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SEMA 2005

PRESENTACION

El Grupo de Mutagénesis Ambiental de la Universidad de Oviedo, en nombre de la Sociedad
Espafiola de Mutagénesis Ambiental (SEMA), os da la bienvenida a la XIV Reunién Cientifica de la
Sociedad Espafiola de Mutagénesis Ambiental, y os expresa nuestro deseo de que durante vuestra
estancia en Oviedo todo os resulte propicio, tanto desde el punto de vista cientifico como personal.

Con esa esperanza hemos preparado el programa de nuestra reunion anual.

COMISION ORGANIZADORA

Miguel Angel Comendador Garcia. Presidente
L. Maria Sierra Zapico. Secretaria

José Antonio Ferreiro Rios. Tesorero

Lydia Alvarez Ferndndez. Vocal

Esther Uriol Egido. Vocal

Ignacio Sancho Martinez. Vocal

Leticia Aguado Ortiz. Vocal

Ana Pérez Garcia. Vocal

Olaya Alvarez Valles. Vocal

COMITE CIENTIFICO

Encarna Alejandre Durdn. Universidad de Cérdoba

Isabel Arrieta Séez. Universidad del Pais Vasco

Miguel Angel Comendador. Universidad de Oviedo

Amadeu Creus Capdevila. Universidad Auténoma de Barcelona

Ricard Marcos Dauder. Universidad Auténoma de Barcelona

Eduardo de la Pefia de Torres. CSIC Centro de Ciencias Medioambientales
Joaquin Pifiero Bustamante. Universidad de Sevilla

Carmen Pueyo de la Cuesta. Universidad de Cérdoba

Luisa Maria Sierra Zapico. Universidad de Oviedo

Jordi Surrallés Calonge. Universidad Auténoma de Barcelona
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ENTIDADES Y ORGANISMOS COLABORADORES

Vicerrectorado de Investigacion y Relaciones con la Empresa. Universidad de Oviedo
Consejeria de Educacién. Principado de Asturias

Vicerrectorado de Extensidn Universitaria. Universidad de Oviedo

Sociedad Espafiola de Mutagénesis Ambiental

Caja Espafia de Ahorros e Inversiones

Asociacion Espafiola de Toxicologia (AETOX)

Red Espafiola de Métodos Alternativos a la Experimentacién Animal (REMA)
DISMED, S.A.

IZASA, SA.

SEDE DE LA REUNION

Salén de Grados de la Facultad de Biologia
C/ Catedratico Rodrigo Uria s/n

Campus del Cristo B

33006 Oviedo
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PROGRAMA

Miércoles 20

11.00-12.00

12.00-12.30

12.30-14.00

14.00- 15.30

15.30- 17.00

15.30- 15.50

15.50-16.10

16.10- 16.30

16.30- 17.10

16.30- 16.50

SEMA 2005

Entrega de documentacion
Inauguracion oficial del Congreso

CONFERENCIA INVITADA
Moderador: Dr. Miguel Angel Comendador. Universidad de Oviedo

“Genética y biologia molecular de la Anemia de Fanconi: funciones duales de la
ruta Fanconi/BRCA"

Surrallés J., Bogliolo M., Callén E., Cappelli E., Castella M., Creus A., Lyakhovich A,

Marcos R., Ramirez M.J.
Universidad Autdnoma de Barcelona

Comida

SESION 1: Biomonitorizacion de poblaciones expuestas
Moderador:  Dra. L. Maria Sierra
Dr. Ricard Marcos

“Frecuencia de intercambios entre cromatidas hermanas en individuos
infectados por Helicobacter pylori

Sudrez S., Sueiro R.A., Garrido J., Pardifias M.C., Menéndez M.D. y Alvarez A.
Universidad de Santiago de Compostela

"Los SCE como marcadores de genotoxicidad de farmacos antihipertensivos:
estudios /n vivo en pacientes hipertensos antes y después de iniciado el
tratamiento farmacolégico”

Ramirez J.M., Joven A., Télez M., Pefiagarikano O., Valverde L., Flores P., Ugarte C.,
Arrieta L.

Universidad del Pais Vasco y Servicio Vasco de Salud Osakidetza.

"Determinacion de la posible capacidad genotéxica de fdrmacos
antihipertensivos /n vivo: andlisis de MN en pacientes antes y después de
iniciado el tratamiento farmacolégico”

Joven A., Ramirez J.M., Télez M., Pefiagarikano O., Valverde L., Flores P., Ugarte C.,
Arrieta L.

Universidad del Pais Vasco y Servicio Vasco de Salud Osakidetza.

SESION 2: Polimorfismos genéticos y riesgo
Moderador: Dra. Maite Rolddn
Dr. Eduardo de la Pefia

“Susceptibilidad al cancer de tiroides ligada a la region 1p13.1"



16.50-17.10

17.10-17.40

17.40- 18.40

17.40- 18.00

18.00- 18.20

18.20-18.40

19.30-

Jueves 21

9.00-11.00

9.00- 9.40

9.40- 10.00

10.00- 10.20

SEMA 2005

Baida A., Gonzdlez ER., Galofré P., Marcos R., Veldzquez A.
Universidad Auténoma de Barcelona y Hospital Josep Trueta, Girona

“Caracterizacién de polimorfismos en el gen A6STO! en poblaciones de Chile y
Espafia” '

Paiva L., Herndndez A., Creus A., Marcos R.

Universidad Auténoma de Barcelona

Café
SESION 2: Continuacién
“Polimorfismos en genes de reparacién y cdncer de tiroides”

Pérez Machado 6., Herndndez A., Marcos, R.
Universidad Auténoma de Barcelona

“Variacién genotipica de los genes TP53, 6STM1 y &STTI en familias de
pacientes con tumores mdltiples”

Pérez A., Alvarez O., Diaz S., Sierra L.M., Comendador M.A., Lépez M.L., Ferreiro
J.A.

Universidad de Oviedo

“Andlisis molecular de los exones 10 y 11 de BRCAZ en familias de pacientes
con cdncer mdltiple”

Alvarez O., Pérez A., Diaz S., Comendador M.A., Sierra L.M., Lépez M.L., Ferreiro
J.A.

