditions was locally irradiated with UVC light by covering the cells
during irradiation with a filter with 5 um diameter pores. The site of irradiation (UV-
spot) was visualized with antibodies against cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) and
the relocation of FANCD?2 or other proteins to the site of damage was measured at

different times using specific antibodies. All the relocation experiments were repeated at
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least 3 times and 200 irradiated nuclei per time-point and experiment were analysed to

measure the percentage of UV-spots containing the protein of interest.

Cdll linesand culturing

The following human transformed fibroblasts cell lines were used in this study: MRCS5
(wild type); PD20 (FANCD2"); PD20 retrovirally corrected with pMMp-FANCD2
cDNA; PD20 transduced with pMMp-FANCD2/K561R; PD20 transduced with the
empty pMMP vector; FANCA™ transformed fibroblasts; FANCA™ retrovirally
corrected with wtFANCA c¢DNA; CAPAN-1 (BRCA2"); HCC1937 (BRCA1™);
HCC1937 corrected for BRCAI1 deficiency by microcell mediated chromosome
transfer; XP25RO (XPA™); AT-7 (ATM™) and F02/98 (ATR™). In addition we used
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from histone H2AX KO mice and wild
type genetically matched counterparts. All the cell lines were cultivated as we described

previously (Bogliolo et al., 2000; Callén et al. 2002; Surralles et al., 2002).

Local UV irradiation

The local UVC irradiation was performed essentially by the method of Volker and co-
workers (Volker et al., 2001) with some minor modifications. Briefly, cells were seeded
on 18x18 mm sterile coverslips and grown to near-confluence and, prior to irradiation,
medium was aspirated and the cells washed with PBS. The cells on the coverslips were
then covered with an isopore polycarbonate filter with pores of 5 pum diameter
(Millipore, Badford, MA, USA) and exposed to UVR from above with a Philips 15W
UV-C lamp GI15-T8. The UVC radiation dose was measured with a VLX-3W
radiometer with a CX-254 sensor (Vilber Lourmat, France). Following this procedure,
only the light passing through the pores locally irradiated a 5 um diameter area of the

nuclei. The size of the irradiated area was confirmed by confocal microscopy
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measurements (data not shown). At the density of cells and type of filter used, an
average of >70% of the cells received a local irradiation. Subsequently, the filter was
removed, fresh prewarmed medium was added back to the cells, and cells were returned

to culture conditions or immediately processed.

I mmunohistochemistry and microscopy

Cells were washed with PBS and subsequently fixed by adding PBS containing 4%
formaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis,MO,USA) for 10 min at room temperature
(RT). Cells were washed with PBS and incubated with PBS, 0.5% Triton (Sigma-
Aldrich) for 15 min at RT. In order to visualize the site of UV-irradiation, cells were
washed twice with PBS, treated with 1M HCI for 5 min at RT to denature the DNA, and
washed once with PBS. Cells were subsequently rinsed with a washing buffer (WB)
consisting of 3% bovine albumin (Sigma-Aldrich Corp) and 0.05% Tween-20 (Fluka
Chemika) in PBS, incubated with a mouse primary antibody anti CPD in a 1:200
dilution in WB for 45 min at 37° C, and washed for 15 min in WB with gentle agitation.
In experiments requiring double labelling, the primary rabbit antibodies against the
specific proteins were mixed in WB in the appropriate dilutions and incubated
simultaneously with the anti CPD antibody. The antibodies used and the corresponding
working dilutions were as follows: anti-FANCD2 (Abcam, Cambridge, UK; 1:200;
polyclonal); anti-FANCD?2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 1:200;
monoclonal) anti-yH2AX (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; 1:100). Incubation
with secondary antibodies anti-mouse Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) and anti-
rabbit Alexa Fluor 546 (Molecular Probes) diluted in WB was performed at 37° C for
20 min followed by a 15 min washing step in WB with gentle agitation. After the last

antibody labelling step, the preparations were mounted in mounting medium containing
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4’-6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) as a DNA counter stain (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Using this colour combination, nuclei were visualized in blue
colour, the site of UV irradiation in green/yellow colour, and the specific proteins in red
colour. Microscope analysis and quantification were performed in an Olympus BX-50
fluorescence microscope. Images were captured with either a laser confocal microscope
TCS 4D (Leica Microsystems GmbH, Heidelberg, Germany) or a Leica DMRB
epifluorescence microscope equipped with a DC 200 digital camera and the Leica DC
Viewer capturing software. Images were finally computer-edited using the Adobe

Photodeluxe 7.0 program.

FANCD2 immunoblotting

Cell extracts were prepared basically by the method of Tanaka and co-workers (Tanaka
et al., 1992) with some modifications. Briefly, harvested cells were washed three times
with PBS and resuspended in a buffer made of 10 mM Tris-HCI pH 7.8 and 200 mM
KCI at a cell density of 5x10” cells/ml. After the addition of an equal volume of a
second buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.8, 200 mM KCI 2 mM EDTA, 40% glycerol,
0.2% Nonidet P-40, 2 mM dithiothreitol, 0.5 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 5 pg/ml
leupeptin, 1 pg/ml pepstatin), the cell suspension was stirred for 1 h at 4° C and
centrifuged at 16,000 g for 10 min. The total protein concentration in the supernatant
was then measured using the Bio-Rad Protein Assay (Biorad Laboratories, Hercules,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. 50-100 pg of total proteins
were then loaded on a discontinuous 4-6% SDS—PAGE minigel and electrophoresed at
30 mA for 15 min followed by 15 mA for about 1 h using a Mini PROTEAN 3
electrophoretic cell (Biorad Laboratories). Proteins were electroblotted in a trans-blot

electrophoretic transfer cell (Biorad Laboratories) onto Immun-Blot PVDF membranes
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(Biorad Laboratories) in the presence of 25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol
for 1 h at 100 V. Membranes were blocked for 1 h at RT in Tris-buffered saline
containing 0.1% Tween and 2% skimmed dried milk. Membranes were incubated with
gentle agitation overnight at 4° C with monoclonal anti human FANCD?2 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 1:500). Immunocomplexes were visualized by
GAM-Immun-Star-AP Chemiluminescent Kit (Biorad Laboratories) according to the

manufacturer’s instructions.

