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Introduccion

Desde la década de los 40 se sabia que el DNA estaba formado por nucleoétidos,
que estaban compuestos por un grupo fosfato, un azlcar y bases nitrogenadas
adenina, guanina, citocina y timina. En 1953, James Dewey Watson en conjunto
con Francis Harry Compton Crik dilucidaron la estructura molecular del DNA,
encontrando que esta formada por dos hebras o cadenas alargadas que se
enrollan formando una doble hélice en forma de escalera de caracol (llamada
doble hélice), en donde cada peldafio esta representado por la union de las bases
nitrogenadas (Watson, 1972).

El conocimiento de la estructura molecular del DNA permitid la elucidacion del
codigo genético, la determinacion del mecanismo y control de la sintesis de las
proteinas, asi como el mecanismo de transmision de la informacion genética de la
célula progenitora a las células hijas. El DNA contiene la informacidén genética, es
decir, la informacion que define a una especie y, dentro de ésta, incluso las

caracteristicas de cada individuo en particular (Gilchrist y Elgin, 2006).

Debido a que la longitud total del DNA celular es superior a cientos de miles de
veces la longitud de una célula, el empaquetamiento del DNA es crucial para la
arquitectura de la célula, asi durante la interfase, cuando las células no se estan
dividiendo, el material genético existe como un complejo de nucleoproteinas
llamado cromatina, disperso en la mayor parte del nucleo (Eissenberg y Elgin,
2005; Nye y col, 2006).

El DNA se encuentra dentro del nucleo celular, organizado en unas estructuras
denominadas cromosomas (del griego, cuerpos coloreados). Un cromosoma es
una estructura simétrica constituida por dos elementos idénticos, llamados
cromatidas, cada una de las cuales esta formada por una molécula de DNA de
doble cadena asociada a proteinas. Aunque los cromosomas difieren en longitud y
namero entre las especies, los estudios citogenéticos demostraron que todos se

comportan de manera similar en el momento de la divisidon celular (Gilchrist, 2006).
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Cualquier cromosoma eucarionte debe contener tres elementos funcionales para
que se repligue y se segregue correctamente: origenes de replicacion en los
cuales las DNA polimerasas y otras proteinas inician la sintesis de DNA, el

centromero y los dos extremos o telomeros (Gilchrist, 2006).

El DNA en humanos esta organizado en 22 pares de autosomas homélogos y dos
cromosomas sexuales. Los cromosomas los podemos clasificar segun la posicion
del centromero en: metacéntricos, submetaceéntricos, acrocéntricos y telocéntricos
(Nye y col, 2006).

Los cromosomas se estudian durante la division celular, en la mitosis durante la
metafase, ya que es cuando presentan un grado de condensacion adecuado que
permite su identificacion y diferenciacion de acuerdo a los patrones de bandas y la
coloracién. Ciertos colorantes tifien selectivamente algunas regiones de los
cromosomas en metafase mas intensamente que otras y producen patrones

caracteristicos especificos de cromosomas individuales (Nye y col, 2006).

Las primeras observaciones acerca del numero y el tamafio de los cromosomas y
sus patrones de tincion condujeron al descubrimiento de muchas caracteristicas
generales importantes de la estructura de los cromosomas, de modo tal que
dentro de la estructura cromosOmica se pueden identificar regiones especificas
(bandas) mediante tinciones como lo es el centromero y los telomeros (Gilchrist,
2006).

Los telomeros son elementos estructurales de todos los cromosomas, se localizan
en los extremos de todos los cromosomas de eucariontes, se encargan de
asegurar la integridad cromosOmica y la estabilidad total del genoma, los
telomeros se asocian con proteinas para formar una estructura especializada que

protege a los cromosomas de la fusién, de la degradacion por nucleasas, de la
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recombinacién inadecuada, asi mismo participan en el anclaje de los cromosomas
a la matriz nuclear, juegan un papel muy importante durante la mitosis y la
meiosis, asi mismo en el apareamiento y recombinacion homoéloga (Martin y
Ledbetter, 2006).

En los seres humanos, los teldmeros se mantienen en las células germinales, pero
se acortan al envejecer en la mayoria de las células somaticas, debido a la
disminucién en la actividad de la enzima telomerasa, ésta es un complejo
ribonucleoproteico que tiene un peso molecular aproximadamente de un
megadalton, formado por una subunidad de estructura proteinica que contiene un
dominio de transcripsasa reversa (transcriptasa reversa de la telomerasa, TERT) y
una plantilla que contienen RNA (componente del RNA de la telomerasa, TERC,
TR, TER), esta plantilla se utiliza para dirigir la adicion de repeticiones teloméricas
en la cadena sencilla de DNA, ademas de otras funciones importante como la
extension del extremo cromosomico mediado por la telomerasa y el mantenimiento
del DNA telomérico que implica actividades adicionales, como por ejemplo la
sintesis, procesamiento y regeneracion adecuada del extremo cromosomico (Ju y
Rudolph, 2006).

De tal forma que el acortamiento del telomero en células somaticas conduce
eventualmente al decremento en la adecuada replicacion del material genético de
la célula, debido a que la telomerasa es incapaz de reestablecer la estructura del
telomero, en consecuencia se origina una inestabilidad o fragilidad en el
cromosoma y como resultado la célula entrara en un proceso de crisis seguida de
la muerte celular. La inestabilidad cromosomica (CIN, Chromosomal Instability)
tendria su origen en la alteracion de genes que afectan a la segregacion de los

cromosomas durante la mitosis y meiosis (Blasco, 2005).

Es importante sefialar que un acortamiento de manera natural en la longitud de los

telomeros ocurre en el curso del envejecimiento, cuyas disminuciones son
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generalmente del orden de 10 a 200 pares de bases por afio segun los diferentes
tipos de tejidos. El envejecimiento es el proceso por el cual la mayoria de las
células humanas normales experimentan una disminucion en la proliferacion
celular llamandole senescencia. Este proceso es dependiente del acortamiento de
los telomeros, de la actividad de la telomerasa y de la integridad cromosOmica
(Admire y col, 2006).
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Objetivo

La finalidad de este trabajo es realizar una investigacion documental de fuentes
bibliograficas, hemerograficas y de sitios WEB mediante la utilizacion de bases de
datos para conocer la relacion que guarda el telomero, la telomerasa y la
integridad del cromosoma con algunas enfermedades poco conocidas, las cuales
en la actualidad son temas novedosos, amplios e interesantes que no se
encuentran profundamente revisados en los libros de texto y de consulta en
espafiol, a los que solamente se puede tener acceso mediante revistas y articulos

especializados.

En base a esto se podra conocer la importancia de la funcidon de la telomerasa en
la estructura y empaquetamiento de los teldmeros, los cuales son sensores de la
fidelidad del genoma y son necesarios para la integridad y estabilidad
cromosOmica, ademas de ser importantes en la correcta transmision de la
informacion genética, en el apareamiento cromosémico, en la division celular, y
son esencialmente importantes para mantener la homeostasis cromosémica y

celular, necesarias para la viabilidad y proliferacion celular.