Universidad de Oviedo

Visita guiada por la ciudad de Oviedo

SESION 3: Reparacion del DNA: genes, niveles de expresion y mecanismos
Moderador:  Dr. Susanna Sudrez
Dr. Amadeu Creus

“Mecanismos moleculares de reparacién y tolerancia al dafio en el ADN”
Rolddn-Ariona T., Ariza R.R., Garcia-Ortiz M.V., Morales-Ruiz T., Ortega-Galisteo
A.P., Matesanz R.D., Martinez-Macias M.I, Ponferrada M.I.

Universidad de Cérdoba

“Sintesis de ADN sobre moldes imperfectos: papel de la ADN polimerasa
ATPOLK de Arabidopsis thaliand’

Garcia-Ortiz M.V., Ariza R.R. y Rolddn-Arjona T.

Universidad de Cordoba

“Identificacién y caracterizacién de la ADN polimerasa ATPOLQ de Arabidopsis
thaliand’



10.20- 10.40

10.40- 11.00

11.00-11.30

11.30- 12.30

11.30- 11.50

11.50.12.10

12.15- 13.45

13.45-15.30

15.30- 17.15

15.30- 16.10

16.10- 16.30

SEMA 2005

Matesanz R., Garcia-Ortiz M.V., Rolddn-Arjona T. y Ariza RR.
Universidad de Cérdoba

"Caracterizacion de una ADN glicosilasa que participa en la desmetilacion y
reactivacion de genes silenciados en la planta modelo Arabidopsis thaliand'
Morales-Ruiz T., Ponferrada-Marin M.I., Martinez-Macias M.I., Ariza R.R., Rolddn-
Arjona, T.

Universidad de Cordoba

"Una familia de ADN glicosilasas implicadas en el control epigenético de la
expresion génica en Arabidopsis thaliand’

Ortega-Galisteo A., Morales-Ruiz T., Martinez-Macias M.I., Ponferrada-Marin M.I.,
Garcia-Ortiz M.V., Ariza RR., Rolddn-Arjona, T.

Universidad de Cordoba

Café
SESION 3 (cont.)

"El sistema de tolerancia BTM participa en el procesamiento y/o reparacion de
los dafios inducidos por streptozotocina”

Sancho, I., Comendador, M. A., Sierra, L. M.

Universidad de Oviedo

“La longitud telomérica como factor modulador del dafio genético”
Moreno J., Castella M., Puerto S., Surrallés J., Marcos R.
Universidad Auténoma de Barcelona

CONFERENCIA INVITADA

Moderador: Dr. José Antonio Ferreiro. Universidad de Oviedo
"Chromatin remodelling and nucleotide excision repair in the yeast

Saccharomyces cerevisiae"

Waters R, Yu Y., Teng Y., Liu H., and Reed S. H.

Cardiff University
Comida

SESION 4: Inestabilidad genética y mutacion
Moderador:  Dra. Carmen Pueyo
Dr. José Antonio Ferreiro

"Drosophila: un modelo para el estudio de la inestabilidad genémica”
Ldpez A., Baida A., Akdi M., Marcos R., Veldzquez A.
Universidad Auténoma de Barcelona

"Influencia del sistema de reparacion de apareamientos erréneos en la
actividad de gemcitabina sobre la inestabilidad de microsatélites”
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Alvar‘ez, L., Comendador, M.A., Sierra, L. M.
Universidad de Oviedo

16.30- 16,50 “Una duplicacién en tdndem del gen white es responsable de los cambios
fenotipicos en dos cepas zeste' de Drosophila melanogaster”
Badal M., Portela A., Cabré O., Xamena N.
Universidad Auténoma de Barcelona

16.50- 17.10 “Efecto de la insercion del elemento transponible FB-NOF sobre la expresion
de white y de su vecino inmediato £632795"
Portela A., Badal M., Xamena N., Cabré O.
Universidad Auténoma de Barcelona

17.10-17.30  café

17.30- 19.15 SESION 5: Gendmica y dafio en el DNA
Moderador: Dra. Antonia Veldzquez
Dr. Miguel Angel Comendador

17.30- 18.00 “Biomarcadores de expresion génica en estudios medioambientales con la
especie aborigen Mus sprefus”
Pueyo C., Ruiz-Laguna J., Prieto-Alamo M.J., Lépez-Barea J., Abril N.
Universidad de Cérdoba

18.00- 18.30 “Biomarcadores de expresion proteica en estudios ambientales”
Lépez-Barea J., Alhama J., Ballesteros J., Bonilla D., Montes R., Romero A., Vioque
A.
Universidad de Cérdoba

18.30- 1850 “Patrones de expresion génica de enzimas destoxificadoras de EROS vy
metalotioneinas en raton”
Prieto-Alamo M.J., Osuna-Jiménez I., Cabrera-Luque J.M., Pueyo C.
Universidad de Cérdoba

18.50- 19.10 “Estudios de expresion génica en ratones tratados / vivo con arsénico”
Herndndez A., Creus A., Xamena N., Marcos R.
Universidad Auténoma de Barcelona

19.15-1945  Asamblea anual de la Sociedad Espariola de Mutagénesis Ambiental
20.30- Espicha

Viernes 22

9.30-1040  SESION 6: Genotoxicidad, ecogenotoxicidad y antigenotoxicidad

Moderador: Dra. Isabel Arrieta
Dr. Rafael Rodriguez Ariza



9.30- 9.50

9.50- 10.10

10.10- 10.30

10.30- 10.50

10.50- 11.10

11.10-11.40

11.40-12.30

11.40- 12.00

12.00- 12.20

12.30- 14.00

SEMA 2005

“Evaluacién mutagénica y ecotoxicolégica de muestras de residuos de
depuradora de utilidad en agronomia”

Herrero O., Ferndndez J.M., Herndndez D., Montes P., Polo A., de la Pefia E.

Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC

“Estimacién de la genotoxicidad de ciclofosfamida y metotrexato in vivo en
células somédticas de D. melanogaster, mediante la combinacion de los ensayos
del cometa y SMAR w/w™

Uriol E., Comendador M.A. y Sierra L.M.

Universidad de Oviedo

“Evaluacién genotéxica de derivados furiletilénicos y nitrofuranos utilizando el
ensayo del cometa en células linfoblastoides humanas”

Gonzdlez Borroto J., Pérez Machado 6., Creus A., Marcos R.

Universidad Auténoma de Barcelona

“Genotoxicidad de gemcitabina in vivo en Drosophila melanogaster”

Ferndndez, R., Sancho, I., Ferndndez, L.P., Uriol, E., Aguado, L., Comendador, M.A.,
Sierra, L.M.

