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RESUMEN

El cdncer de mama hereditario se ha asociado con
alteraciones en el gen BRCAI, imposibilitando a la célula
tumoral reparar las lesiones de doble cadena del ADN por
recombinacion homoéloga. En la célula normal la RH es nece-
saria para el mantenimiento de la integridad del ADN. Sin
embargo, en las células con BRCA1 disfuncional, el ADN es
reparado por el sistema de unién de extremos no homélogos
propenso a errores en la reparacion del ADN. Esta condicién
involucra a 53BP1, cuya funcidn es esencial para el sistema
UENH, favoreciendo la inestabilidad genémica y la tum-
origénesis mamaria. RNF8 es una E3 ubiquitina ligasa que
promueve el enlace de BRCA1 y 53BP1 ubicéandolas en los
sitios de ADN dafnado. Se presentan una serie de alternativas
con el objetivo de reconocer y promover la eliminacién de
RNF8. Estas aproximaciones presentan a RNF8 como blanco
en estrategias farmacoldgicas para eliminar la inestabilidad
gendmica dependiente de 53BP1 y la resistencia farma-
colégica promovida por la inactivacién de 53BP1 en células
mamarias carentes de BRCAT.
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ABSTRACT

Hereditary breast cancer has been associated with
alterations in the BRCAT gene, making it impossible to repair
DNA double-strand breaks by homologous recombination.
This condition involves 53BP1, frequently altered in cancer,
which function is essential for the non-homologous end joi-
ning mechanism, promoting genomic instability and mam-
mary tumorigenesis. RNF8 is an E3 ubiquitin-protein ligase
whose function promotes the binding of BRCA1 and 53BP1
locating them at sites of DNA damage. Some approaches are
presented with the aim to recognize and promote the elimi-
nation of RNF8, which could be used as a pharmacological
strategy to eliminate both the 53BP1-dependent genomic
instability and drug resistance promoted by its inactivation
in BRCA1-deficient mammary cells.
Keywords: 53bp1, brcal, rnf8, breast cancer.
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RDC: rompimiento de ADN de doble cadena

RNF8: proteina 8 dedo RING, proteina ligasa de ubiquitina E3
53BP1: proteina 1 de unién a p53

ATM: ataxia telangiectasia mutada

MDC1: mediador del punto de control de dafios al ADN
FHA: dominio asociado a la cabeza de horquilla

RDA: respuesta al dafo del ADN

RH: recombinacién homodloga

CHK2: cinasa de punto de control 2

UENH: unién de extremos no homologos

PARP-1: Polimerasa 1 Poli (ADP ribosa)

1CPO: cloroperoxidasa

INTRODUCCION

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mas fre-
cuente entre las mujeres en el mundo (Ferlay et al., 2012), y
en México representa la segunda causa de muerte (14.36/100
000 mujeres) por cancer en mujeres (INEGI, 2015). Durante
el desarrollo del cancer de mama las células acumulan
alteraciones moleculares que después de proliferar, favore-
cen la invasion y migracion celular. El estudio del cancer ha
permitido identificar algunas caracteristicas patoldgicas y
moleculares entre los tumores mamarios humanos. Asi, se
han identificado los subtipos intrinsecos de cancer de mama,
que incluye los subtipos Luminal A (receptor de estrégeno
RE+ y/o receptor de progesterona RP+, Ki67- y el factor de
crecimiento epidérmico humano 2 HER2-), Luminal B (RE+
y/o RP+, Ki67+y HER2+), HER2+ (RE- y/0 RP-, Ki67+- y HER2+)
y triple negativo (RE-, RP- y HER2-) (Dai et al., 2015).