Vi
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Cromosoma

ANTECEDENTES

El ndcleo de una célula contiene la informacion genética. Esta informacion reside en
los cromosomas, en forma de genes. Los cromosomas se descubrieron en el siglo
XIX, una de las primeras imagenes conocidas de los cromosomas humanos fueron
realizadas por el patologo aleméan J. Arnold en 1879; Arnold examind las células de
carcinoma y sarcoma porque el volumen de sus nucleos facilitd el analisis. En 1888
Heinrich Wilhel Gottfried Waldeyer describié unas estructuras en el nucleo en forma
de filamentos a las que llam6é cromosomas, esta palabra se deriva del griego
chroma que significa color y soma que significa cuerpo, es decir cuerpo coloreado
(Speicher, 2006).

En 1924 Theophilus Painter realiz6 finos cortes de testiculo, fijando las células con
sustancias quimicas y examinandolas al microscopio, tratando de realizar un conteo
de la masa enredada de cromosomas Yy llegando a contar 24 pares de cromosoma.
Sorprendentemente, este hecho se quedé indisputable durante 30 afios. No fue
hasta 1955, cuando Joe-Hin Tjio y Albert Levan, utilizando mejores técnicas,
informaron que el nUmero de cromosomas humanos no era de 48 sino de 46; este
trabajo fue confirmado por los estudios de Ford y Hamerton en 1956 (Speicher,
2006; Nye y col, 2006).

El nUmero de cromosomas presentes en el nacleo proporciona las caracteristicas de
cada especie. Por ejemplo, Drosdfila melanogaster tiene ocho cromosomas, Mus
musculus tiene 40 cromosomas Yy Gallus domesticus tiene 78 cromosomas
(Speicher, 2006).

Los cromosomas humanos se encuentran en ceélulas somaticas por pares. Un
miembro de cada par cromosOmico proviene de la madre y el otro del padre, cada

par recibe el nombre de cromosomas homodlogos. Las células que contienen los
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pares de cromosomas homologos se conocen como células diploides (Speicher,
2006). Ciertas células, como los 6vulos y espermatozoides (gametos), contienen
una sola copia de cada cromosoma y se les llama células haploides. Los
cromosomas estan estructurados por varios componentes diferentes, tales como
heterocromatina y eucromatina, centromeros y teldmeros (Higgins, 2007; Speicher,
2006; Eissenberg y Elgin, 2005).

En los organismos eucariontes el DNA es almacenado en el nucleo celular en forma
de cromatina, este DNA se encuentra organizado en la estructura cromosomica,
mediante la asociacion de DNA y proteinas basicas llamadas histonas, que son las
encargadas de la organizacién y empaquetamiento del DNA en la estructura del

cromosoma (Higgins, 2007).

El papel principal de la molécula de DNA es el de ser portador de la informacion
genética de cada individuo y ser el transmisor de dicha informacion de una

generacion a otra (Higgins, 2007).

El DNA es una macromolécula compleja, compuesta por dos cadenas que se
entrelazan entre si formando una doble hélice. Cada cadena esta formada por
varios nucleétidos o bases nitrogenadas (A, G, C y T), ambas cadenas estan unidas
entre si, mediante el apareamiento de bases (A-T y G-C) por puentes de hidrégeno
(Higgins, 2007).

Debido a que la longitud total del DNA celular es superior a cientos de miles de
veces la longitud de una célula, el empaquetamiento del DNA es crucial para la
arquitectura de la célula (Doenecke y Albig, 2006). Durante la interfase, cuando las
células no se estan dividiendo, el material genético existe como un complejo de
nucleoproteinas llamado cromatina, disperso en la mayor parte del ndcleo. El
posterior plegamiento y compactacion de la cromatina durante la mitosis produce los

cromosomas metafasicos visibles (Speicher, 2006; Gilchrist, 2006).
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Una célula humana promedio contiene casi 6000 millones de pares de bases de
DNA divididas entre 46 cromosomas, cada cromosoma contiene una sola molécula
continua de DNA; cuanto mayor sea el cromosoma mas largo el DNA que contiene.
Puesto que cada par de bases ocupa casi 0.34 nm de longitud de una molécula de
DNA, 6000 millones de pares de bases equivalen a una molécula de DNA de dos
metros de largo. Ademas, el DNA del interior de una célula se enlaza a una gran
cantidad de agua (casi seis moléculas de agua por par de bases), que expande su
volumen aun mas (Doenecke y Albig, 2006).

CROMATINA

La cromatina es una estructura fibrilar constituida quimicamente por DNA e
histonas, la cromatina se encuentra en el interior del niucleo y se asocia con el

nucléolo y con la envoltura nuclear (Larizza y Doneda, 2006).

Cada cromosoma consiste de una Unica molécula de DNA lineal muy larga asociada
a proteinas que pliegan la fina hebra de DNA en una estructura mas compacta, las
proteinas que se unen al DNA de los cromosomas eucariotas se clasifican en dos
grupos: las proteinas histonas y las proteinas cromosdémicas no histonas, al
complejo formado por el DNA cromosomico y las dos clases de proteinas se le

llama cromatina (Doenecke y Albig, 2006).

Ademas de las proteinas involucradas en la condensacion del DNA, los
cromosomas también se asocian con otras proteinas que intervienen en la

expresion geénica, la replicacion y reparacion del DNA (Higgins, 2007).

Las histonas son responsables del primer nivel de organizacion de la cromatina que
es una fibra de cromatina con un didmetro de 10 nm y es una forma de cromatina
menos compacta que se parece a una serie regular en forma de collar de perlas,
que es basica para la estructuracién del nucleosoma el cual constituye el primer

nivel de empaquetamiento de DNA en el cromosoma (Eissenberg y Elgin, 2005).
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Los nucleosomas estan formados por un centro o "core" de histonas, dicho centro
posee dos copias de cada una de las siguientes histonas: H2A; H2B; H3 y H4, dicha
estructura se organizan, a su vez, en fibras de 30nm llamda solenoide, esta
estructura se forma por 6 nucleosomas por vuelta de selemoide de manera
helicoidal, girando a manera de resorte alrededor de un eje virtual, los solenoides
también siguen un proceso de enrollamiento y forman los bucles de cromatina
(Doenecke y Albig, 2006).

En el siguiente nivel de empaquetamiento, las fibras de 30 nm se organizan en una
serie de bucles o asas superenrolladas, estos bucles se estabilizan gracias a la
interaccién con las proteinas de la matriz nuclear o andamiaje nuclear (“scaffold”).
Consecuentemente el andamiaje 0 matriz nuclear se convierte en el centro de la
estructura del cromosoma, y como la compactacion continta, éste se pliega modo

de acordedn (Nye y col, 2006).

La unidén entre la cromatina y la matriz se da a nivel de zonas altamente
conservadas, denominadas secuencias SAR o MAR (scaffold associated regions/
matrix attachment regions). Las SAR son regiones de varios cientos de pares de
bases ricas en residuos de adenina y timina, abundantes en la heterocromatina
(Larizza y Doneda, 2006).