Universidad de Oviedo

“"Estudio de la genotoxicidad de algunos compuestos de platino mediante la
técnica del cometa”

Guillamet E., Creus A., Marcos R.

Universidad Auténoma de Barcelona

Café
SESION 6 (cont.)

“Ensayos /n vitro de mutacién génica en células de mamifero. El ensayo de
linfoma de raton (MLA)”

Soriano C., Marcos R.

Universidad Auténoma de Barcelona

“Genotoxicidad en el ratén de campo (Apodemus sylvaticus) expuesto a fuentes
complejas de contaminacion”

de Lapuente J., Acosta M., Delgado E., Torres M., Ripoll A., Gonzdlez-Linares J.,
Cruz R.y Borras M.

Parque Cientifico de Barcelonay Universidad de Barcelona

CONFERENCIA INVITADA
Moderador: Dra. L. Maria Sierra. Universidad de Oviedo

“The IARC Monographs and carcinogenic hazard evaluations”
Baan R.A.
International Agency for Research on Cancer (IARC), Lyon



SEMA 2005

14.00- 14.30 Acto de clausura
14.30-16.00 Comida

16.00- Visita al Museo de la Mineria
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CHROMATIN REMODELLING AND NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR IN THE YEAST
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Waters R, YuY., Teng Y., Liu H., and Reed S. H.
Department of Pathology, School of Medicine, Cardiff University, Heath Park, Cardiff CF14 4XN, UK

We employ the MFA2 mating type locus as a model to examine relationships between
NER and chromatin remodelling. MFAZ is repressed in o haploid cells and transcribed in @ mating
type. With a cells chromatin immunoprecipitation shows Lys9 and/or Lys14 of histone H3, but
not the relevant sites of histone H4 in two nucleosomes at the repressed MFAZ promoter are
hyperacetylated following UV. This histone hyperacetylation diminishes as repair proceeds.
Accompanying this, chromatin in the promoter becomes more accessible to restriction following
UV and returns to the pre-UV state gradually. UV-related histone hyperacetylation and
chromatin remodelling in this promoter are dependent on GcnSp and partially on SwiZp
respectively. Deletion of GCN5, but not of SWIZ impairs only the local repair of DNA damage.
These post-UV chromatin remodelling events do not require damage recognition by Rad4p or
Rad14p. However, in rad4/rad14 NER defective mutants the remodelled chromatin does not
return to its pre-UV status. Intriguingly, although Gcn5p also has a role in transcription of
MFAZ in a cells (the gcn5A has only 20% of wild-type MFAZ mRNA), when GenSp functions
during repair of the repressed MFAZ there is no transcription. These experiments suggest a
whole spectrum of gene products exists that can influence DNA repair and whose activity will be
important for efficient NER.

T will describe the technologies we have developed, the results obtained plus how they
impinge on chromatin remodelling for the genome overall. Finally I will consider the implications
for risk factors.

NOTAS:

12
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THE IARC MONOGRAPHS AND CARCINOGENIC HAZARD EVALUATIONS

Baan R.A.
Carcinogen Identification and Evaluation Group. WHO - International Agency for Research on Cancer (TARC), Lyon,
France

The IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans are published
by the World Health Organization's International Agency for Research on Cancer (IARC) in Lyon,
France. Each Monograph represents the consensus of an international Working Group of expert
scientists. The Monographs include a critical review of the pertinent peer-reviewed scientific
literature as the basis for an evaluation of the weight of the evidence that an agent may be
carcinogenic to humans. Since its inception in 1969, the scope of the Monographs has expanded
beyond chemicals to include complex mixtures, occupational exposures, lifestyle factors, physical
and biological agents, and other potentially carcinogenic exposures. In the first 91 Monograph
volumes, nearly 900 agents, mixtures, and exposures have been evaluated. Among these, more
than 100 have been characterized as carcinogenic to humans, about 70 as probably carcinogenic
to humans, and 240 as possibly carcinogenic to humans.

Carcinogen identification as conducted by the IARC Monographs Programme is an
exercise in hazard identification, which determines whether exposure to an agent is linked to an
increased incidence of human cancer. It is distinct from estimating human dose-response
functions, predicting future human exposures, or characterizing the risk from current or future
human exposures. These tasks are beyond the current scope of the Monographs.

The TARC Monographs are cancer hazard evaluations that provide the scientific support
for public health measures implemented by many national and international health agencies
around the world. The process for developing the Monographs is reviewed and updated from time
to time. An important development in the process of evaluating cancer hazards is the
consideration of mechanistic data, which can give insight into the mode of action of a presumed
carcinogen and its role in the etiology of cancer.

The recent developments in molecular cancer biology and cancer genetics will certainly
have an impact on the process of cancer hazard evaluation. The TARC has started fo revise and
update the Preamble to the Monographs, which will provide new guidance to future IARC
Working Groups.

In this presentation, the principles and procedures currently in use by the IARC
Monographs Programme will be discussed.

NOTAS:
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FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS HERMANAS EN INDIVIDUOS
INFECTADOS POR Helicobacter pylori

Sudrez S'., Sueiro R. A, Garrido J.!, Pardifias M. C.2, Menéndez M. D.° y Alvarez A>*

!Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Investigacién e Andlises Alimentarias, Universidade de Santiago de
Compostela (USC). 2Servicio de Vixilancia da Satde, USC. 3Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela. “Departamento de Medicina, Facultade de Medicina, USC.

Diversos trabajos muestran que las infecciones bacterianas causan lesiones en el DNA de
huésped. Es el caso de la infeccién debida a Mycobacterium leprae, agente causante de la lepra,
que es capaz de inducir aberraciones cromosémicas e intercambios entre cromdtidas hermanas en
individuos afectados por dicha enfermedad. En el caso de la infeccidon causada por M.
tuberculosis, los individuos con tuberculosis muestran una frecuencia elevada de aberraciones
cromosémicas y de microndcleos en linfocitos de sangre periférica.

Otra infeccién muy extendida a nivel mundial, ya que afecta aproximadamente a un 50 %
de la poblacién, es la causada por Helicobacter pylori. La relevancia de esta infeccién viene dada
por su extensién, asi como por el grado de peligrosidad, puesto que dicho microorganismo estd
clasificado como cancerigeno de tipo I por la TARC.