Cytogenetic and cell viability assays for MMC sensitivity

Exponentially growing cells were allowed to attach to slides for 24h and subsequently
treated with 50nM MMC for two days. Concurrently growing cultures were left
untreated. Cells were then harvested and GIEMSA stained following standard
cytogenetic methods. A total of 20-60 well spread metaphases were scored per
treatment point and all the experiments were repeated 2-4 times. For cell
growth/viability assay, cells were seeded in 96 wells ELISA microtiter plates at a
density of 2000 cells in a final volume of 100 pl culture medium per well. The cells
were allowed to grow for 24 h and MMC was added at increasing concentrations
ranging from 0 to 1000nM for one week. Then the viability of the cells was assessed
with Cell Proliferation Kitll (XTT) (Roche, Basel, Switzerland) according to the
manufacturer’s instructions. The plates were then read with a microtiter plate ELISA
reader. A total of 48 wells per dose and cell line were measured.

Analysis of H2AX in putative FA patients

Genomic DNA was prepared using a modified salting-out technique (Miller et al.,
1988). PCR primers were H2AXfor 5’-GCGTCTGTTCTAGTGTTTGAGCCG-3’ and
H2AXrev 5’- GAAGCGGCTCAGCTCTTTCCATGAG-3’. The reaction was

conducted using Pfx DNA polymerase (Invitrogen). Reaction conditions were: Initial
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denaturation for 2 min at 94 °C; 10 cycles with denaturation for 35 s at 94 °C, annealing
for 30 s at 62 °C — 0.5 °C per cycle and elongation for 55 s at 72 °C; followed by 26
cycles using the same conditions except annealing for 30 s at 58 °C. The PCR products
were purified using the GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham).

Automated direct DNA sequencing of the PCR products was performed using ABI-
PRISM big-dye terminator chemistry (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, version 1.1). In addition to the PCR primers, two internal sequencing
primers were designed and variably used to obtain full-length sequence information:
H2AXint/for 5’-GCCCGCGACAACAAGAAGACG-3° and H2AXintrev 5’-
TGGTCTTCTTGGGCAGCAGCAC-3’. The annealing temperature for cycle
sequencing was 58 °C. Sequence acquisition was with a ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer instrument with pertinent capillaries, polymer and buffers (all Applied

Biosystems, Darmstadt, Germany).

Results

FANCD2 dynamically relocatesto UV induced DNA damage

In a first series of experiments, wild-type cells were locally irradiated with 20, 40 or 60
J/m* of UVC radiation through a filter with 5 pm-diameter pores and the locally
irradiated nuclear areas were visualized with antibodies against CPD. At the pore size
and density used, over 70% of nuclei presented an UV-spot, as shown in table 1.
FANCD2 presented a diffuse nuclear pattern in non-irradiated cells or in cells
immediately after irradiation but relocated to the site of UV-induced damage few hours
after irradiation (Fig.la). FANCD?2 relocation followed a specific and consistent

dynamic (Fig. 1b): immediately after irradiation, no FANCD2 signal was observed at
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the site of damage but the percentage of UV-spots containing FANCD2 signal
progressively increased until reaching a plateau 6h after irradiation, when 70-80% of
UV-spots presented FANCD2 signal. FANCD2 signal was present at the site of
irradiation as long as the CPD were detectable, up to 48h after irradiation (table 1). 6h
after irradiation, we observed a one-to-one correspondence between cells staining
positive for both CPD at the irradiation site and FANCD2 and no FANCD2 spots were
detected in cells without UV-spots. These results indicate that FANCD2 relocation
correlates with the presence of CPD and that once the CPD are repaired, FANCD2

disassociates from the irradiated sites

FANCD2 relocatesto UVR-induced stalled replication forksindependently of NER
It is known that UVR induces stalled replication forks (see Introduction) and therefore,
we hypothesize that FANCD2 mainly relocates to stalled replication forks. Consistent
with this notion, the pattern of UVR-induced FANCD2 relocation correlates with the
pattern of Rad51 and PCNA staining (Fig. 2a), a marker of stalled replication forks. In
order to disregard the possibility that this pattern of PCNA staining is related to the
resynthesis step of nucleotide excision repair (NER) of UVR-induced CPD, we studied
the dynamics of FANCD?2 relocation in a XPA cells completely deficient in NER. As
shown in figure 2b, FANCD2 normally relocates to UV spots even in the absence of a

functional NER.