El cdncer de mama triple negativo (CMTN) es el mas
agresivo entre los subtipos intrinsecos, ya que no responde a
la terapia hormonal, ni a lainmunolégica. Este subtipo repre-
senta en promedio 15% de los casos de cancer de mama (Li
et al., 2016), sin embargo, la incidencia del cancer de mama
varia entre los grupos étnicos/raciales. De acuerdo con esto,
las mujeres hispanas presentan una incidencia de 23% de
CMTN (Lara-Medina et al. 2011), mismas que comparten
la caracteristica tipo-basal que estd fuertemente ligado a
alteraciones en el gen cancer de mama de inicio temprano 1
(BRCAT) (Toffoli et al., 2014). Las mutaciones en el gen BRCA1
generan una pérdida de su funcién, que estd presente en
aproximadamente 23% de las pacientes con cancer de mama
triple negativo, dificultando el tratamiento de la enfermedad
(Villareal-Garza et al., 2015).
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La funcion de la proteina BRCA1 es critica para la
reparacion del rompimiento de ADN de doble cadena (RDC)
por recombinacion homadloga (RH). La inactivacion de BRCA1
promueve el “arresto” celular en la fase G2/M del ciclo celular
(Draga et al., 2015), mientras que la proteina 1 de unién a
p53 (53BP1) inhibe la recombinacion homoéloga en células
deficientes en BRCA1 (Bouwman et al., 2010). Por su parte,
la proteina 8 dedo-RING (RNF8) es una proteina ligasa de
ubiquitina E3 que funciona de andamiaje para la retencion
de proteinas mediadoras de la respuesta al dafo del ADN
(RDA) como BRCA1 y 53BP1, cuyo desbalance funcional de
estas proteinas, genera inestabilidad gendémica y cancer de
mama (Giunta y Jackson et al., 2011).

La inestabilidad gendmica se caracteriza por rearre-
glos cromosoémicos, sustitucion de bases, firmas de rearre-
glos caracterizados por repeticiones de duplicaciones y de-
leciones y mutaciones genéticas (Nik-Zainal et al., 2016). Se
conocen muchos agentes genotdxicos naturales y sintéticos,
con capacidad de alterar la estructura del ADN impidiendo su
interaccién con proteinas esenciales para la recombinacién,
replicacion y transcripcién. En respuesta, hay un gran niume-
ro de proteinas involucradas en mecanismos de reparacién
del ADN, que procesan diferentes tipos de lesiones con el fin
de salvar la integridad de la informacién genética (Gavande
et al., 2016). El objetivo de este trabajo de revision, es de-
scribir los mecanismos moleculares de reparacion del ADN
dependientes de RNF8 alterados en el CMTN, que sustentan
potenciales estrategias terapéuticas para el tratamiento de
esta enfermedad.

Ciclo celular e inestabilidad genémica

El progreso a través del ciclo celular esta regulado
por un grupo de mecanismos que mantienen la integridad
genodmica. En las células cancerosas, estos mecanismos estan
frecuentemente alterados y favorecen la carcinogénesis.

Las células de los vertebrados no solo pueden retrasar
la mitosis (Tuttle et al., 2007), sino revertirla (Chin y Yeong,
2010). En particular, la proteina RNF8 participa activamente
en el control del ciclo celular, sus principales funciones las
realiza durante la mitosis tardia y la fase G2/M; se propone
que durante la mitosis tardia RNF8 prepara los sitios de
unién de 53BP1 en la cromatina al iniciar G1 (Doil et al., 2009;
Giunta et al., 2010). RNF8 es requerido durante la fase G2/M
para controlar la sensibilidad a las radiaciones ionizantes y
evitar el avance a la fase M de células dafadas (Huen et al.,
2007; Kolas et al., 2007), si este dafio es detectado, la célula
es capaz de revertir la compactacion de los cromosomas a la
fase G2 hasta corregir el defecto (Chin y Yeong, 2010). Se ha
observado que la sobrexpresion de RNF8 retrasa la citoqui-
nesis y provoca la apariciéon de figuras mitéticas aberrantes
(Plans et al., 2008). En particular, los resultados de un estudio
en cancer de mama sugieren que tales figuras mitoticas
aberrantes se asocian con el subtipo molecular de cancer
mamario, presentando mayor frecuencia de figuras mitéticas
en el CMTN (Anduro-Corona, 2012).
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Los eventos mitéticos aberrantes han sido asociados
a una disminucion de la proteina cinasa tipo Polo 1 (PIKT).
RNF8 regula de manera negativa a PIK1, evitando la forma-
ciéon de los usos mitéticos bipolares e impidiendo fijar los
cinetécoros a los microtubulos (Yoshioka et al.,, 2011). La
eliminacion de RNF8 retrasa la salida del arresto mitético
ocasionado por toxinas para microtubulos (Doil et al., 2009)
generando desfasamientos durante la mitosis. Los detalles
de la relacion entre el ciclo celular y el cancer se revisan en
Giunta y Jackson, 2011.

El desarrollo tumoral estd asociado a cambios en la
proliferacion celular normal hacia un crecimiento maligno
mediante alteraciones en la fisiologia normal de la célula
(Hanahan y Weinberg, 2011). Sin embargo, la integridad ge-
némica de un individuo puede verse comprometida debido
a fallas en la reparacion del ADN en las células cancerosas
(Bernstein y Bernstein, 2015).