Asi pues, y siguiendo la linea de investigacién que llevamos varios afios desarrollando en
nuestro laboratorio, se ha analizado el efecto de la infeccién causada por H. pylori en linfocitos
de sangre periférica de individuos infectados. Los resultados indican que no existen diferencias
en el nivel de intercambios entre cromdtidas hermanas de los individuos infectados y la poblacién
control.

NOTAS:
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LOS SCE COMO MARCADORES DE GENOTOXICIDAD DE FARMACOS
ANTIH’IPERTENSIVOS: ESTUDIOS /n vivo EN PACIENTES HIPERTENSOS ANTES Y
DESPUES DE INICIADO EL TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Ramirez JM!, Joven Al, Télez M!, Pefiagarikano O', Valverde L', Flores P?, Ugarte C°, Arrieta I'.
'Dpto. Genética, Antropologia Fisica y Fisiologia Animal, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Universidad del Pais Vasco;
2Dpto. Enfermeria, Escuela Universitaria de Enfermeria, Universidad del Pais Vasco: *Centro de Salud San Vicente,
Servicio Vasco de Salud Osakidetza.

A pesar del considerable éxito que ha supuesto el avance en el tratamiento farmacoldgico,
la hipertensién arterial continda siendo uno de los mayores problemas de salud pdblica. En primer
lugar, porque es el principal factor de riesgo cardiovascular y, en segundo, por su alta prevalencia.

Hay diferencias interpoblacionales en la prevalencia de la enfermedad. La causa
fundamental reside en que la hipertension es el resultado de la interaccién de miltiples genes y
factores ambientales. Entre éstos, edad, sexo, alimentacién y estilo de vida juegan un papel
importante.

El tratamiento farmacoldgico de la hipertension puede tener efectos secundarios
adversos. Estos pueden deberse al mecanismo de accién del antihipertensivo utilizado. Los
efectos pueden también variar entre medicamentos con el mismo mecanismo de accién. La
sensibilidad interindividual y la duracién del tratamiento tienen, ademds, una importancia
relevante.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han evaluado la capacidad genotéxica
del antihipertensivo B-bloqueante atenolol. Los resultados obtenidos han mostrado capacidad
genotéxica /n vivo, tras comparar una poblacién control con las mismas caracteristicas de edad y
sexo que la muestra de pacientes. Con la idea de completar el estudio, y para obviar la
sensibilidad individual, estamos realizando andlisis en los que los pacientes acttan como control
de si mismos.

En el presente trabajo mostraremos los resultados, atn preliminares, obtenidos utilizando
como marcadores de genotoxicidad los intercambios entre cromdtidas hermanas (SCE). Hemos
analizado la frecuencia de SCE en cultivos de linfocitos de sangre periférica de pacientes antes
de iniciar el tratamiento y a los tres meses y al afio del inicio del tratamiento con el B-bloqueante
atenolol.

Los resultados obtenidos muestran un incremento de SCE a los fres meses de
tratamiento y frecuencias similares antes del inicio y después de un afio de tratamiento
farmacoldgico. Estos resultados podrian explicarse como una ‘“respuesta adaptativa” al
antihipertensivo.

NOTAS:
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DETERMINACION DE LA POSIBLE CAPACIDAD GENOTOXICA DE FARM'ACOS
ANTIHIPERTENSIVOS in vivo: ANALISIS DE MN EN PACIENTES ANTES Y DESPUES DE
INICIADO EL TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Joven A!, Ramirez JM!, Télez M!, Pefiagarikano O', Valverde L', Flores P?, Ugarte C°, Arrieta I'.

Dpto. Genética, Antropologia Fisica y Fisiologia Animal, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Universidad del Pais Vasco;
Dpto. Enfermeria, Escuela Universitaria de Enfermeria, Universidad del Pais Vasco; *Centro de Salud San Vicente,
Servicio Vasco de Salud Osakidetza.

Entre los medicamentos antihipertensivos, el grupo conocido quimicamente como
bloqueantes B-adrenérgicos, o simplemente B-bloqueantes, son de los mds ampliamente utilizados.
Estos fdrmacos actdan primariamente como antagonistas competitivos sobre los receptores
cardiacos B; y, en algunos casos, sobre los B,. Algunos como el atenolol bloguean especificamente
los receptores By; otros como el propranolol tienen la capacidad de inhibir ambos receptores. A
pesar del avance en la investigacion, el mecanismo de los efectos antihipertensivos de los B-
bloqueantes no estd totalmente establecido.

Debido al volumen de utilizacién de estos fdrmacos y a la sugerencia de que algunos
miembros de este grupo pueden generar efectos toxicoldgicos crénicos, las agencias reguladoras
han alertado sobre ello.

La evaluacién del efecto que puede producir /n vivo un posible agente genotéxico se
realiza utilizando diferentes marcadores. Trabajos previos de nuestro equipo han evaluado la
capacidad genotéxica del B-bloqueante atenolol mediante marcadores citogenéticos y moleculares
en linfocitos de sangre periférica de pacientes hipertensos y de muestra control. Entre los
marcadores utilizados, el andlisis de microndcleos (MN) combinado con la hibridacién /n situ
fluorescente (FISH) ha sido el mds efectivo a la hora de sefialar la capacidad genotéxica del
antihipertensivo atenolol /7 vivo.

Este estudio, cuyos resultados adn son preliminares, pretende completar la evaluacion de
la posible capacidad genotdxica de este fdrmaco analizando una muestra de pacientes
hipertensos en la que los pacientes actian como control de si mismos.

El marcador utilizado ha sido los MN y el andlisis se ha realizado antes, a los tres meses y
al afio del inicio del tratamiento farmacoldgico. Los resultados obtenidos sefialan un aumento
progresivo de MN y concuerdan con los obtenidos previamente.

NOTAS:
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SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER DE TIROIDES LIGADA A LA REGION 1p13.1

1Baida, A., 'Gonzdlez, ER., 2Galofré, P., *Marcos, R., 'Veldzquez, A.
'6rup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Edifici Cn, Universitat Auténoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona); ?Servei de Medicina Nuclear, Hospital Josep Trueta, Girona

El aumento de evidencias en los (ltimos afios acerca de la importancia de genes de baja
penetrancia en el cdncer esporddico, sugiere que ciertos polimorfismos en estos genes pueden
conferir susceptibilidad a distintos tipos de cdncer. En el caso del cdncer de tiroides, los pocos
estudios existentes indican la relevancia de factores medioambientales, pero se conoce muy poco
acerca de los factores genéticos de susceptibilidad. Uno de los cromosomas implicados en esta
patologia es el cromosoma 1. Asi, en un estudio caso-control realizado por nuestro grupo
utilizando el microsatélite BAT-40, encontramos que la regién 1p13.1 presenta un factor de
susceptibilidad al cdncer de tiroides.