FANCD?2 relocation to UV-spots requires FANCA, BRCA1 and FANCD?2 lysine
561
We then dissected the genetic control of FANCD?2 relocation to the site of UV-induced

damage by studying FANCD2 relocation in cells deficient in FANCA, BRCAI,

143



Anexos

BRCA2/FANCDI, and in FANCD2 deficient cells stably transduced with a FANCD2
cDNA lacking the residue of FANCD2 monoubiquitination, K561. As shown in Figure
2, FANCD?2 do not relocate in BRCA1" and FANCA™ cells, but it normally relocates
to the UV-spot in FANCA deficient cells functionally corrected by retrovirous-mediated
FANCA cDNA transduction (Fig. 3) or in BRCAI1-/- cells functionally corrected by
microcell mediated chromosome transfer (data not shown). FANCA c¢cDNA transduction
in FANCA deficient cells resulted in the recovery of MMC resistance, FANCD?2
monoubiquitination and chromosome stability after DEB treatment (data not shown). In
addition, FANCD2 K561 is required for FANCD2 relocation as FANCD2 does not
relocate in the FANCD2-/- cell line retrovirally transduced with the FANCD2 K561R
cDNA (Fig. 3). FANCD2 normally relocates to UV-spots in FANCD2 deficient cells
functionally corrected with the wild-type FANCD2 cDNA by retroviral transduction
(data not shown). Similarly, FANCD2 normally relocates to UV-spots in cells deficient
in BRCA2/FANCDI indicating that BRCA2/FANCDI is not required for normal
FANCD2 relocation to the site of UVR induced damage (Fig. 3). Thus, all the
components required to activate FANCD?2 in response to DNA crosslinks (FANCA as
key component of the FA core complex, BRCAI1, and K561 of FANCD?2; Garcia-

Higuera et al. 2001) are also required for FANCD?2 relocation in response to UVR.

FANCD2 relocation after UVR correlates with FANCD2 phosphorylation and
monoubiquitination

Our results suggest that FANCD?2 relocates to the site of UVR-induced damage only
after highly regulated monoubiquitination of FANCD2. We challenge this statement by
checking whether the dynamics of FANCD2 posttranslational modifications coincides

with the dynamics of its relocation to the site of damage. As seen in figure 4a, the short
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and the long (monoubiquitinated) FANCD2 isoforms appear not immediately but
between 1 and 3 hours after UVR. A double band shift upwards was observed when the
two isoforms were induced (Fig. 4a). This band shift of the two isoforms was sensitive
to A-phosphatase treatment suggesting FANCD2 phosphorylation. Thus FANCD2
phosphorylation is coupled in time with FANCD2 monoubiquitination after UVR.

ATR but not ATM is required for UVR-induced FANCD2 activation and
relocation

We then checked the requirement of the DNA damage response kinases ATR and ATM
in FANCD?2 relocation after UVR. As shown in figure 5a, FANCD?2 relocation is
greatly impaired, although not completely abolished, in SS cells deficient in ATR but
normal in ATM cells. This little FANCD2 relocation (<10%) detected in SS cells is
consistent with the fact that these cells bear a leaky splicing mutation in ATR leaving
some residual (<10%) kinase activity (O’Driscoll et al., 2003). It is known that UVC
induces ATR kinase activity at stalled replication forks, and recent results with MMC
show that FANCD2 phosphorylation and monoubiquitination are greatly impaired in SS
(Andreassen et al., 2004). Thus, stalled replication forks at the site of irradiation once
the cell enters in S-phase, is probably the signal that activates the FA/BRCA pathway

via ATR-mediated FANCD?2 phosphorylation, 1 to 3h after UVR-radiation.

Histone H2AX isrequired for FANCD2 relocation but not for FANCD?2 activation

ATR inactivation leads to the inhibition of histone H2AX phosphorylation and
phosphorylated H2AX (YH2AX) foci formation upon treatment with hydroxyurea (HU)
or UVR, suggesting that H2AX is phosphorilated by ATR in response to replication
blocks (Ward and Chen, 2001). Conversely, ATM is not required for H2AX

phosphorylation following UVR or HU replication block (Ward and Chen, 2001). Many
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components of the DNA damage response including BRCA 1, the MRN complex,
53BP1, MDC1 and Rad51 form foci that colocalize with pre-existing YH2AX foci
(Fernandez-Capetillo et al., 2004). Therefore we checked whether H2AX is required for
FANCD?2 relocation after UVR. As shown in figure 6a, FANCD2 does not relocate to
the site of UVR-induced damage in H2AX"" MEF. However, normal FANCD2
relocation was observed in genetically matched wt MEF, indicating a critical role for
H2AX in FANCD?2 relocation. A possible explanation is that H2AX is required for
FANCD?2 activation by monoubiquitination. However, we disregarded this possibility,
as FANCD?2 is normally monoubiquitinated in response to UVR even in the absence of
H2AX (figure 6b). Thus, FANCD2 monoubiquitination and, therefore, ATR, the FA
complex, BRCA1 and K561 of FANCD2, are necessary but not sufficient for FANCD?2

relocation to the site of UVR-induced damage.

Equal dynamics of FANCD2 relocation and histone H2AX phosphorylation

It is known that histone H2AX is rapidly (within minutes) phosphorylated in the
chromatin surrounding a DSB (Rogakou et al., 1998) or at UVR-induced stalled
replication forks at its serine 139 residue present within its conserved C-ter tail. In
addition ATR is the kinase that phosphorylates H2AX in response to UVR-induced
stalled replication forks (Ward and Chen, 2001; Shiloh, 2001). As YH2AX is required
for the accumulation of several DNA repair/damage response factors (reviewed by
Fernandez-Capetillo et al., 2004), it seems logical to hypothesize that FANCD2 also
requires prior phosphorylation of H2AX to accumulate at the site of UV irradiation. We
challenge this model by comparing the dynamics of FANCD?2 relocation and H2AX
phosphorylation at the site of local irradiation using antibodies specific for H2AX

phosphorylated at serine 139. Interestingly, the dynamics of FANCD?2 relocation is
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identical to the dynamics of H2AX phosphorylation at the site of damage (figure 7a,b)

indicating that H2AX phosphorylation and FANCD?2 relocation are synchronized.