Los estudios realizados en los afios 30 con microscapia Optica permitieron distinguir
dos tipos de cromatina en el ndcleo interfasico de los organismos eucariotas: una
forma condensada, llamada heterocromatina la que se encuentra metilada, teniendo
como resultado un andamiaje muy plegado en su estructura y otra que se encuentra
menos condensada llamada eucromatina, en donde el andamiaje es mas lineal,
formando bucles mas amplios porque esta fuertemente acetilada haciendo que el
grado de empaquetamiento de la eucromatina sea menor y mas accesible para la

transcripcion de sus genes (Tabla 1.1) (Eissenberg y Elgin, 2005).
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Tabla 1.1 DIFERENCIAS ENTRE LA EUCROMATINA Y LA HETETOCROMATINA

Rasgo Eucromatina Heterocromatina
Descondensada Condensada
Apariencia en interfase , o (densamente tefida;
(ligeramente tefida) i
picnotico)
Localizacién : Regidn pericentromérica,
- Brazo distal .
cromosomica telomérica

Fase de replicacion

Durante la fase S

Después de la fase S

Composicion de la
secuencia de DNA

DNA Unico con secuencias
intermedias repetidas

DNA repetitivo: satélite,
bloque de secuencias
intermedias repetidas

Densidad genética Variable Baja
Compacta, en la periferia
Localizacion nuclear Dispersa nuclear o entorno al
nucléolo
Recombinacion N N
Significante Insignificante

meiotica

Metilacién de DNA
(vertebrados y plantas)

Hipometilacion cerca de los
genes transcritos

Hipermetiladas

Acetilacion de histonas Alta Baja
Espacio en el
Irregular Regular
nucleosoma
Accesibilidad por Variable Bajo
nucleasas

Tomado de Eissenberg, 2005

Eucromatina

La eucromatina se encontraria al menos en dos estados, la eucromatina accesible,
que representa alrededor del 10%, donde se encuentran los genes que se estan
transcribiendo y la eucromatina poco accesible, mas condensada (pero menos que
la heterocromatina), donde estan los genes que la célula no esta transcribiendo

Larizza y Doneda, 2006).

La eucromatina constituye la mayor parte de los cromosomas interfasicos y
corresponde a los dominios de las fibras de cromatina de 30 nm que estan

organizados en bucles, sin embargo la eucromatina se encuentra interrumpida por
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regiones de heterocromatina, en donde las fibras de cromatina de 30 nm estan
sometidas a plegamientos adicionales de empaquetamiento que generalmente
hacen que estas regiones sean resistentes a la expresion de genes (Eissenberg y
Elgin, 2005) .

Cuando las células salen de la mitosis algunas regiones del cromosoma
permanecen desespirilizadas desvaneciéndose y dispersandose en el nlcleo de las
células hijas, a esta region de la cromatina se le llama eucromatina y contiene la
mayor parte de genes transcripcionalmente activos (Eissenberg y Elgin, 2005;
Speicher, 2006).

Heterocromatina

Luego de concluir la mitosis, la mayor parte de la cromatina que compone a los
cromosomas mitéticos altamente empaquetados se dispersa, y regresa a Ssu
condicion difusa de la interfase, en la mayor parte de las células casi 10% del
material cromosémico permanece en forma condensada compacta durante la
interfase, a la cromatina que permanece condensada durante la interfase se le
denomina heterocromatina y se cree que contiene elementos cuya influencia puede
propagarse hacia afuera a cierta distancia, afectando el estado fisiol6gico de los
genes cercanos (Larizza y Doneda, 2006).

La heterocromatina se divide en dos categorias, heterocromatina constitutiva y
heterocromatina facultativa, segun su permanencia en estado compacto
(Eissenberg y Elgin, 2005).

La heterocromatina constitutiva permanece en estado condensado en todas las
células y en todo momento, y por lo tanto representa al DNA permanentemente
silencioso (Larizza y Doneda, 2006). En células de mamiferos, la masa de la

heterocromatina constitutiva se sitla dentro del centromero de cada cromosoma y
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alrededor del mismo, y en unos pocos sitios seleccionados como el corpusculo de

Barr y el brazo distal del cromosoma Y en mamiferos (Eissenberg y Elgin, 2005)

El DNA de heterocromatina constitutiva consta principalmente de secuencias
altamente repetidas como por ejemplo el DNA satélite el cual es altamente repetitivo
encontrandose en los cromosomas acrocéntricos, en las regiones centroméricas y
teloméricas de todos los cromosomas, las constricciones secundarias de 1q, 9q,
16q y el brazo largo del cromosoma Y; mientras que los minisatélites de DNA se
observan en las regiones subteloméricas de los cromosomas humanos y por ultimo
los microsatélites los cuales son mononucleétidos que se encuentran dispersos a

través de los cromosomas (Larizza y Doneda, 2006).

En muchas plantas, los extremos de los cromosomas (telomeros) también contienen
bloques de heterocromatina constitutiva (Speicher, 2006). En realidad, cuando los
genes normalmente activos se desplazan a una posicion adyacente a la
heterocromatina, tienden a inactivarse por si mismos, fendmeno conocido como

efecto de posicion (Eissenberg y Elgin, 2005)

La heterocromatina facultativa se llama asi porque tiene la facultad de inactivarse en
un determinado momento, ésta heterocromatina toma la forma de un cromosoma
completo que es inactivo en una linea celular, pero que puede expresarse en otras
circunstancias. El ejemplo por excelencia es la inactivacibon de uno de los
cromosomas X en mujeres XX normales, lo que permite mantener el equilibrio

génico entre ambos sexos (Higgins, 2007; Larizza y Doneda, 2006).
HISTONAS
Las histonas son los componentes proteicos mas importantes de los cromosomas

de eucariontes, de tal forma que estas proteinas son parte elemental de la

arquitectura en la organizacion del genoma eucariotico (Doenecke y Albig, 2006).
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Las histonas son, con mucho, las proteinas mas abundantes asociadas con el DNA
eucarionte. En condiciones normales las células eucariontes contienen cinco
histonas abundantes: H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Higgins, 2007).

Las histonas H2A, H2B, H3 y H4, tienen un dominio N-terminal sumamente basico,
una parte globular central, y especialmente en H2A, H2B, H3 un dominio C-terminal

mas corto (Doenecke y Albig, 2006).

Los dominios globulares de las cuatro histonas centrales varian en la estructura
primaria, pero en la estructura terciaria los dominios son semejantes produciendo un

empaquetamiento mayor (Doenecke y Albig, 2006).

Las interacciones entre los dominios centrales de histonas tienen como resultado la
formacion de dimeros de H2A / H2B y tetrdmeros que consisten en dos moléculas
de H3 y dos moléculas de H4 (Figura, 1.1), juntas forman un estructura octamérica
la cual es un nucleo de proteinas al cual se le enrosca el DNA nucleosémico
(Doenecke y Albig, 2006).

La histona H1 no es parte de la particula nucleosémica central, sino que se une al
DNA ligador y, por lo tanto, se le denomina histona ligadura. Las cuatro histonas
centrales estan en cantidades iguales en las células, mientras que la H1 exhibe la
mitad de la abundancia que las otras histonas (Luger, 2001). La H1 tiene una
estructura de tres dominios, el dominio N-terminal se encuentra libre de
aminoacidos basicos, mientras que el segundo dominio es rico en residuos de lisina,
el dominio central es menos basico y tiene una estructura globular, en esta
estructura se encuentran varios factores de transcripcion (Doenecke y Albig, 2006).
Por otro lado el C-terminal de la histona H1 es rico en residuos basicos, esta parte
se encuentra implicada en la formacion de estructuras del mas alto orden de
empaquetamiento de la cromatina, mientras que el dominio globular es esencial
para el empaquetamiento del DNA a nivel del nucleosoma (Doenecke y Albig,
2006).
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Figura 1.1 Estructura y organizacion de histonas. Tomada de Alberts, 2002.