Con el fin de mapear dicho factor, se seleccionaron cuatro nuevos polimorfismos en esta
regién, situados a 1,9 kb, 45 kb, 1,1Mb y 2,4 Mb del BAT-40. En este estudio se genotipg,
mediante PCR-RFLP, una poblacién espafiola de 136 individuos control y 201 pacientes de cdncer
de tiroides para los cuatro polimorfismos indicados. Tres de estos polimorfismos mostraron unas
frecuencias alélicas similares en la poblacién control y en los pacientes. Sin embargo, para el
polimorfismo rs2145418 (1,1Mb) se encontraron diferencias significativas en las frecuencias
génicas (p<10®) y en la distribucién de genotipos (p<10°) entre pacientes y controles, siendo la
odds ratio de los genotipos 5,36, (IC 3,34-8,62; p<107°). Estos valores de significacién indican que
algunos de los genes préximos el marcador rs2145418 estdn directamente implicados en la
susceptibilidad al cdncer de tiroides. En este momento se estdn llevando a cabo estudios para la
identificacion de dichos factores.
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CARACTERIZACION DE POLIMORFISMOS EN EL GEN h6STO! EN POBLACIONES DE
CHILE Y ESPANA

Paiva L, Herndndez A, Creus A, Marcos R.
Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Edifici Cn, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193,
Bellaterra (Barcelona)

El arsénico (As) es un conocido carcindgeno con una amplia distribucion en la corteza
terrestre, por lo que millones de personas estdn potencialmente expuestas a sus efectos téxicos,
genotdxicos y carcinogénicos.

La exposicién humana al As inorgdnico implica su metabolizacién y la excrecién de
especies de As inorgdnico y de sus dos principales metabolitos: dcido monometilarsénico (MMA) y
dcido dimetilarsinico (DMA). Independientemente del tipo y de la duracién de la exposicidn, la
distribucién media relativa de metabolitos de As en orina en los individuos expuestos parece ser
bastante constante: 10-30% de As inorgdnico; 10-20% de MMA y 60-80% de DMA. No obstante,
existen amplias variaciones interindividuales e interétnicas.

Estudios realizados con poblaciones indigenas de los Andes del norte de Chile y de
Argentina (Atacamefios) indican la presencia de un menor porcentaje de MMA en orina, difiriendo
de los resultados obtenidos en otras poblaciones. Las diferencias interindividuales en el perfil de
excrecién del As entre estos individuos pueden reflejar la existencia de polimorfismos genéticos
en enzimas involucradas en la biotransformacion del As.

Considerando que el gen de la Glutation S-transferasa Omega 1 (h6S5TOJ) codifica para
la enzima limitante en la biotransformacién del As, los polimorfismos de este gen podrian explicar
la variabilidad metabdlica y, consecuentemente, la variabilidad de respuesta frente a la
exposicion al As observada en distintas poblaciones humanas.

En este contexto, hemos estudiado la existencia de polimorfismos en A&STO! en
poblaciones de atacamefios, mestizos chilenos, y espafoles.

Los resultados obtenidos, ademds de contribuir a una mejor caracterizacién de los
polimorfismos de AGSTO! en los tres grupos étnicos estudiados, permitirdn investigar la posible
relacién entre estos polimorfismos, la variable etnia y la susceptibilidad frente a la exposicién
crénica al arsénico.
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POLIMORFISMOS EN GENES DE REPARACION Y CANCER DE TIROIDES

Pérez Machado 6., Herndndez A., Marcos, R .
Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Edifici Cn, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona)

Existen claras evidencias de que la capacidad de reparar la lesiones del DNA estd
relacionada con la susceptibilidad o riesgo de padecer cdncer, y de que la eficacia en la
reparacion estd determinada genéticamente. Por tanto, polimorfismos en los genes que codifican
para las enzimas de reparacién pueden ser considerados factores de riesgo en la carcinogénesis.
Dada la relevancia del cancer de tiroides, entre los tumores endocrinos, se ha estudiado su
relacién con los SNP de los genes de reparacién XRCCI (coddn 194, 280 y 399) XRCCZ (coddn
188) y XRCC3 (codon 241 y IVSB). El gen XRCCI codifica una proteina involucrada en la ruta de
reparacién por escisién de bases (BER) y reparacion por recombinacion. Los genes XRCCZ y
XRCC3 pertenecen al grupo de genes de la familia Rad 51, que participan en la recombinacion
homéloga. Asi, en este estudio se han genotipado 458 individuos (207 controles, 251 pacientes)
usando técnicas de PCR en tiempo real, True SNP AS-PCR en tiempo real, y multiplex PCR-RFPL.
La distribucion de los genotipos del XRCC1 194 y 280 y de los del XRCC3 IVS5 es
significativamente diferente entre controles y pacientes, sin diferencias para el resto de los
genotipos analizados. La presencia del alelo sustituido en el SNP 280 supone un riesgo para
desarrollar cdncer tiroideo mientras que, por el contrario, los portadores de la sustitucién en 194
y IVs-5 son menos susceptibles.
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VARIACION GENOTIPICA DE LOS GENES TP53, 65TM1 Y 6STTI1 EN FAMILIAS DE
PACIENTES CON TUMORES MULTIPLES

Pérez, A., Alvarez, O., Diaz S., Sierra, L. M., Comendador, M. A., Lépez M.L., Ferreiro, J. A.
Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional e TUOPA. Universidad de Oviedo. C/Julidn Claveria s/n, 33006 Oviedo

En un proyecto para estudiar variaciones en la conducta de riesgo, en funcién del
conocimiento que las personas tengan sobre su riesgo de padecer cdncer, se ha elegido una
poblacién formada por un conjunto de familias de pacientes con cdncer miltiple, ya que se estima
que las personas con esta enfermedad tienen una alta probabilidad de que el origen de la misma
sea genético. Ademds, para reducir el andlisis genético se han elegido familias de pacientes con
cdncer miltiple que incluya cdncer de mama. Entre los genes que parecen importantes en la
predisposicién al cdncer de mama, y posiblemente al cancer mdltiple, estd 7P53, fundamental en
el control del ciclo celular y en la induccién de apoptosis, procesos claves en el mantenimiento de
la estabilidad genética. Ademds los genes &STMI y GSTTI, que codifican enzimas del
metabolismo xenobidtico, parecen jugar un papel, aunque menor, en la predisposicién al cdncer de
mama.