Histone H2AX phosphorylation isreduced in Seckle syndromes cells

We next checked whether H2AX phosphorylation is partly impaired in SS cells. As
shown in figure 8, the level of H2AX phosphorylation at the site of UV irradiation is
greatly reduced in SS cells expressing low levels of functional ATR. As previously
mentioned, ATR phosphorylates H2AX at stalled replication forks, thus further
supporting the notion that stalled replication forks are the initiating signal for ATR-
mediated H2AX phosphorylation and subsequent FANCD?2 relocation to the irradiated

site.

H2AX ™ cells have a FA-like cellular phenotype

FA cells are phenotypically characterized by an increased sensitivity to the chromosome
breaking ability of DNA crosslinkers such as MMC. In fact, the final diagnostic
confirmation of FA is an excess of chromatid type aberrations such as radial figures
after treating the patients’ cells with crosslinking agents. Our data on the requirement of
YH2AX for FANCD?2 relocation but not for FANCD2 monoubiquitination strongly
suggest that H2AX is a novel component of the FA/BRCA pathway downstream
FANCD2. Consistently, H2AX” MEF have a an excess of chromatid type aberrations,
including radial figures, after MMC treatment compared to genetically matched wild
type MEF (Fig. 9a,b,c). In addition, H2AX”" MEF are hypersensitive to the cytotoxic
effects of MMC (Fig. 9d), another hallmark of FA. Thus, all avenues lead to the

conclusion that H2AX™™ MEF have a FA-like cellular phenotype suggesting that H2AX
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is a candidate FA gene dowstream FANCD2 monoubiquitination different from FANCJ

as FANC]J is not H2AX (Joenje personal communication).

Analysisof H2AX in candidate FA patients

In order to determine whether H2AX mutations lead to FA in humans, we analysed
H2AX in 11 putative patients of unassigned group after subtyping 436 FA patients. In
these 11 patients all genes upstream D2 ubiquitination, FANCD2, and BRCA2 where
previously disregarded using a combination of retroviral subtyping, FANCD2 and
BRCA2 immunoblotting, DNA sequencing and MMC-induced Rad51 foci formation
(data not shown). These patients therefore have mutations in a yet uncloned FA gene
dowstream D2 ubiquitination. H2AX immunoblotting revealed that all 11 patients have
H2AX band at the expected size (Figure 10). We detected some heterogeneity in the
intensity of the H2AX bands but it was not reproducible in repeated western blots and it
was also found in control samples. Full length DNA sequencing of H2AX in all 11

samples confirmed that no H2AX mutations were present in these patients.

Discussion

Understanding the role of the FA/BRCA pathway is essential not only for finding a cure
for the disease but also for the general population as the FA pathway is a central node in
a complex network of tumour suppressor and genome stability pathways (Surralles et al.
2004; Venkitaraman, 2004). However, the downstream function/s of the FA proteins
is/are still a mystery. Here we have focussed our attention into the functional
requirements of FANCD2, a key protein of this pathway as it is placed at the
convergence point between ATM, ATR, BRCA1, BRCA2/FANCDI1, NBS1, Rad51 and

the rest of the upstream FA proteins. In the present investigation, human or mouse
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fibroblasts with different genetic backgrounds and under various culture conditions
were locally irradiated with UVR and the relocation of FANCD?2 and other proteins to
the site of damage was measured at different times after irradiation. This approach
resulted to be a practical and versatile functional assay for the FA/BRCA pathway as
only when all the up-stream components of this pathway are fully functional, FANCD2
does normally relocate to the site of damage. Thus, we provide direct evidences for a
highly regulated role of the FA/BRCA pathway in response not only to ICL but also to
UVR. The fact that FANCD2 deficient cells are only 10-20% more sensitive to UVC
than corrected counterparts (Kalb et al., 2004; data not shown) can be explained by the
fact that NER normally eliminates UVR-induced lesions in FA cells, thus preventing
replication fork collapse and subsequent FA pathway activation. Consistent with this
notion, FANCD2 relocates even faster and more in NER deficient XPA cells (Figure
2b). Considering that the FA pathway is involved in apoptosis (Bogliolo et al., 2002),
another non-exclusive possibility is that the FA pathway is required for UVR-induced
apoptosis and, therefore, that FA cells keep on dividing even in the presence of UVR-
induced replication blocking lesions.

As previously reported for DNA crosslinkers (Andreassen et al., 2004, Pichierri
and Rosselli, 2004), ATR is also required for FANCD2 phosphorylation, ubiquitination
and subsequent relocation to the site of UVR-induced damage. Our results are
consistent with the notion that UVR stalled replication forks induce ATR-mediated
FANCD2 phosphorylation and that this initial posttranslational modification promotes
subsequent monoubiquitination. This is supported by several lines of evidence: (i) the
ATR kinase activity is known to be activated after UVR-induced stalled replication
forks (Shiloh, 2001); (i1)) ATR has no ubiquitin-ligase activity; and (ii) lack of FANCD?2

phosphorylation prevents FANCD2 monoubiquitination (Andreassen et al., 2004). An
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interesting possibility is that ATR phosphorylation induces a conformational change in
FANCD?2 allowing further monoubiquitination by FANCL as part of the FA core
complex. Consistent with this notion, the ATR-phosphorylation site of FANCD?2 is
proximal to its monoubiquitination site (Andreassen et al., 2004). Alternatively, ATR
could phosphorylate FA complex proteins or other substrates that once phosphorylated
are required for FANCD2 monoubiquitination (Andreassen et al., 2004).

