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INTRODUCCION

** Uno de los objetivos mas importantes en el uso de
radiaciones es el control de la respuesta del ADN en células
sanas y tumorales.

*» Entre los efectos de la radiacion destacan, por su importancia
bioldgica, las roturas dobles de cadena (DSBs) en el ADN. Si
éstas quedan sin reparar conducen a mutaciones,
aberraciones cromosomicas, transformacion/muerte celular.

% En este aspecto, la relacion entre las DSBs, su reparacion y
la accion y deteccion de la histona H2Ax adquiere gran
Importancia.



HISTONA H2AX

Una de las mdultiples variantes
de la histona H2A.

http://www.nature.com/nrc/journal/v1/n3/fig_tab/nrc1201-194a F1.htmi

Se fosforila ante roturas dobles de cadena
(DSBs) por distintas rutas:

. ATR

DNA-PK

La fosforilacion se da en la posicion Serl39, '
alrededor de las roturas dobles de cadena.



La yH2AX es un punto de atraccion para muchos
componentes de la respuesta frente a roturas dobles
de cadena del ADN (MDC1, MBS1...)!

L

Media la translocacion de p53 al foci
radioinducido 2.

H2AX protege la integridad del genoma frente a la '
carcinogénesis y su defosforilacion se asocia a una
mayor supervivencia celular.
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METODOS DE DETECCION

20 min
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» Citometria de flujo:
= Alta sensibilidad

= Relacion directa yH2Ax-contenido celular de DNA
= Permite analizar la variabilidad intercelular :

» Inmunocitoquimica:

= Sensibilidad mucho mayor
= Menor dificultad de manejo
» Cada foco es una rotura doble de cadena.
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Images: Xuan Huang et al. Cytometric assessment of DNA damage in relation to cell cycle phase and apoptosis. Cell Prolif. 2005
August; 38(4): 223-243. Available in: PMC 2006 February 3




LA RESPUESTA CELULAR A LA RADIACION
VARIA CON EL CICLO CELULAR

Variaciones de
radiosensibilidad:
G2/M> G1> S

La mayor induccion de yH2AX
ocurre en fase S:
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James E. Cleaver. yH2AX: Biomarker of Damage or Funtional Participant in DNA Repair “All that
Glitters Is not Gold”. Photochemistry and Photobiology, 2011,87: 1230-1239



Aigualdad de dosis de radiacion se forma mas H2AX fosforilada en fase S
que en G1y G2/M.

Esto ha sido probado empleando luz UV y
radiacion X (Macphail et al. 2003a).
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Xuan Huang et al. Cytometric assessment of DNA damage in relation to cell cycle phase and
apoptosis. Cell Prolif. 2005 August; 38(4): 223-243. Available in: PMC 2006 February 3



vH2AX PROGRAMADA O
INTRINSECA

H2AX se fosforila no solo en respuesta a lesiones en el DNA causadas por
factores genotoxicos externos, sino que también existe una fosforilacion
intrinseca que depende de?:

» Ciclo celular: fase S
» Tipo celular
* Induccion de apoptosis

vH2AX IF

Niveles variables de expresion de yH2AX “programada” en distintos tipos celulares.
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Xuan Huang et al. Cytometric assessment of DNA damage in relation to cell cycle phase and apoptosis. Cell Prolif. 2005 August;

38(4): 223-243. Available in: PMC 2006 February 3



UTILIDAD DE LA yH2AX

v' La histona H2AX se fosforila en respuesta a roturas dobles de
cadena, pero la presencia de yH2AX no implica
necesariamente la existencia de estas roturas.

v’ La deteccién, mediante distintas técnicas, de yH2AX permite :

- |dentificar foci nucleares y determinar su numero y
frecuencia.

« Detectar el dafio genomico y su reparacion.
« Determinar la radiosensibilidad celular.

v' La estimacion de yH2AX es una medida sensible de la
extension del dafo del ADN tras la exposicion de la célula a
cualquier agente genotoxico (radiacion, quimioterapia...)?.



v' La fosforilacién de H2AX podria no ser un componente
Importante de la respuesta al dafno del ADN.

v' Podemos asumir que la fosforilacion de H2AX es
funcionalmente importante so6lo si sabemos que la lesion
predominante en el ADN son las roturas dobles de
cadenal.

v El hecho de que la cinética de defosforilaciéon de yH2AX
es mas lenta que la de reparacion de roturas dobles de
cadena, sugiere la implicacion de otros mecanismos en
la defosforilacion.
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