Se han estudiado las variaciones genotipicas de estos genes en 89 personas de 28 de
estas familias, clasificadas en 4 grupos dependiendo de la historia familiar de cdncer de mama
y/u ovario.

Los resultados para 7P53 revelan la ausencia de mutaciones patogénicas y la presencia de
alelos polimérficos en los codones 36 (CCA36), 72 (Pro72) y 213 (C66213), cuyas frecuencias,
0,006, 0,225 y 0,067 respectivamente, estdn en el rango descrito para poblaciones espafiolas y
europeas, aunque curiosamente el alelo C66213 sélo aparece en 2 grupos. Ademds, en el conjunto
de las familias, no se detecta relacién entre ninguno de estos alelos y la enfermedad.

Los resultados de los genes 65TMI y GSTTI muestran que las frecuencias de los
genotipos nulos para estos genes (0,42 y 0,05, respectivamente) son similares a las de una
poblacién control asturiana.

El estudio combinado de estos genes no revela ninguna asociacién entre ellos.
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ANALISIS MOLECULAR DE LOS EXONES 10 Y 11 DE BRCA2 EN FAMILIAS DE
PACIENTES CON CANCER MULTIPLE

’

Alvarez, O; Pérez, A; Diaz S., Comendador M.A; Sierra, L.M; Lopez M.L., Ferreiro, J.A.
Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional e ITUOPA. Universidad de Oviedo. C/Julidn Claveria s/n, 33006 Oviedo

La aparicién de varios tumores en una persona puede ser consecuencia de defectos
genéticos, por lo que tener un familiar con cdncer miltiple es uno de los criterios utilizados para
considerar a una familia de riesgo. Dentro de este grupo, los casos que incluyen un tumor de
mama son especialmente relevantes por ser éste el tumor mds frecuente en las mujeres
occidentales, ya que se ha estimado que aproximadamente una de cada ocho mujeres desarrollard
cancer de mama.

Entre los genes importantes en la predisposicién al cdncer de mama destacan los genes
supresores de tumores BRCA1 y BRCA2, considerados de alta penetrancia y responsables de la
mayoria de los casos familiares de cdncer de mama y/u ovario, y de cdncer de mama,
respectivamente. En el caso concreto de BRCA2, este gen parece estar en el origen del 35% de
los casos de cdncer de mama familiar, incluidos la mayoria de los casos de cdncer de mama
masculinos.

En un intento de determinar la variacién genotipica de este gen en una poblacidn
constituida por familias de pacientes con cdncer mdltiple incluido mama, que presentan historia
familiar de cdncer de mama, se ha comenzado el andlisis molecular de los exones 10 y 11 de
BRCA2, por secuenciacién directa del DNA gendmico, en 29 individuos de 12 familias diferentes.

Los resultados provisionales ponen de manifiesto la existencia de varios polimorfismos,
algunos que no producen cambio de aminodcido, como Ser455Ser, His743His, Lys1132Lys,
Val1269Val y Leul356Leu, y otros que si lo cambian, como Asn289His, Asn372His y Asn991Asp,
con frecuencias similares a las descritas para poblaciones control. Ademds, se han encontrado
dos variantes de efecto desconocido, Ser1961Asn y Arg2108His, de las que todavia no se puede
afirmar que sean mutaciones patogénicas.

Por (ltimo, cuatro de estos polimorfismos segregan siempre conjuntamente generando el
haplotipo Asn289His-Ser455Ser-His743His-Asn991Asp.
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MECANISMOS MOLECULARES DE REPARACION Y TOLERANCIA AL DANO EN EL ADN
Rolddn-Arjona T., Ariza R. R., Garcia-Ortiz M.V., Morales-Ruiz T., Ortega-Galisteo A.P., Matesanz

R.D., Martinez-Macias M.I, Ponferrada M.I.
Universidad de Cérdoba. Departamento de Genética. Edif. Gregor Mendel. Campus de Rabanales. 14071-Cérdoba

Ante la presencia de dafios en el ADN, las células reaccionan con una doble estrategia. Por
un lado, enzimas reparadoras verifican continuamente la estructura del material genético,
eliminando las lesiones inducidas por agentes enddgenos y exdgenos. Por otro lado, una bateria de
proteinas especificas se encarga de impedir que las lesiones no reparadas supongan un
impedimento para el avance de la maquinaria de replicacién. En este dltimo grupo se incluyen ADN
polimerasas especializadas capaces de replicar moldes dafiados. Los mecanismos de reparacién del
dafio en el ADN y su tolerancia han sido estudiados de forma intensiva en microorganismos y
animales, pero el conocimiento de que disponemos sobre ambos procesos en plantas es todavia
muy limitado. Las plantas difieren de la mayoria de organismos eucariotas en varios aspectos
fundamentales, tales como la carencia de una linea germinal y la ausencia aparente de respuestas
apoptéticas frente a la acumulacién de lesiones. De hecho, se ha propuesto que las plantas pueden
tolerar algunas deficiencias en el mantenimiento del genoma que en mamiferos provocarian
respuestas apoptéticas letales. Asi pues, es posible que, por una parte, algunas actividades
destinadas a mantener el genoma sean mds intensas en plantas que en otros organismos, y por
otra, que el andlisis genético detallado de las respuestas celulares al dafio en el ADN sea mds
sencillo de realizar en plantas que en animales. En los dltimos afios Arabidopsis thaliana se ha
convertido en un excelente organismo modelo para el estudio de los mecanismos de reparacién del
dafio en el ADN y su tolerancia. Los resultados obtenidos hasta la fecha indican que las plantas
emplean sistemas similares a los descritos en otros organismos para el mantenimiento de la
estabilidad del genoma. Asi por ejemplo, disponen de proteinas para revertir directamente el
dafio tales como fotoliasas, ADN glicosilasas que eliminan gran variedad de lesiones en las bases,
ademds de enzimas implicadas en la reparacién por escisidn de nucledtidos y la eliminacién de
apareamientos incorrectos. Asi mismo, poseen polimerasas especializadas capaces de sintetizar
ADN sobre moldes imperfectos, que probablemente participan en procesos de tolerancia al dafio.
No obstante, también se han encontrado peculiaridades significativas. Una de las mds relevantes
es el empleo de ADN glicosilasas para eliminar 5-meC del ADN y reactivar genes silenciados, en lo
que constituye un novedoso mecanismo de control epigenético no descrito hasta el momento en
otros organismos.
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SINTESIS DE ADN SOBRE MOLDES IMPERFECTOS: PAPEL DE LA ADN POLIMERASA
ATPOLK DE ARABIDOPSIS THALIANA

Garcia-Ortiz M.V., Ariza RR. y Rolddn-Arjona T.
Departamento de Genética. Universidad de Cérdoba. Edificio Gregor Mendel.Campus de Rabanales. 14071-Cérdoba.