Los cinco tipos principales de histonas denominadas HI, H2A, H2B, H3 y H4, son
ricos en aminoacidos basicos cargados positivamente, que interactdan con los

grupos fosfato cargados negativamente del DNA (Nye y col, 2006).

Las secuencias de aminoacidos de cuatro histonas (H2A, H2B, H3 y H4) presentan
notable similitud entre especies remotamente relacionadas. Por ejemplo, las
secuencias de la histona H3 del tejido del erizo de mar y del timo de ternero difieren
s6lo por un aminoacido, y la H3 del poroto (Phaseolus vulgari) y el timo de ternero

difieren s6lo en cuatro aminoacidos (Doenecke y Albig, 2006).
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La secuencia de aminoacidos de la H1 varia mas de un organismo a otro que las
secuencias de las otras histonas en ciertos tejidos, la H1 es reemplazada por
histonas especiales, por ejemplo en los eritrocitos nucleados de las aves aparece
una histona denominada H5 en lugar de la H1, la similitud en las secuencias entre
las histonas de todos los eucariontes sugiere que se pliegan en conformaciones
tridimensionales muy similares que alcanzaron niveles Optimos para la funcion de
las histonas en un punto temprano de la evolucién en un ancestro comun de todos

los eucariontes modernos (Doenecke y Albig, 2006).

Los residuos basicos de aminoacidos del nucleo central de las histonas se agrupan
sobre uno o ambos extremos de la molécula, y por lo tanto el resto de la molécula
permanece con caracter relativamente hidrofébico. Esta separacion es ideal para la
organizacion del nucleosoma. Las partes mas hidrofobicas, partes no cargadas de
las histonas, ocupan el centro de la particula del nucleosoma y por lo tanto
promueven su agregacion en un ndcleo apretado. Por lo contrario, las partes
bésicas polares del nucleo de las histonas forman apéndices flexibles dirigidos hacia
el exterior de la particula, donde los residuos con carga positiva se encuentran
disponibles para generar interacciones ionicas con grupos fosfato cargados
negativamente del esqueleto de DNA. AUn cuando el DNA se encuentra
intimamente asociado con el nacleo de la histona sobre la superficie interna de la
fibra helicoidal, la superficie externa del DNA todavia esta expuesta y accesible para

interactuar con moléculas reguladoras (Luger, 2001).

Cada una de las histonas que conforman el nacleo del nucleosoma contiene un
extremo amino flexible de 11 a 37 residuos que se extienden desde la estructura fija
del nucleosoma, estos extremos se llaman colas de las histonas. Cada una de las
H2A también contiene una cola C-terminal flexible. Las colas de las histonas se
requieren para que la cromatina se condense desde la conformacion de perlas de
un collar a la fibora de 30 nm. Varias cadenas laterales de lisinas cargadas
positivamente en las colas de las histonas pueden interactuar con el DNA

espaciador y las colas de un nucleosoma. Las lisinas de la cola de histona, sobre
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todo aquellas en H3 y H4, sufren acetilacion y desacetilacion reversibles mediante
enzimas que actuan sobre lisinas especificas en el N-terminal (Higgins, 2007). En la
forma acetilada, la carga positiva del grupo e-amino de la lisina se neutraliza y
elimina su interaccion con un grupo fosfato del DNA. Por ende, mientras mas
grande es la acetilacion del N-terminal de la histona, menor sera la probabilidad de
que la cromatina forme fibras condensadas de 30 nm y posiblemente estructuras

plegadas de orden superior (Eissenberg y Elgin, 2005).

Las colas de las histonas también pueden unirse a otras proteinas asociadas con la
cromatina que influyen en la estructura de la cromatina, en procesos como la
transcripcion y la replicaciéon del DNA. La interaccion de las colas de las histonas
con estas proteinas es regulada mediante diversas modificaciones covalentes de
cadenas laterales de aminoéacidos de la cola de histona (Higgins, 2007). Estas
incluyen la acetilacion de los grupos e-amino de la lisina, al igual que la metilacion
de estos grupos, el cual es un proceso que evita la acetilacion, manteniendo asi su
carga positiva; las cadenas laterales de arginina también pueden ser metiladas,
mientras que las cadenas laterales de serina y treonina pueden ser fosforiladas
introduciendo una carga negativa (Holland, 2003). También una Unica molécula de
ubiquitina de 76 aminoacidos puede afiadirse a algunas lisinas. Hay que recordar
que la adicion de multiples moléculas de ubicuitina conectadas a una proteina
puede marcarla para ser degradada por el proteosoma. En este caso, la adicion de
una unica ubicuitina no afecta la estabilidad de una histona, pero influye en la
estructura de la cromatina; los multiples tipos de modificaciones covalentes de las
colas de histona pueden influir en la estructura de la cromatina alterando las
interacciones del DNA con la histona y las interacciones entre los nucleosomas con
la consiguiente interaccién con proteinas adicionales que participan en la regulacion

de la transcripcion (Holland, 2003).
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PROTEINAS NO HISTONAS

La masa total de las histonas asociadas con el DNA en la cromatina es
aproximadamente igual a la del DNA. La cromatina de la interfase y los cromosomas
en metafase también contienen pequefas cantidades de un complejo grupo de otras
proteinas de union al DNA asociados con la cromatina en interfase. La estructura y
la funcién de estas proteinas no histonas, es ayudar a regular la transcripcién, otras
proteinas no histonas menos abundantes asociadas con la cromatina regulan la

replicacion del DNA durante el ciclo celular eucarionte (Holland, 2003).

Aunque las histonas son las proteinas predominantes en los cromosomas, las
proteinas no histona también estan involucradas en la organizacion de la estructura
del cromosoma. Junto a las proteinas histonas que forman el nucleosoma, el cual es
la unidad estructural basica para el empaquetamiento de la cromatina en
eucariontes, también se encuentran las proteinas no histonas como lo son las
proteinas encargadas del mantenimiento de la estructura del cromosoma (SMC) y
las proteinas de alta movilidad (HMG) las cuales son esenciales para el

subsiguiente nivel de organizacion cromosémico (Holland, 2003)

Proteinas no histonas proporcionan un armazon estructural para los bucles largos
de cromatina y desempefan papeles esenciales en el ciclo celular, incluyendo el
alto orden de organizacién del cromosoma, el empaquetamiento y la arquitectura

local de la cromatina (Holland, 2003).

Las proteinas SMC pertenecen a una familia de genes que codifican proteinas
asociadas al cromosoma, involucrandose en la cohesion y condensacion
cromosdmica, de tal forma que la transmision exacta del material hereditario durante
la division celular depende de tres procesos fundamentales e interrelacionados,

llamados cohesion del cromosoma, condensacion y segregacion (Holland, 2003).
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Las proteinas de SMC forman dimeros en una orientacién antiparalela permitiendo
que ambos brazos interactien reciprocamente y potencialmente con ATP y DNA,
también estan involucradas en la organizacién de las cromatides y son clasificadas
en cuatro subtipos. SMC1 y SMC3 son subtipos en el complejo de multiproteinas de
cohesina, mientras SMC2 y SMC4 son componentes del complejo de multiproteinas
de condensita (Holland, 2003).