Here we showed that the ATR substrate H2AX is not involved in FANCD2
ubiquitination in response to UVR. However H2AX is strictly required for proper
relocation of active FANCD?2 to the site of damage. Thus, FANCD2 phosphorylation
and monoubiquitination are necessary but not sufficient for FANCD2 relocation to the
site of damage. Our observations suggest that (i) FANCD2 relocates to UVR spots in
concert with H2AX phosphorylation and (ii) that ATR is required for proper H2AX
phosphorylation, suggest that ATR mediated phosphorylation of H2AX at stalled
replication forks is the final requirement for ub-FANCD?2 relocation. Consistent with
this final requirement, H2AX deficient cells have a FA-like cellular phenotype. Thus,
the data reported here and previously published studies could be integrated in the
following model: UVR induces CPD that block replication forks once the cell enters S-
phase. The stalled replication forks activate ATR, which will then phosphorylate both
FANCD2 and H2AX. Phosphorylated FANCD?2 is then monoubiquitinated at K561 by
FANCL in concert with the rest of the FA complex and BRCAT1. Phosphorylated H2AX
then allows accumulation or retention of active FANCD2 to chromatin at the site of
stalled replication forks. Once the CPD are repaired, no signal for ATR activation is
present, leading to inactivation of the FA pathway and, therefore, to no further
recruitment of FANCD?2 to the site of damage. Another possibility is that a modification

of chromatin structure at the site of irradiation mediated by yH2AX allows the
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accumulation at the damaged site and subsequent interaction of FANCD2, ATR and the
rest of the upstream components of the FA/BRCA pathway. However, our observation
that FANCD?2 is normally activated in the absence of H2AX is against this second

possibility.

The role of H2AX in genome stability is controversial. YH2AX has been reported to be
essential for the recruitment of repair/DNA damage response proteins to the site of
DNA damage (Paull et al., 2000) or replication break sites (Furuta et al., 2003).
However, it is dispensable for the initial recognition of DNA breaks suggesting that is
more involved in the retention or accumulation of repair factors than in the actual
recruitment (Celeste et al., 2003; Fernandez-Capetillo et al., 2003). YH2AX may keep
the broken chromosome ends tethered together or prevent the premature separation of
chromosome ends as a safeguard against exchanges (Bassing and Alt, 2004; Fernandez-
Capetillo et al., 2004). YH2AX is not essential for NHEJ or HR in mammalian cells but,
resembling the FA pathway (Bogliolo and Surralles, 2004), it does appear to modulate
both pathways probably because it increases the likelihood of assembling a functional
repair complex or prevents the premature separation of chromosome ends by
reorganizing the chromatin structure surrounding the DSB (Fernandez-Capetillo et al.,
2004). Many components of the DNA damage response including BRCA 1, MRN
complex, 53BP1, MDC1 and Rad51 form foci that colocalize with preexisting YH2AX
foci. It is known that FANCD2 binds to chromatin once activated by DNA damage and
that FANCD2-UD then recruits BRCA2 into chromatin complexes suggesting that the
FA/BRCA pathway and FANCD2-Ub function to load BRCA2 on to chromatin, a
process required for normal homology-directed DNA repair (Wang et al., 2004). It is

well possible that yH2AX is the master of ceremonies in this process. Thus, NBSI is
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known to physically interact with yYH2AX at the FHA/BRCT domain (Kobayashi et al.,

2002) and, in turn, NBS1 interacts with FANCD2 (Nakanishi et al., 2002).

It did not escape our notice that H2AX could be a candidate gene downstream
FANCD2 monoubiquitation. Indeed, several patients have been described with two
FANCD?2 isoforms and normal BRCA2 protein, including those already assigned to
complementation group FANCIJ. In addition, and resembling FA-/- KO mice and FA
patients, H2AX-/- KO mice are viable and exhibit defects in DNA repair, growth
defects, male sterility (small testes), modest radiosensitivity, and hypersensitivity to
MMC (Celeste et al., 2002; this study). In addition, H2AX deficiency increases tumour
susceptibility in synergisms with P53 deficiency (Celeste et al., 2003 in Cell; Bassing et
al., 2003), resembling FANCD?2 deficient mice. However, our efforts to find H2AX
mutations in putative FA patients were not fruitful. As our data provide strong evidence
that H2AX is involved in the FA/BRCA pathway downstream FANCD?2

monoubiquitination, H2AX could still be a FA gene.
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Table 1
Long term dynamics of FANCD?2 relocation to UVC-induced DNA damage after local
irradiation in wild type cells

Time after Number of UV-spots per cell % of UV-spots with FANCD2 signal

UVC (h) (mean + SD)* (mean + SD)*
0 0.73 £0.08 0.5+0.7
6 0.68 £ 0.09 85.0+8.9
12 0.54+ 0.15 88.2+3.1
24 035+ 0.11 889+ 1.5
36 0.19 £ 0.06 76.5+9.2
48 0.05+ 0.03 76.2+15.8

*mean of 3 experiments
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L egend to Figures:

Figure1:

FANCD?2 relocates to the sites of UVC radiation. Cells irradiated through a Spum-pore
filter with UVC present FANCD?2 signal at the site of damage 6h after irradiation but
not immediately after irradiation (la). FANCD2 relocates to UV-spots in a time-
dependent manner, following a specific relocation dynamics. Means and standard

deviations of 3 experiments are shown (1b).