Nuestro grupo ha identificado en la planta modelo Arabidopsis thaliana una proteina
perteneciente a la familia Y de ADN polimerasas, que se ha denominado AtPOLK. La proteina
AtPOLK es una ADN polimerasa dependiente de molde, pero capaz de extender cebadores tanto
correcta como incorrectamente apareados. AtPOLK muestra la arquitectura fipica de una
proteina de la familia ¥, presentando un dominio polimerasa amino-terminal que contiene cinco
regiones altamente conservadas (I-V) y un dominio carboxi-terminal con secuencia no conservada.
En el motivo III se encuentran dos residuos (Asp y 6lu) altamente conservados y cuya sustitucion
elimina la actividad catalitica de la enzima. La actividad enzimdtica de una forma truncada de la
proteina demuestra que el dominio carboxi-terminal de AfPOLK limita su actividad ADN
polimerasa asi como su procesividad, pero aumenta su especificidad a la hora de incorporar el
nucleétido correcto. La expresién de AtPOLK parece estar regulada a distintos niveles. Asi, el
ARNm del gen A#POLK sufre un procesamiento alternativo que genera distintos transcritos con
diferentes patrones de expresién en los distintos érganos de la planta. Por ofra parte, el
promotor de A7POLK es activo en tejidos especificos de la planta y, particularmente, en células
que sufren endorreduplicacién, es decir, ciclos consecutivos de replicacién de ADN en ausencia
de mitosis. Para determinar el papel fisiolégico de la proteina hemos aislado e identificado una
linea de plantas mutantes que presentan una insercién de T-DNA en el gen APOLK.
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EL SISTEMA DE TOLERANCIA BTM PARTICIPA EN EL PROCESAMIENTO Y/O
REPARACION DE LOS DANOS INDUCIDOS POR STREPTOZOTOCINA

Sancho, I., Comendador, M. A., Sierra, L. M.
Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional e TUOPA. Universidad de Oviedo. C/Julidn Claveria s/n, 33006 Oviedo.

La metilnitrosourea Streptozotocina (STZ) es un agente antitumoral cuya accién
quimioterapéutica parece deberse a la metilacidn del oxigeno 6 de la guanina (0°®-6). Sin embargo,
no se conoce como contribuyen a su actividad las metilaciones que necesariamente tiene que
inducir en otras posiciones de las bases del DNA.

Su estudio en células germinales femeninas de Drosophila muestra que la concentracién
de 15 mM induce (i) una frecuencia de mutacién mayor en oogonias que en oocitos, y (ii) un
espectro de mutacién constituido mayoritariamente por transiciones GC-AT, lo que encaja con la
metilacion de O%-G, pero con una frecuencia de transversiones, que pueden tener su origen en
metilaciones de nitrégenos, considerablemente alta.

Para profundizar en los mecanismos de accién de STZ, se ha estudiado la influencia del
sistema de tolerancia por bypass (BTM), representado por el locus mus308, en su mutagenicidad
en células germinales femeninas, usando el sistema vermilion, y comparando los resultados con los
obtenidos previamente en condiciones de reparacion eficientes.

Esta comparacién indica en primer lugar que BTM participa en el procesamiento y/o
reparacién de los dafios inducidos por STZ, porque existen diferencias entre las frecuencias de
mutacién obtenidas en las dos condiciones de reparacién. Por otro lado, en condiciones BTM
deficientes, el espectro de mutacién inducido estd constituido por una mayoria de transversiones
AT-TA, seguidas por fransiciones AT-GC y reordenaciones (deleciones e inserciones) y, por
dltimo, por transiciones GC-AT.

Estos resultados confirman la influencia de BTM en el procesamiento de O°-alquilG y
sugieren que, o bien STZ metila otros dtomos de oxigeno, o pueden ser la primera indicacion del
papel de este sistema en el procesamiento de dafios en dtomos de nitrégeno.
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LA LONGITUD TELOMERICA COMO FACTOR MODULADOR DEL DANO GENETICO

Moreno J., Castella M., Puerto S., Surrallés J, Marcos R.
Grup de Mutagénesi, Department de Genética i de Microbiologia, Edifici Cn, Universitat Auténoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona)

Los teldmeros son estructuras situadas en los extremos de cada brazo cromosémico
constituidos por una corta secuencia de nucleétidos altamente repetida en tdndem de seis
nucleétidos a la que se asocian diversas proteinas, cuya funcidn es evitar la fusion entre
diferentes cromosomas, proteger al cromosoma de posibles dafios y mantener la estabilidad
genémica. En recientes estudios se ha comprobado que algunas proteinas asociadas a los
telémeros, particularmente las proteinas que estabilizan los extremos formando estructuras O-
Joop, estdn involucradas en la reparacién del DNA, lo que refuerza la hipétesis de su relacién con
los procesos de inestabilidad gendmica.

En este trabajo se pretende correlacionar la longitud telomérica individual con los niveles
de dafio genético, tanto basal como inducido, frente a agentes genotéxicos, lo que supondria
considerar a la longitud telomérica como un factor individual de riesgo genotéxico. Para validar
esta hipétesis hemos utilizado linfocitos aislados de 70 muestras de sangre de cordén umbilical y
hemos analizado en paralelo el dafio genético basal, medido como frecuencia de MN, y de dafio
genético inducido, tras el tratamiento con mitomicina C, con la longitud de los telomeros, que se
ha medido utilizando la técnica de TRF-Southern.