Las proteinas del Grupo de alta-movilidad (HMG) son abundantes proteinas no
histonicas, identificadas en los extractos de la cromatina en los afios setenta, y se
llaman asi por su alta movilidad electroforética cuando son separadas en gel de
dodecil sulfato de sodio (Holland, 2003).

Las proteinas de HMG funcionan como los componentes arquitectonicos de la
cromatina debido a que pueden modificar directamente el DNA o via nucleosémica
al abrir la cromatina, haciéndola accesible a los factores de transcripcion y
estabilizar los complejos multiproteina que regulan la transcripcion de un gen vecino
(Holland, 2003).

NUCLEOSOMA

En 1974, Roger Kornberg, de la Universidad de Harvard, propuso la estructura de la
cromatina, sugiriendo que el DNA y las histonas se encuentran organizados en

subunidades repetitivas denominadas nucleosomas.

La mayoria del DNA en las células eucariotas esta condensado en nucleosomas,
estos se componen de un centro o nucleo de ocho proteinas histonas y DNA
enroscado a su alrededor. EI DNA entre cada nucleosoma (el "hilo" que sostiene las
"perlas del collar") se conoce como DNA ligador o DNA separador. Por armarse en
nucleosomas, el DNA se compacta unas seis veces (Figura 1.2). Esto es muy poco
comparado con la compactacion del DNA de 1000 a 10 000 veces que se observa

en las células eucariotas. Sin embargo, esta primera etapa de condensacion del
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DNA es indispensable para que se produzca el resto de los niveles de compactacion
del DNA (Holland, 2003).

El DNA asociado en forma mas estrecha con el nucleosoma, llamado DNA central,
rodea mas o menos 1,65 veces el exterior del octamero de histonas, como hilo

alrededor de una bobina (Doenecke y Albig, 2006).

La longitud de 147 pares de bases de este DNA es una caracteristica invariable de
los nucleosomas en todas las células eucariotas (Holland, 2003), de tal forma que la
formacion de los nucleosomas representa el primer paso importante en el proceso

de empaquetamiento (Nye y col, 2006).

El nucleo proteico del nucleosoma es una estructura con forma de disco que se
arma de una manera ordenada solo en presencia de DNA (Figura 1.2). Sin DNA, las
histonas centrales forman aglomeraciones intermedias en solucion. Una region
conservada que esta en toda histona central, llamada dominio de pliegue histénico,
media el armado de estos intermediarios, compuestos nada mas que de histonas
(Holland, 2003; Doenecke y Albig, 2006).
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Figura 1.2  Compactacién de DNA seis veces con ayuda del octamero de histonas. Tomado
de Griffith, 2002.
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El pliegue histonico esta formado por tres regiones helicoidales o separadas por dos
asas cortas no estructuradas. En cada caso, el pliegue histénico media la formacion
de heterodimeros cabeza-con-cola de pares de histonas especificos. Las histonas
H3 y H4 primero forman heterodimeros que luego se rednen para formar un
tetramero con dos moléculas de cada una de las histonas H3 y H4 (Figura 1.2) En
cambio, H2A y H2B forman heterodimeros en solucion, pero no tetrameros (Nye y
col, y col 2006).

Octanare de histenas Médula del nucleosoma

H2B

4N
ADN

H2A

NHER T T

Figura 1.3 Orden de formacién del nucleosoma en presencia de DNA. Tomado de Giriffith, 2002.

El armado de un nucleosoma comprende la asociacion ordenada de estas
subunidades proteicas con el DNA. Primero, el tetramero de las moléculas H3-H4 se
une al DNA, luego dos dimeros H2A-H2B se unen al complejo H3-H4-DNA para

formar el nucleosoma definitivo (Doenecke y Albig, 2006).

Las regiones de pliegue histénico del tetramero H3-H4 interactian con los 60 pares
de bases centrales. La region N-terminal de la H3 mé&s proximal con respecto a la
regién de pliegue histénico forma una cuarta hélice que interactia con las 13 pb
finales en cada extremo del DNA unido, el tetramero H3-H4 forma la mitad superior
del octamero de histonas. Cada uno de los dos dimeros H2A -H2B se asocia con
alrededor de 30 pb de DNA a cada lado de los 60 pb centrales del DNA unido a H3
y H4, en conjunto, los dos dimeros H2A -H2B forman la parte inferior del octamero
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histonico que atraviesa el disco desde los extremos del DNA (Speicher, 2006;
Doenecke y Albig, 2006).

La asociacion del DNA con el resto del nucleosoma estd mediada por una gran
cantidad de enlaces de hidrogeno entre las histonas y el DNA. La mayor parte de
estos enlaces de hidrégeno se establece entre las proteinas y los atomos de
oxigeno en los enlaces fosfodiéster cerca del surco menor del DNA. Solo siete
enlaces de hidrogeno se forman entre cadenas laterales de las proteinas y las
bases en el surco menor del DNA (Eissenberg y Elgin, 2005; Nye y col, y col 2006).

La gran cantidad de estos enlaces de hidrogeno provee la fuerza impulsora para
curvar el DNA. La naturaleza muy bésica de las histonas también sirve para
enmascarar la carga negativa de los fosfatos que se resistirian a la curvatura del
DNA. Asimismo, facilita la aproximacién precisa de las dos hélices de DNA
contiguas necesaria para que éste gire mas de una vez alrededor del octamero de
histonas (Higgins, 2007).

La estructura del nucleosoma también indica algo sobre las colas N-terminales de
las histonas. Las cuatro colas de H2B y H3 emergen entre las dos hélices de DNA.
Su trayecto de salida estd formado por dos surcos menores contiguos, lo que
genera una "brecha" entre las dos hélices de DNA del tamafo suficiente solo para

una cadena polipeptidica (Holland, 2003).

Las colas de H4 y H2A emergen de las superficies superior o inferior del octamero,
al emerger entre las hélices de DNA y a cada lado de éstas, las colas de las
histonas sirven como los surcos de un tornillo y dirigen el enroscamiento del DNA
alrededor del disco octamérico de histonas de un modo levégiro, en consecuencia la
naturaleza levogira del enroscamiento del DNA le introduce superenrollamiento

negativo (Doenecke y Albig, 2006).
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Una vez que se forman los nucleosomas, el paso siguiente en la condensaciéon del
DNA es la union de la histona H1. Al igual que las histonas centrales, la H1 es una
proteina pequefia de carga positiva. La H1 interactia con el DNA ligador entre los
nucleosomas, ademas de afirmar la asociacion del DNA con los otros componentes

del nucleosoma (Doenecke y Albig, 2006).

La histona H1 tiene la propiedad inusual de unirse a dos regiones distintas del
duplex de DNA. Es tipico que estas dos regiones pertenezcan a la misma molécula
de DNA asociada con un nucleosoma. Los sitios de union de la H1 se ubican de
manera asimétrica en relacion con el nucleosoma. Una de las dos regiones que se
unen a la H1 es el DNA ligador en un extremo del nucleosoma. El segundo sitio de
union al DNA se encuentra en la parte media de los 147 pb asociados. La unién de
la H1 produce un angulo de entrada del DNA al nucleosoma y un &ngulo de salida
de éste que son mas definidos. Este efecto, hace que el DNA nucleosémico adopte

un aspecto en zigzag distintivo (Doenecke y Albig, 2006).