Figure 2:

PCNA and Rad51 co-localize with FANCD?2 at the site of irradiation following the

same dynamics

Figure 3:

FANCD?2 relocation to the site of UVR-induced damage is highly regulated. FANCD?2
does not relocate to the site of UV irradiation in cells deficient in BRCA1, FANCA or
in FANCD2 deficient cells retrovirally transduced with a K561R-FANCD2 cDNA.
However, BRCA2 is not required for normal FANCD2 relocation. Means and standard

deviations of 3 experiments are shown.

Figure 4:
UVR induces FANCD2 phosphorylation and monoubiquitination in a time dependent
manner. Cell extracts were collected immediately or 1, 3 and 6 h after 20J/m* of UVR

radiation and incubated with and without lamda-phosphatase (Fig. 4).
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Figureb5:

FANCD?2 activation and relocation to the site of UV irradiation is mediated by ATR but
independent of ATM. ATR dependence in FANCD?2 relocation to the site of damage.
Figure 6

Relocation of monoubiquitinated FANCD2 to UV induced damage requires H2AX.
FANCD2 does not relocate in H2AX deficient MEFs (6a). H2AX is not required for

UVR-induced FANCD2 monoubiquitination (6b).

Figure7:

FANCD?2 relocation dynamics correlates with H2AX phosphorylation. UVC-irradiation
results in H2AX phosphorylation at the site of irradiation (7a) and the dynamics of
FANCD?2 phosphorylation is identical to the dynamics of FANCD?2 relocation (means
and standard deviations of 3 experiments are shown) (7b). H2AX phosphorylation site

is required for FANCD2 relocation (7c)

Figure 8:
ATR but not FANCD?2 is required for normal dynamics of H2AX phosphorylation at

the site of UV-irradiation.

Figure9:

Excess of MMC-induced chromatid type aberrations (Fig. 9a) and radials (Fig. 9b,c) in

MEF deficient in H2AX. H2AX deficient cells are hypersensitive to MMC (fig 9c¢).

Figure 10:

Normal H2AX in 11 putative FA patients
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Figure1:
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Figure 2:
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Figure3
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Figure 4:
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Figure5:
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Figure 6
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Figure7:
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Figure8:
1
Iy
i
zh.- ; *
ful *
= 1
= |
i" ! " i
EI . +
# = ' =i
" Fai} o
"
] 1 ] ]

171



Anexos

Figure9:
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Figure 10
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1)

TRF2 FANCD?2 COMBINADA

Colocalizacion de TRF2 y FANCD2 en células ALT (KB319), comparado con

células con telomerasa (MRC5), mediante analisis inmunohistoquimico.

KB319

N .

2)
100 _
& TRF2
o B Fancoz
20
3 70
g
& 80
5 N—
£ =50
- T
S 40 1
i A T
§ a0 I
&
20
10
]
Celboycle phase 51 Early 5 Late 5 520
W &2 cells 0% 1% 48% F 3%

La colocalizacibn de FANCD2 con TRF2 es dependiente del ciclo y esta

correlacionada positivamente con el aumento de células en fase G2.
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3)

KB319 MRC5
IP FANCD2 TRF2 FANCD2 TRF2

FANCD2

El analisis de FANCD2 por western blot tras inmunoprecipitar con TRF2 o
FANCD2 en lineas ALT o con telomerasa, nos muestra que FANCD2
Gnicamente coinmunoprecipita con TRF2 en el caso de las células ALT (linea
2).
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AC/

CcODIGO SEXO ETNIA 100 CEL. % CEL. AB. % CEL. MULTIAB. AC/CEL. AC/CEL. AB.

DIAGNOSTICO

-DEB +DEB -DEB +DEB -DEB +DEB -DEB ‘ +DEB -DEB +DEB

FA 1 M Caucasica 8 4 8 4 0 0 0,08 0,04 1 1 NO FANCONI

FA 5 F Caucaésica 4 66 4 20 0 6 0,04 0,6 1 3,13 MOSAICO
FA 13 M Caucasica 24 500 24 88 0 72 0,24 5 1 5,6 FANCONI
FA 27 M Caucasica 20 460 12 88 4 80 0,2 4,6 1,6 5,22 FANCONI
FA 47 M Caucasica 56 254 32 78 8 60 0,56 2,54 1,75 3,25 FANCONI
FA 48 F Caucasica 212 68 50 2,12 3,11 FANCONI
FA 49 M Caucasica 16 48 12 36 0 5 0,16 0,48 1,3 1,3 .?