Este experimento se ha hecho por duplicado (35 + 35 casos). Los resultados de la primera
réplica indican que los subgrupos formados por aquellos individuos con telémeros mas cortos (9
casos) y mds largos (11 casos) tienen valores basales (5,88 y 2,45, respectivamente) e inducidos
(142,11 y 100,64, respectivamente) de MN significativamente distintos, siendo los donantes con
telémeros mds cortos los que presentan mayor frecuencia de MN. Estos resultados apoyarian la
hipétesis de que la longitud telomérica puede ser contemplada como un factor individual de
susceptibilidad.
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INFLUENCIA DEL SISTEMA DE REPARACION DE APAREAMIENTOS ERRQNEOS EN LA
ACTIVIDAD DE GEMCITABINA SOBRE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Alvarez, L., Comendador, M.A., Sierra, L.M.
Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional e TUOPA. Universidad de Oviedo. C/Julidn Claveria s/n. 33006 Oviedo.

Gemcitabina (GEM), un andlogo de histidina, es un agente antitumoral utilizado en el
tratamiento de distintos tipos de tumores sélidos y de leucemias. Su actividad se basa
fundamentalmente en que su incorporacién al DNA provoca el bloqueo de la replicacién y conduce
a apoptosis. No obstante, a veces su presencia en el DNA provoca la incorporacién de nuclegtidos,
siendo el origen de apareamientos erréneos y, por tanto de mutacién. Aunque esta via de
actividad de GEM es menos conocida debe de tener cierta importancia, ya que los efectos
quimioterapéuticos de este agente parecen estar influidos por el sistema de reparacién de
apareamientos erroneos (MMR).

Para intentar conocer un poco mas de este aspecto de la genotoxicidad de GEM, en este
trabajo se ha estudiado la influencia del sistema de reparacién MMR en la actividad de este
compuesto, analizando la posible induccién de inestabilidad de loci microsatélites en células
postmeidticas masculinas de Orosophila melanogaster, tanto en condiciones eficientes de
reparacién, como deficientes para el sistema MMR, usando el mutante spe/l.

Se analizaron seis loci microsatélite, e/fl (CAG), w (AT)i3, AbdB (ACs, Sev (6Ths, Ula
(AT)y, mam (CAG)s, no solo en las moscas parentales y su descendencia F;, sino también en la
descendencia F» de machos tratados con concentraciones 0.1, 0.5y 1 mM de GEM.

Los resultados obtenidos apuntan a un efecto de este compuesto sobre la inestabilidad de
uno de los loci, aunque solo con la concentracién de 0.1 mM y en condiciones MMR deficientes.
Aunque estos resultados son todavia preliminares, confirmarian el efecto del sistema MMR en la
genotoxicidad de GEM.

NOTAS:

31



SEMA 2005

UNA DUPLICACION EN TANDEM DEL GEN white ES RESPONSABLE DE LOS CAMBIOS
FENOTIPICOS EN DOS CEPAS zeste' DE Drosophila melanogaster

Badal M., Portela A., Cabré O., Xamena N.
6rup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia. Edifici Cn, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona)

Los machos de la cepa mutante M115 de ODrosophila melanogaster y los de la cepa
revertiente RM115, son fenotipica y genotipicamente parecidos a los portadores de los alelos wY*
y w'®, respectivamente. Asi pues, los machos M115 y w'VZ presentan ojos zeste', mientras que los
machos RM115 y w'“® presentan ojos de color silvestre. Por eso, la caracterizacién molecular de
las cepas M115 y RM115 puede ser extendida al sistema zeste inestable, usado como ensayo de
genotoxicidad, para un mejor conocimiento de las bases moleculares de dicho ensayo.

La idéntica localizacién de la insercién de un elemento FB-NOF en las cepas con machos
de ojos zeste, demostré la similitud entre los dos sistemas mutante/revertiente. Igualmente, las
cepas de ojos silvestres mantenian sélo secuencias FB en la insercién, supuestamente por escisién
de NOF. Esta insercidn se encuentra en las proximidades del gen white, justo en el tercer intrén
del gen €632795.

Sin embargo, nuestra investigacién demuestra que el fenotipo zeste, en las cepas
estudiadas, no es debido a la interferencia que un elemento FB-NOF pudiera tener sobre la
interaccién zeste-white, sino a una duplicacién en tdndem del gen white, no detectada
anteriormente. La reversién del fenotipo en la cepa RM115 se correlaciona con la pérdida de la
duplicacidn, y de secuencias NOF, probablemente debido a un evento de recombinacién.
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EFECTO DE LA INSERCION DEL ELEMENTO TRANSPONIBLE FB-NOF SOBRE LA
EXPRESION DE white Y DE SU VECINO INMEDIATO (632795

Portela A., Badal M., Xamena N., Cabré O.
Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Edifici Cn, Universitat Autdonoma de Barcelona, 08193
Bellaterra (Barcelona)

Los elementos transponibles (TE) provocan una gran plasticidad genémica. Producen
reordenaciones cromosémicas que, junto a la insercién, pueden alterar la expresién de genes
afectados.

Los mutantes M115 de Drosophila melanogaster presentan, ademds del alelo Zzeste' y una
duplicacién del gen white, un TE compuesto FB-NOF inserto en el tercer intrén del gen C632795
cuyo extremo 5' dista tan solo 700bp del extremo 3' de white. El andlisis del revertiente RM115
muestra una Unica copia de whitey el elemento FBsin NOF.

Con el fin de determinar el efecto de la insercién sobre los dos genes, comparamos
mediante PCR a tiempo real, la expresién en las cepas salvaje (CS), mutante M115 y revertiente
RM115.

El gen white se expresa aproximadamente un 200% mds en M115 que en la cepa salvaje,
mientras que en RM115, que presenta sélo una copia, la expresién es similar a CS. Asi pues, la
insercion no parece afectar a la expresion del gen white.

El gen €632795 tiene modificada su expresién debido a la insercion. Este gen presenta,
en mutantes y revertientes, una expresién del extremo 5' equiparable a la de la cepa salvaje.
Dicha regién se halla duplicada en M115 y no en RM115. Se observa que la expresion del extremo
3' estd drdsticamente reducida. Creemos que la insercién en el tercer intrén dificulta la
transcripcién o el procesamiento, dando transcritos carentes del extremo 3'.

Paralelamente, estudiamos la extensién de la interaccién zeste-white sobre las hembras
zeste'. Como zeste pertenece al grupo Trithorax, cabria esperar que el efecto de compactacion
en el promotor de white se extendiera a lo largo de kilobases, afectando también a la expresion
de C632795. Este efecto parece que no se produce y el gen C632795 se expresa normalmente en
las hembras zeste'.

NOTAS:
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