El RDC puede ser reparado por dos vias, la eleccién
dependera de la fase del ciclo celular en la que el dafo pre-
tende ser reparado. Si la lesion se detectd en G1 se utiliza la
union de extremos no homalogos; en el caso que el defecto
se haya detectado en la fase G2/M serd reparado usando el
proceso de recombinacién homéloga (Bee et al., 2013). La
evidencia sugiere que en el cancer de mama hay preferencia
por la recombinacién homoéloga sobre la unién de extremos
no homoélogos (Mao et al., 2009).

Mecanismo de respuesta temprana al dafio al ADN

La respuesta al dafio al ADN inicia con la retencién
temporal del complejo multiprotéico Mre11-Rad50-Nbs1 en
los sitios de RDC, que une y activa a la proteina ataxia talan-
giectasia mutada (ATM) (Kim et al., 2017). Posteriormente,
ATM activada une de forma fosfodepediente a la proteina
histona H2AX, que una vez fosforilada ¥-H2AX enlaza a la pro-
teina mediadora del dafio al ADN 1 (MDC1) por su dominio
BRCT (Eliezer et al., 2014) y esta a su vez retiene a RNF8 de
forma fosfodependiente por el dominio asociado a cabeza
de horquilla (FHA) de su extremo N-terminal (Kolas et al.,
2007). Adicionalmente, RNF8 tiene un dominio dedo-RING
en su extremo C-terminal con actividad ubiquitina ligasa con
la que retiene a proteinas mediadoras de la RDA como BRCA1
y 53BP1 (Doil et al., 2009) como se muestra en la figura 1. La
formacion de cadenas de ubiquitina dependientes de RNF8,
le confieren la capacidad de controlar el destino de proteinas
blanco. De tal forma que si la funcién de la modificacion es
la activacion de la inflamacién o la reparacion del ADN, se
utilizard la via K63 (Hodge et al., 2016), pero si el marcaje serd
utilizado para la degradacién de la proteina blanco, se dara
través de K48 (Guo et al., 2016).

Recombinacién homéloga

La recombinacion homadloga es un fendmeno que le
confiere a la célula capacidad de experimentar rearreglos en
su genoma. En este proceso, los rompimientos de doble ca-
dena de ADN son reparados al ser alineados con secuencias
de ADN homologas, donde BRCA1 favorece la activacion de
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Figura 1. Modelo de la funcion jerdrquica de la respuesta temprana al ADN
danado.

Figure 1. Model of the hierarchical function of the early response to dama-
ged DNA.

BRCA2 mediante su enlace con PALB2 (Zhang et al., 2009).
Por su parte, BRCA2 se encarga de posicionar a la recombi-
nasa Rad51 en la lesion del ADN (Chatterjee et al., 2016), para
dirigir a la maquinaria de la recombinacién homdloga.

Se han reportado mutaciones en los genes PALB2 y
BRCA2, en pacientes con cancer de mama, (Nelson-Moseke
etal., 2013; Tischkowitz et al., 2013) que podrian evitar la for-
macién de los filamentos pre-sindpticos de Rad51 necesarios
para la recombinacion homologa (Reuter et al., 2014). Por su
parte, algunas mutaciones de Rad51 asociadas a tumores
generan alteraciones fisicas y bioquimicas de Rad51 (Chen et
al., 2015), lo que muestra el alto grado de regulacion en esta
via.

La funcién de BRCAT y su via resultan esenciales para
la recombinacién homologa, de ahi que sus mutaciones pro-
duzcan inestabilidad gendémica y cancer de mama (Comen
etal, 2011y Pern et al.,, 2012). Se ha demostrado que 53BP1
inhibe la recombinacién homdloga en células deficientes en
BRCAT1, a través de la reparacion de los cortes en las hebras
sencillas de ADN por medio de la poli ADP ribosa polimera-
sa-1 (PARP-1) (Woodhouse y Dianov, 2008) dependiente de

Reparacion DSB via " aTM
Recombinacién Homologa

53BP1, sugiriendo una interaccion entre BRCA1 y 53BP1 en
la reseccion del ADN de cadena sencilla (Bunting et al., 2010).
Este principio se explora usando inhibidores de la enzima
PARP-1. Sin embargo, la disfuncion de 53BP1 resulta en la re-
sistencia a inhibidores de PARP-1, en algunos casos debido a
la actividad residual de recombinacién homoéloga, usando la
via de reparacion paralela en la que participan CHK2 y BRCA2
(Bouwman et al., 2010). Una nueva generacion de farmacos
promete aumentar la efectividad de la eliminacion de la re-
combinacién homéloga residual, manteniendo la viabilidad
del uso de los inhibidores de PARP-1 como estrategia para
combatir el cdncer (Jaspers et al., 2013). Nakada sugiere que
RNF8 controla la interaccion entre BRCA1 y 53BP1, ya que en
las células humanas deficientes en RNF8, BRCA1 y 53BP1 la
recombinacion homaologa fue menos eficiente que en aquel-
las deficientes en BRCA1 y 53BP1 (Nakada et al., 2012).