La unién de H1 estabiliza las estructuras cromatinicas de orden superior. Esta
estructura, corresponde al nivel siguiente de condensacion del DNA, lo mas
importante es que la incorporacion del DNA en esta fibra lo torna menos accesible a

muchas enzimas dependientes de DNA (Speicher, 2006).

El cromosoma eucarionte es una estructura lineal compuesta de una molécula de
DNA inmensamente larga que esta enrollada alrededor de los octdmeros de histona
aproximadamente cada 200 pb, formando cordones de nucleosomas estrechamente
empaquetados. Los nucleosomas se pliegan para formar una fibra de cromatina de
30 nm, la cual esta adherida a un armazon de proteina flexible a intervalos de
millones de pares de bases, lo que produce largos bucles de cromatina que se
extienden desde el armazon (Figura 1.4). Ademas de esta estructura general, un
conjunto complejo de miles de proteinas reguladoras poco abundantes se asocian
con secuencias especificas en el DNA cromosoémico (Higgins, 2007).
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Figura 1.4 Modelo de empaquetamiento de la cromatina. Modificado de Alberts, 2002

La organizacion estructural detallada de los cromosomas se ve ahora desde una
perspectiva mas global. Las primeras observaciones acerca del numero y el tamafio
de los cromosomas y sus patrones de tincibn condujeron al descubrimiento de
muchas caracteristicas generales importantes de la estructura de los cromosomas
(Nye y col, 2006).
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El nimero, el tamafio y la forma de los cromosomas en metafase son especificos de
especie, en las células que no estan en proceso de divisién, los cromosomas
individuales no son visibles, aun con la ayuda de colorantes histol6gicos para el
DNA o microscopia electrénica, durante la mitosis y la meiosis los cromosomas se
condensan y se vuelven visibles con el microscopio éptico (Gilchrist, 2006). Por
ende, casi todo el trabajo citogenético se realiz6 con cromosomas condensados en
metafase obtenidos de células en divisidn, ya sean células sométicas en mitosis o

gametos en division durante la meiosis (Higgins, 2007; Eissenberg y Elgin, 2005).

Los cromosomas mitéticos representan la etapa ultima del empaquetamiento de la
cromatina, un cromosoma mitotico de 1um de longitud tipicamente contiene casi 1
cm de DNA. Este empaquetamiento tiene lugar mediante un proceso que se
acompana de la fosforilacion de casi todas las moléculas de histona H1 en cada uno
de los cinco residuos serina distintos dentro de la molécula (Doenecke y Albig,
2006).

Cada cromosoma en metafase consiste de dos cromatidas hermanas, que estan
adheridas al centrémero. ElI nimero, los tamafios y las formas de los cromosomas
metafasicos constituyen el cariotipo, que es distintivo para cada especie. De tal
forma que el DNA humano esta organizado en 22 pares de autosomas homologos y

dos cromosomas sexuales fisicamente separados (Figura 1.5) (Speicher, 2006).

En los cromosomas eucariontes hay varios elementos de DNA importantes que no
son genes y no participan en la regulacién de la expresién de éstos. Entre estos
elementos estan los origenes de replicacion, que dirigen la duplicacion del DNA
cromosomico, los centrdmeros, los cuales intervienen en el movimiento de los
cromosomas hacia las células hijas, y los teldmeros, que protegen y duplican los

extremos de los cromosomas lineales (Figura 1.6) (Gilchrist, 2006).
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CENTROMEROS

Cada cromosoma tiene una region especializada llamada centrémero, la posicion
del centrémero divide al cromosoma en brazos cortos (p) y brazos largos (q)
respectivamente y la ubicacién del centromero en cada cromosoma es distintivo

para cada cromosoma (Nye y col, 2006).

Los centrdmeros son necesarios para la segregacion correcta de los cromosomas
después de la duplicacion del DNA. Las dos copias de cada cromosoma duplicado
reciben el nombre de cromosomas hijos, y éstos tienen que separarse, de modo que
una copia llegue a cada una de las células hijas. Lo mismo que los origenes de
replicacion, los centromeros dirigen la formacion de un complejo proteico llamado
cinetocoro el cual interactia con la maquinaria que tira de los cromosomas hijos

para separarlos y llevarlos hacia las células hijas (Choo, 2001).

TELOMEROS

Los teldmeros estan situados en los dos extremos de un cromosoma lineal. Al igual
que los origenes de replicaciéon y los centromeros, los telomeros estan unidos a
varias proteinas. En este caso, las proteinas cumplen dos funciones importantes
(Speicher, 2006), una de estas funciones es que las proteinas teloméricas
diferencian a los extremos naturales del cromosoma de los sitios de rotura
cromosomica y otras roturas del DNA en la célula, otra funcion es que las proteinas
son necesarias para que lleve acabo el alargamiento de la region telomérica,
ademas de que permite que la célula duplique los extremos de los cromosomas
(Martin y Ledbetter, 2006).

Los teldbmeros desempefian papeles importantes para la duplicacion completa del
cromosoma, sirven como sitios de enlace para varias proteinas especificas,

protegen a los cromosomas contra las nucleasas y otras influencias
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desestabilizadoras, evitan que los extremos de los cromosomas se fusionen entre
si, y facilitan la interaccion entre los extremos del cromosoma y la envoltura nuclear

en ciertos tipos de células (Blackburn, 2002).
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Estructura y Funcién del Telémero

ANTECEDENTES

Los teldbmeros fueron descubiertos durante la década de los anos 30 por el
genetista Hermann Joseph Muller a través de estudios en Drosophila
melanogaster; en donde observdé que en los extremos de los cromosomas
irradiados con rayos X, a diferencia del resto del genoma, no habia cambios como
deleciones o inversiones, gracias a la presencia de un casquete protector que él
mismo inicialmente llamd «gen terminaly y después teldmero (Figura 2.1), del

griego «telos» fin y «meros» parte (Muller, 1938).

Figura 2.1 Micrografia electronica de barrido del bucle telomérico. Tomado de McKnight, 2004
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Dos afos mas tarde Barbara Mc Clintock a través de estudio de la genética del
maiz (Zea mays), describié como la ruptura de los cromosomas resultaba en
adhesion y fusion de sus extremos, con la consecuente formacion de cromosomas
dicéntricos. Demostré que a pesar del dano, los extremos se podian restaurar
gracias a la adquisicion de un nuevo teléomero. Segun sus conclusiones, los
telébmeros jugaban un papel crucial en la integridad de los cromosomas, pues
prevenian la aparicion de ciclos de «ruptura-fusién-puente», catastréficos para la

supervivencia celular (McClintock, 1941).

Los teldmeros son elementos estructurales de cada cromosoma, se localizan en
los extremos de todos los cromosomas de eucariontes, se encargan de asegurar
la integridad cromosdémica y la estabilidad total del genoma, los telomeros se
asocian con proteinas para formar una estructura especializada que protege a los
cromosomas de la fusion, de la degradacion por nucleasas, de la recombinacion
inadecuada, juegan un papel muy importante durante la mitosis y la meiosis, el
apareamiento y recombinacion homodloga y asi mismo participa en el anclaje de
los cromosomas a la matriz nuclear, es importante sefialar que tanto el DNA como
las proteinas que los constituyen presentan caracteristicas singulares que los

diferencian del resto del cromosoma (Blackburn, 2004).