FA 50 M Caucésica 20 112 20 50 0 22 0,20 1,12 1 2,24 FANCONI
FA 52 M Caucasica 28 124 24 26 4 18 0,28 1,24 1,16 4,76 MOSAICO
FA 55 M Gitana 0 244 4 0 77,7 0 55,5 0 2,44 0 3,14 FANCONI
FA 56 F Caucasica 12 338 8 70 0 50 0,12 3,38 1,5 4,8 FANCONI
FA 58 F Caucésica 16 960 16 100 0 100 0,16 9,6 1 9,6 FANCONI
FA 59 F Caucésica 32 680 16 76 8 76 0,32 6,8 2 8,9 FANCONI
FA 62 F Caucasica 220 1212 64 100 44 100 2,2 12,12 3,43 12,12 FANCONI
FA 66 M Caucasica 8 14 8 10 0 4 0,08 0,14 1 1,4 NO FANCONI
FA 69 M Caucasica 52 332 32 84 8 76 0,52 3,32 1,62 3,9 FANCONI
FA 70 M Caucésica 4 178 4 50 0 30 0,04 1,78 1 3,56 FANCONI
FA 71 M Caucasica 12 310 12 76 0 54 0,12 3,1 1 4,07 FANCONI
FA 72 F Caucasica 44 484 24 100 8 76 0,44 4,84 1,83 6,3 FANCONI
FA 74 M Caucasica 0 138 0 52 0 26 0 1,38 0 2,6 FANCONI
FA 75 F Caucasica 40 412 24 80 4 64 0,4 4,12 1,62 5,15 FANCONI
FA 77 F Caucasica 4 2 4 2 0 0 0,04 0,02 1 1 NO FANCONI
FA 78 F Caucésica 12 150 8 32 4 20 0,12 1,5 1,5 4,6 MOSAICO
FA 79 M Caucasica 12 8 4 0,12 1,5 NO FANCONI
FA 81 M Caucasica 0 8 0 8 0 0 0 0,08 0 1 NO FANCONI
FA 82 F Caucésica 16 236 12 64 4 48 0,16 2,36 1,3 3,68 FANCONI
FA 83 F Caucasica 8 0 4 0 4 0 0,08 0 2 0 NO FANCONI
FA 84 F Caucésica 28 548 20 84 8 56 0,28 5,48 1,4 6,52 FANCONI
FA 88 F Caucasica 44 376 32 90 0 64 0,44 3,76 1 4,17 FANCONI
FA 89 F Caucasica 4 6 4 6 0 0 0,04 0,06 1 1 NO FANCONI
FA 90 F Caucasica 5 104 5 14,6 0 10,6 0,05 1,04 1 7,12 MOSAICO
FA 91 M Caucasica 36 380 16 70 12 70 0,36 3,80 2,25 5,40 FANCONI
FA 92 F Caucasica 4 10 4 10 0 0 0,04 0,1 1 1 NO FANCONI
FA 94 F Caucésica 0 210 0 36 0 28 0 2,1 0 5,83 MOSAICO
FA 102 F Caucésica 12 532 8 97 4 80 0,12 5,32 1,5 5,48 FANCONI
FA 103 M Gitana 16 780 16 95 0 95 0,16 7,8 1 8,2 FANCONI
FA 104 F Caucasica 20 444 16 92 4 76 0,2 4,4 1,25 4,82 FANCONI
FA 105 F Caucasica 16 296 12 72 0 48 0,16 2,96 1,3 4,1 FANCONI




FA 106 M Caucasica 12 280 8 64 4 46 0,12 2,48 1,5 4,37 FANCONI
FA 108 F Gitana 12 176 12 68 0 44 0,12 1,70 1 2,5 FANCONI
FA 109 F Gitana 96 372 48 94 28 76 0,96 3,72 2 3,95 FANCONI
FA 110 F Caucasica 16 256 16 64 0 52 0,16 2,56 1 4 FANCONI
FA 111 F Caucasica 8 2 8 2 0 0 0,08 0,02 1 1 NO FANCONI
FA 114 F Caucasica 4 4 0 0,04 1 NO FANCONI
FA 116 M Caucasica 12 940 12 100 0 90 0,12 9,4 1 9,4 FANCONI
FA 121 M Caucasica 12 60 12 18 0 12 0,12 0,6 1 3,33 MOSAICO
FA 122 F Gitana 60 666 36 79 12 75 0,6 6,6 1,6 8,4 FANCONI
FA 123 M Gitana 12 318 8 80 4 62 0,12 3,18 1,5 3,97 FANCONI
FA 124 F Caucasica 0 90 0 26 0 14 0 0,9 0 3,46 MOSAICO
FA 125 F Caucasica 0 38 0 10 0 6 0 0,38 0 3,8 MOSAICO
FA 126 M Caucasica 4 423 4 69,2 0 53,8 0,04 4,23 1 6,11 FANCONI
FA 136 M Caucasica 60 1000 36 100 12 83,3 0,6 10 1,6 10 FANCONI
FA 142 F Caucasica 4 4 0 0,04 1 NO FANCONI
FA 144 F Caucasica 0 12 0 10 0 2 0 0,12 0 1,2 NO FANCONI
FA 145 F Caucasica 24 378 20 82 0 60 0,24 3,78 1,2 4,60 FANCONI
FA 148 F Caucasica 4 4 0 0,04 1 NO FANCONI
FA 149 M Caucasica 0 4 0 4 0 0 0 0,04 0 1 NO FANCONI
FA 153 M Caucasica 112 32 20 1,12 3,5 MOSAICO
FA 154 F Caucasica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NO FANCONI
FA 155 M Caucasica 20 170 8 58 8 36 0,2 17 2,5 2,9 FANCONI
FA 156 F Caucasica 4 4 0 0,04 1 NO FANCONI
FA 157 F Caucasica 16 88 12 36 0 16 0,16 0,88 1,3 2,4 MOSAICO
FA 158 M Caucasica 12 106 8 38 4 20 0,12 1,06 1,5 2,78 MOSAICO
FA 160 F Caucasica 4 12 4 10 0 2 0,04 0,12 1 1,2 NO FANCONI
FA 161 F Caucasica 6 4 0 0,06 15 NO FANCONI
FA 162 M Caucasica 0 4 0 4 0 0 0 0,04 0 1 NO FANCONI
FA 163 F Gitana 16 106 16 44 0 16 0,16 1,06 1 2,4 FANCONI
FA 164 M Caucasica 28 580 20 92 8 80 0,28 5,80 1,4 6,3 FANCONI
FA 166 F Caucasica 84 440 40 80 16 68 0,84 4,4 2,1 5,5 FANCONI
FA 167 F Caucasica 20 16 4 0,2 1,25 NO FANCONI
FA 178 M Caucasica 8 504 4 97 4 91 0,08 5,04 2 51 FANCONI
FA 169 M Caucasica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NO FANCONI
FA 170 M Caucasica 4 140 4 64 0 24 0,04 1,4 1 2,18 FANCONI
FA 171 M Caucasica 6,6 10 6,6 8 0 2 0,06 0,1 1 1,25 NO FANCONI
FA 173 M Caucasica 0 8 0 4 0 8 0 0,08 0 2 NO FANCONI
FA 174 F Caucasica 4 4 0 0,04 1 NO FANCONI
FA 185 M Caucasica 6 6 0 0,06 1 NO FANCONI