Union de extremos no homalogos

La unién de extremos no homodlogos (UENH) es un
proceso de reparacién de RDC de ADN que se realiza sin la
necesidad de homologia entre los extremos del ADN que
seran unidos. La UENH involucra algunas moléculas con
capacidad de unién a los extremos del ADN como el het-
erodimero formado por Ku70 y Ku80, los cuales activan la
subunidad catalitica de la proteina cinasa dependiente de
ADN (DNA-PKc) a través de su interaccidon con los extremos
del ADN (Fattah et al., 2010). Posteriormente, una serie de
moléculas efectoras completan la union de los fragmentos
de ADN recién sintetizados (Figura 2).

La reparacion del ADN por UENH es potenciado por
el efecto de 53BP1 (lwabuchi et al., 2006) a través de un
mecanismo estrictamente coordinado, que incluye la ubig-
uitinacién de los residuos lisina 13y 15 de la histona H2A por
RNF168, este evento dirige la unién de 53BP1 a la cromatina
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Figura 2. Modelo jerdrquico del
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raciéon del ADN dafado.
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que circunda la RDC (Frader-Turcotte et al., 2013). 53BP1 se
une especificamente a los nucleosomas con la modificacion
H2AK15ub a través del motivo de reclutamiento depend-
iente de ubiquitinacién (RDU). Para estabilizar la unién de
53BP1 a la cromatina es necesaria la union simultanea al
residuo de lisina 20, dimetilada de la histona 4 (H4K20me2)
por su dominio Tudor (Botuvan et al., 2006). Esta capacidad
esta relacionada con la habilidad de RNF8 para facilitar la
acumulacién de 53BP1 y de ATM fosforilada en los extremos
desprotegidos de los telémeros, asi como su capacidad para
promover la UENH en estas regiones teloméricas en ausencia
de Tpp1 (Rai etal., 2011).

Mas alld de la promocién de UENH a través de 53BP1,
RNF8 podria estar relacionada con el desarrollo del cancer de
mama, dadalainduccién de lainestabilidad genémica asocia-
da a su sobrexpresiéon (Anduro-Corona, 2012). Esta nocién se
refuerza con los resultados de Wang y colaboradores, ya que
afirman que RNF8 promueve funcionalmente la proliferacion
celular del cancer de mama, asociado a la transactivacion
del receptor de estrégenos a (ERa). Tales resultados sugieren
la potenciacién de la expresion de ERa por accién de RNF8
(Wang et al., 2017). La poliubiquitinacion de Twist via K63 le
confiere funciones de transicién de epitelial a mesenquimal
(TEM), proceso de reprogramacion de células epiteliales dif-
erenciadas a un fenotipo mesenquimal, asi como de células
troncales de cancer (CTC). Los fenotipos antes mencionados
estdn asociados a la quimioresistencia, invasién, migracion y
metastasis del cancer de mama (Lee et al,, 20162; Lee et al.,
2016°). Complementariamente, en células MCF-7 se encontrd
que la sobrexpresion de RNF8 promueve el fenotipo TEM fa-
cilitando la migracién celular, pero el silenciamiento de RNF8
en células MDA-MB-231 indujo el fenotipo de transicion de
mesenquimal a epitelial (TME) e inhibié la migracién celular
(Kuang et al., 2016). Estos resultados sugieren que los efectos
carcinogénicos de RNF8 pueden ser revertidos o al menos
detenidos.

Por otro lado, recientemente se descubrié que la
activacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) fosforila a la piruvato cinasa M2 (PKM2) en el residuo
treonina 11 de la H3, que subsecuentemente liga a RNF8 por
su dominio FHA. Posteriormente, RNF8 poliubiquitina a la
K4 de H3 via K48, estableciendo una marca para la degrad-
acion de H3 por el proteosoma 26S. Como resultado la RNA
polimerasa Il se puede acoplar a la cromatina relajada para
transcribir a los genes MYCy CCND1, mismos que promueven
la proliferacion celular, tumorigénesis y glucolisis tumoral
(Xia et al., 2017). Los reportes previamente expuestos son
evidencia de las multiples interacciones que RNF8 establece
para la tumorigénesis.