Los teldmeros de los cromosomas humanos tienen muchos rasgos unicos, lo que
los hace una parte esencial para comprender la biologia, estructura, organizacion
y la funcion de los cromosomas, actuando como complejos especializados de -
proteinas de DNA que encapsulan las terminaciones de los cromosomas en
eucariontes, por lo que son fundamentalmente importantes en enfermedades y

patologias humanas (Martin y Ledbetter, 2006).

Los telomeros estan situados en los dos extremos de un cromosoma, y al igual

que los origenes de replicacién y los centrdmeros, los telédmeros estan unidos a
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varias proteinas. En este caso, las proteinas cumplen dos funciones importantes
(Blackburn, 2004).

Primero, las regiones teloméricas diferencian los extremos naturales del
cromosoma de los sitios de ruptura cromosdémica y otras rupturas del DNA en la
célula, también son sitios de recombinaciéon y degradacién frecuentes del DNA,
ademas de que las proteinas que se congregan en los teldmeros forman una

estructura resistente a estos dos fenomenos (Bailey y col, 2006).

Segundo, los teldbmeros actuan como un origen de replicacion especializado que
permite a la célula duplicar sus extremos cromosomicos, debido a que la
maquinaria replicativa estandar del DNA no puede duplicar por completo los

extremos de un cromosoma lineal (Chai y col, 2006).

En el teldbmero pueden identificarse tres regiones importantes que se asocian a
proteinas especificas, las que a su vez interaccionan con otras proteinas
implicadas en la maquinaria de reparacion celular: una region distal, formada por
los extremos o capsulas de los cromosomas los cuales se encuentran formados
por una serie de repeticiones en tandem de secuencias de DNA de seis pares
base (pb), TTAGGG. Generalmente esta secuencia telomérica es mas rica en G
en una de las hebras que forma el extremo 3’ de DNA, que sobresale unos 12-16
nucledtidos sobre la hebra que aporta el extremo 5. Ese extremo saliente es
reconocido por proteinas ligantes del teléomero (TBP, telomere binding proteins),
que actuan a modo de caperuza protectora de dicho DNA terminal (Martin y
Ledbetter, 2006).

Enseguida se localiza la region sub-telomérica, contigua al telobmero, esta
constituida por heterocromatina con secuencias repetitivas que exhiben una gran
variabilidad interindividual. Esta también es una zona intermedia de cadena doble

no nucleosomal inmediatamente adyacente a la anterior, la cual es un complejo
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mosaico de repeticiones y homologias compartidas de la secuencia de la region
subtelomeérica, por ultimo se encuentra una region proximal con nucleosomas de

disposicion irregular (Martin y Ledbetter, 2006).

DNA TELOMERICO

En los humanos, el DNA del teldmero esta constituido por repeticiones
hexaméricas del tipo TTAGGG / AATCCC, las cuales estan repetidas entre 150 y
2000 veces, encontrandose mayor numero de repeticiones en el extremo terminal
3’, el cual finaliza en repeticiones hexaméricas de cadena simple, haciendo a esta
porcion mas larga que la hebra complementaria en el extremo 5 (Bailey y
Murnane, 2006).

Las repeticiones hexaméricas que se encuentran en la cadena sencilla permiten al
DNA telomérico adoptar estructuras secundarias muy particulares, debido a la
interaccion de la secuencia de guaninas a través de enlaces por puentes de
hidrogeno. Estas estructuras se denominaron cuartetos G, porque se encuentran
involucradas cuatro guaninas, las cuales pueden interaccionar intra o inter cadena
(Rudd, 2007).

La cadena rica en G corre en direccién 5' a 3' hacia cada extremo del cromosoma
y se extiende 12 a 15 nucledtidos mas alla del extremo de la cadena rica en C.
Como resultado del "desnivelamiento”, la cadena rica en G forma un apéndice de

DNA de una sola cadena en cada extremo del cromosoma (Sfeir y col, 2005).
Esta secuencia se ha encontrado también en regiones pericentroméricas de

cromosomas de algunos mamiferos asi como dispersa en sitios intersticiales del

genoma (Court y col, 2005).
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Esta disposicion se mantiene de una generacion de células a la siguiente por
medio de una enzima especial denominada telomerasa, que tiene la peculiar
funcion de anadir nuevas unidades repetidas al extremo 3' de la cadena rica en G
(Blasco, 2005).

El extremo distal del complejo telomérico adopta una conformacién particular en
forma de bucle en t, cuya estabilizacion esta dada por los factores de unién a las
repeticiones teloméricas (telomeric repeat binding factors: TRF1 y TRF2). Esta
estructura en forma de bucle impide el acople de la telomerasa y debe por tanto
ser desplegada durante la replicacion del DNA telomérico (Figura 2.2). El
mantenimiento de la compleja organizacion tridimensional del DNA telomérico con
plegamiento de las cadenas ricas en guanina, denominada cuadruples G,

involucra la participacion de proteinas especificas (Figura 2.3) (Court y col, 2005).

TRF1 TRFZ

Figura 2.2 Estructura protegida en bucle-T y factores TRF1 y TRF2 para su estabilizacién.
Tomada de Hodes, 2002.

El telébmero puede encontrarse en dos formas o estructuras: una protegida
(capped) y otra desprotegida (uncapped). La forma protegida constituye un
complejo de proteina-DNA con estructura bucle-T, el cual es altamente
cooperativo y protege el extremo de los cromosomas de la degradacién de las

nucleasas y de la fusion (Figura 2.4) (Gomez y col, 2006).
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Figura 2.3 Estructura de los cuadruples G. Tomado de Tang, 2007; tetrameros dimeros y

monomeros. Tomado de Bates, 2007.

El modelo desprotegido supone un telomero sin estructura bucle-T, el cual se
encuentra linearizado y susceptible a la degradacion por nucleasas y con

tendencia a la fusion (de Lange, 2005).

El estado protegido tiene lugar en teldmeros largos, ya que éstos pueden unir
mayor cantidad de proteinas y tienen la tendencia a formar la estructura en bucle-
T, mientras que los cortos estarian en estado desprotegido debido a que no
pueden unir suficientes cantidades de proteinas para formar la estructura en
bucle-T (Figura 2.5) (Churikov, 2007).
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a Longitud minima de las repeticiones TTAGGG

T-loop

c
Proteinas de union
al teldémero

b
Integridad del apéndice
de la cadena G 3'

Figura 2.4 Estructura protegida en bucle-T. Tomada de Blasco. 2002

Por otra parte, el telomero puede pasar del estado protegido a desprotegido y
viceversa. Un telobmero corto en estado desprotegido puede atraer actividad
telomerasa y alargarse para formar entonces la estructura de protegido, pero por
el contrario, si un teldbmero largo con estructura protegida no mantiene su longitud,
éste puede acortarse a tal punto de no tener suficientes sitios de uniéon para

proteinas teloméricas y no formar la estructura de proteccion (Xu y col, 2006).