AC, Aberraciones cromosémicas; AB, aberrante
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,_\
S
S

©
S

«©
S

70

60

50

%

30

20

FANCONI sin DEB (n=975)

18,76% células aberrantes
5,9% cél. multiaberrantes
0,27 roturas/ célula

1,51 roturas/ cél. aberrante

Frecuencia relativa (% células)

=
1=}
S

©
S

=3
S

70

60

50

40

30

20

FANCONI con DEB (n=1416)

71,1% células aberrantes
56% cél. multiaberrantes
4,27 roturas/ célula

5,14 roturas/ cél. aberrante

10
1 2 3 4 5 6 7 >7 0 1 2 3 4 5 6 7 >7
Roturas por célula Roturas por célula

MOSAICOS sin DEB (n=295) MOSAICOS con DEB (n=525)

Frecuencia relativa (% células)

6,5% células aberrantes
1,3% cél. multiaberrantes
0,07 roturas/ célula

1,2 roturas/ cél. aberrante

Frecuencia relativa (% células)

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

26% células aberrantes
15,3% cél. multiaberrantes
0,96 roturas/ célula

3,74 roturas/ cél. aberrante

I:l Em—— 0 D o e e——e——e—— e[ ]
1 2 3 4 5 6 7 >7 0 1 2 3 4 5 6 7 >7
Roturas por célula Roturas por célula

NO FANCONI sin DEB (n=590) NO FANCONI con DEB (n=1486)

Frecuencia relativa (% células)

3% células aberrantes
0,16% cél. multiaberrantes
0,02 roturas/ célula

1,06 roturas/ cél aberrante

Frecuencia relativa (% células)

3 4 5 6 7 >7

Roturas por célula

178

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

4. 7% células aberrantes
0,6% cél. multiaberrantes
0,05 roturas/ célula

1,1 roturas/ cél. aberrante

3 4 5 6 7 >7

Roturas por célula




Anexos

1. Subtipaje mediante trasfeccion retroviral:

Supervivencia celular %

MMC (nM.-) |

2. Analisis de FANCD2 mediante western blot

FANCA-/- FD20+ECTOR FA 104 FATD
PD20+HANCDZ2 FO0 FA B2 FABY FA 75

La ausencia de proteina FANCD2 en los carriles correspondientes a los
pacientes FA 70 y FA 78 indica que ambos pertenecen al grupo de
complementacion FA-D2.

Los pacientes FA 62, FA 104 y FA 69 no poseen mutaciones en el gen
FANCD2 o en algun gen del complejo, por lo que se hacen necesarios otros
estudios.

3. Estudio del historial familiar de cancer de los pacientes FA 62, 104y 69

FA 69 y 104: No se ha descrito ningun caso de cancer en estas dos familias
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TERYY

0 11 12 13 1-1 15 16 19 20

L} FT) FO?)
1 2 i 4 5

I2: Fallecido, cdncer desconocido
I3: Fallecido, cancer desconocido
I5: Fallecido, cancer de estobmago (56 afios)
16: Fallecido, cancer desconocido
I7: Fallecido, cdncer desconocido
113: Vivo, cancer de piel y tumores locales en la ingle (86 afios, primer cancer
diagnosticado a la edad de 78)
120: Fallecido, diagndstico de tuberculosis, pero podria tratarse de cancer
(muri6 con 20-30 afios)
[13: Vivo, cancer de vejiga (58 afios, diagnosticado a la edad de 52)
[17: Fallecido, cancer de estbmago

[19: Vivo, cancer de pecho bilateral (62 afios, diagnosticado a la edad de 55)
IV1: Fallecido, Fanconi anemia. Causa de la muerte, tumor de Wilms (1 afio)

4. Anélisis de lainduccién de focos de RAD51 tras el tratamiento con ICLs

-MMC....
+MMC....

FA 69 FA 104 FA 62

En los linfocitos del paciente FA 62 no se induce la formacion de focos de
RADS5L1 tras el tratamiento con MMC, propio de mutaciones en BRCA2.
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5. Western blot de BRCA2

WT FA62 FAG69 FA104

Ll

BRCA2 —> sl - .

6. Analisis por western blot de otros candidatos en los pacientes FA 69y
FA 104

SNM1A
XPF
ERCC1
RAD54L
RADS1A
RAD51B
RAD51C
RAD51D
XRCC2
XRCC3
EMSY
H2AX
SCC1...
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® Mutacion puntual

B Mutacion de splicing
A Microdelecién

v Microinsercion

— Delecion

Esquema del gen FANCA en el que se representan las mutaciones halladas hasta la fecha en los pacientes FA espafioles
analizados.
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