RNF8 como blanco terapéutico

Se ha comprobado que 53BP1 afecta la estabilidad
cromosdmica en células deficientes en BRCAT1, frecuente-
mente asociados con los CMTN (Villarreal-Garza et al., 2015).
Otros resultados sugieren que la HR puede ser regulada por
las proteinas BRCA y 53BP1 de forma dependiente de RNF8
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(Nakadaetal., 2012). Asi, RNF8 parece un blanco farmacoldgi-
co para eliminar la actividad remanente de recombinacion
homologa tras la inactivacién de BRCA1 y 53BP1, consid-
erando que la recombinacién homologa residual promueve
la supervivencia tumoral por la resistencia a inhibidores
de PARP-1 (Bouwman et al., 2010; Nakada et al., 2012). Una
opcién para la inactivacion de RNF8 es el uso de ICPO, una
proteina del Virus del Herpes Simple tipo 1, que posee activ-
idad de E3 ubiquitina ligasa y es un transactivador requerido
para un cambio eficiente de la infeccion latente a la fase
litica. ICPO tiene la propiedad de ubiquitinar via K48 a las
E3 ubiquitina ligasas RNF8 y RNF168, facilita su degradacion
y causa la desregulacién de la ubiquitinacién de la histona
H2A, previniendo la acumulacién de las proteinas del RDA
(Lilley et al., 2010).

Por otro lado, se han desarrollado algunas estrategias
de busqueda de estructuras inhibitorias de la interaccion
proteina-proteina de RNF8 con la enzima conjugadora
de ubiquitina E2 (Ubc13) (Weber et al., 2016). Con base en
estas herramientas, ha sido posible el disefio de moléculas
pequefas que antagonizan con la interaccion de Ubc13
con Uev1 y Uev2, variantes inactivas de E2. Tales moléculas
inhiben la poliubquitinacién ligada a K63 y los resultados
muestran que al menos una de ellas puede ser utilizada en
esquemas terapéuticos combinados para modelos exper-
imentales de cancer. La molécula “1a” inhibe la invasividad,
clonogenicidad y el crecimiento tumoral el células de cancer
de proéstata (Scheper et al., 2010).

Se reevalla la actividad de moléculas originalmente
disenadas para combatir otras patologias. La ouabaina es
una molécula utilizada en el tratamiento de falla cardiaca y fi-
brilacién atrial que ha mostrado propiedades antitumorales.
Los resultados del estudio muestran que este glucésido car-
diaco interactua en el sistema de reparacién RDA posterior a
la activacién de yH2AX, pero anterior a 53BP1 (Surovtseva et
al., 2016), lo que permite inferir que se trate del mismo blanco
con el que interviene la molécula “1a” descrita por Scheper.
Se propone una forma adicional de inactivar a RNF8, a través
de miR214 que elimina el RDA reprimiendo la expresién de
RNF8 a través de la unién directa a la regién 3" no traducida
del ARNm de RNF8. Esta estrategia ha mostrado la inhibicion
de la inestabilidad cromosémica en cancer de ovario (Wang
etal., 2014), el cdncer de mama es regulado por un mecanis-
mo similar, lo que permite inferir su potencial regulaciéon por
esta molécula.

CONCLUSIONES

Con base en la cascada de sefales de la respuesta al
dano al ADN, activada por el rompimiento de doble cadena
del ADN en el CMTN, se identificé a RNF8 como un potencial
blanco terapéutico. En este trabajo se abordaron tres es-
trategias generales para la inactivacién de RNF8. La primera
involucra a ICPO, que es capaz de ubiquitinar a RNF8 via K48
(Lilley et al., 2010). Otra estrategia, propone la inhibicion
de la interaccion de RNF8 con la E2 Ubc13 (Scheper et al.,
2010; Sorovtseva et al., 2016; Weber et al., 2016). Por ultimo,
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se presenta el miR214 como opcién para la inhibicién de la
transcripciéon de RNF8 (Wang et al., 2014). Es posible que la
inactivacion de RNF8 presentara un efecto significativo en
México, ya que hasta el 23% de los casos de cancer de mama
estan categorizados como CMTN (Lara-Medina et al., 2011),
el mas agresivo entre los subtipos intrinsecos y a la fecha no
existe un tratamiento especifico para estas pacientes.
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