Esto traeria como consecuencia la susceptibilidad del telémero por las nucleasas y
a la fusidon de sus extremos, lo que daria lugar a estado de senescencia o
inestabilidad cromosdémica que a su vez dispararia la sefial para iniciar el proceso

de la apoptosis (Masutomi y col, 2005).
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5’ 3’
3’ 5
/Telémero corto
Union de proteinas Alargamiento
teloméricas > telomérico
Telomero largo
5’ 3’

3’ e 5’

Figura 2.5 Modelo esquematico de un telébmero corto y un telémero largo

DNA SUBTELOMERICO

Acompafando a las secuencias repetitivas tandem (T,AG3) del DNA telomérico,
en sentido 5’ hacia el centromero, se encuentran secuencias ricas en GC llamadas
secuencias subteloméricas, las cuales poseen bajo numero de repeticiones
hexaméricas, estas secuencias de DNA usualmente muestran segmentos de
homologia compartida entre diferentes cromosomas, aunque una minoria de
secuencias subteloméricas son especificas para una sola region del telémero (de
Lange, 2005).

Aunque éstas no participan directamente en la homeostasis del telémero, su
estructura juega un papel importante en la formacién de la estructura del telosoma.
Es importante destacar que aunque la secuencia telomérica se encuentra

conservada en muchos organismos, el tamafo del extremo teminal en el extremo
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3’ apéndice es especifico para cada especie, asi como también muchas de las

proteinas encargadas de la elongacion (Court y col, 2005).

Como resultado del mapeo gendomico y analisis inicial de las secuencias
subteloméricas de casi todos los cromosomas humanos, se ha determinado que la
region subtelomérica esta enriquecida 25 veces en secuencias teloméricas las
cuales forman islas de (TTAGGG)n con un tamafo promedio de 151-200 pb,
pudiendo estar agrupadas o dispersas, tanto en el DNA repetido como en el de

secuencia unica (Churikov, 2007).

Debe destacarse que la region subtelomérica posee una concentracién de genes
mas elevada que el resto del genoma donde, ademas, se encuentra el mayor

numero de oncogenes mapeados hasta el presente (Rudd, 2007).

Los segmentos subteloméricos son regiones extraordinariamente dinamicas,
variables y de rapida evolucion en el genoma humano determinando que sea una
fuente potencial de diversidad fenotipica pero, al mismo tiempo, representando un
lugar de reordenamientos cromosomicos que puede derivar en enfermedades

congénitas (Churikov, 2007).

Varias secuencias subteloméricas han sido identificadas y caracterizadas por
hibridizacion cruzada en diferentes pruebas en telémeros humanos (Churikov,
2007). Un numero de estas secuencias de DNA subtelomérico tienen una
distribucion polimoérfica en humanos y estan presentes en diferentes cromosomas,
en diferentes individuos y también se crean polimorfismos para cromosomas
homologos (Rudd, 2007).

Por ejemplo en estas regiones subteloméricas se han identificado la longitud y

secuencia de polimorfismos de DNA, primeramente se identificaron 3 alelos

distintos en el brazo largor del cromosoma 16 con un polimorfismo de longitud de
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hasta 260 kb, estos tres alelos no solo diferian en longitud, sino que uno de los
tres alelos también tenia una secuencia subtelomérica totalmente diferente (Rudd,
2007).

En consecuencia, estos tres alelos eran no homaologos entre si, pero homélogos al
brazo largo (p) del cromosoma X y a los extremos de otros cromosomas. Esto
aumenta la interesante posibilidad de que un individuo heterocigoto con respecto a
2 alelos contenidos en la region subtelomérica del cromosoma 16 podria estar en
riesgo de aumentar la posibilidad de una no disyunciéon en el cromosoma 16, o
para traslocaciones no balanceadas involucrando este fin de cromosoma (Rudd,
2007).

Las regiones de repeticiones subteloméricas de cromosomas humanos son
basicamente mosaicos de DNA compartido, repetitivo y otras secuencias
homodlogas. Estas regiones son aun relativamente pobres en cuanto a su
caracterizacion debiéndose a la naturaleza compleja de las secuencias homdlogas
compartidas de DNA entre los extremos de multiples cromosoma. Sin embargo,
existe evidencia que indica una compleja organizacion e historia evolutiva (Rudd,
2007).

Estudios hechos por Flint (1997) indican la presencia de dos subdominios
estructuralmente distintos en los telomeros humanos. El subdominio distal mas
cercano a las repeticiones (T,AG3), contiene un mosaico de secuencias muy
cortas compartidas por varios cromosomas diferentes, donde el subdominio mas
proximo comprende secuencias mucho mas largas de homologias compartidas

por menos cromosomas (Churikov, 2007).

Las homologias compartidas dentro del subdominio distal son de una longitud
menor a 2kb, sugiriendo la posibilidad de intercambios frecuentes entre todos los
telomeros. En contraste, el subdominio préoximo es comprendido por segmentos

mucho mas largos (10-40 kb) de secuencias homologas compartidas que vienen
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de pocos cromosomas, indicando la duplicacidon reciente de este dominio. Estas
duplicaciones recientes podrian ser el resultado de traslocaciones desbalanceadas

ocurridas entre telomeros durante la evolucion de los primates (Churikov, 2007).

Los subdominios proximales y distales estan separados por un bloque de
repeticiones (T,AG3) y secuencias con homologia a origenes putativos de
replicacion. Sorprendentemente, esta misma organizacién de dos subdominios
separados por (T2AGs3) y origenes de replicacion es también observado en
levaduras. Esta conservacion de secuencias sugiere un rol funcional importante

para la organizacion de los telomeros (Churikov, 2007).

CARACTERISTICAS DE LAS SECUENCIAS DE DNA UNICAS ADYACENTES
AL TELOMERO MAS SOBRESALIENTES

La secuencias unicas de DNA se encuentran localizadas en la proximidad a las
secuencias subteloméricas, aproximadamente a 100-300 kb en cada cromosoma.
Esta region de los cromosomas humanos contiene la mas alta densidad de genes
en el genoma, como fue descrito inicialmente por Saccone (1992), basado en la
identificacién de isocoros ricos en GC con una elevada frecuencia de islas CpG en

bandas T en teldbmeros humanos (Rudd, 2007).

Otros rasgos importantes en regiones teloméricas en humanos, es que los valores
de recombinacion genética se incrementan en las regiones teloméricas para
ambos sexos, pero mas dramaticamente en el sexo masculino. Ahora sabemos de
manera general, que los valores de recombinacién son mas altos en el sexo
femenino que en el sexo masculino para la mayoria de las regiones en el
genoma; sin embargo, este patron se invierte en la mayoria de los telomeros,
donde la recombinacion es mayor en el sexo masculino que en el femenino (Rudd,
2007).
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Los teldmeros también son sensores del apareamiento de cromosomas en la
meiosis. Son las primeras regiones del cromosoma en aparearse y hacer sinapsis,
de tal forma que median el apareamiento de cromosomas homologos (Rudd,
2007).

PROTEINAS TELOMERICAS

Para mantener la compleja estructura telomérica y su ineludible organizacién; es
necesario que el teldbmero tenga asociada varias proteinas dispuestas a lo largo
de sus cadenas, en donde ésta asociacion de proteinas al teléomero constituye una
estructura unica de cromatina no nucleosomal llamada “Telosoma” (Liu y col,
2004).

La estructura del telomero se ha conservado evolutivamente entre las especies de
vertebrados, estas secuencias teloméricas TTAGGG interactuan directamente con
dos proteinas teloméricas TRF1 y TRF2. La identificacién y caracterizaciéon de
TRF1 y TRF2 fueron dilucidadas por De Lange; basicamente, la expresion de
eéstas dos proteinas regula la longitud del telomero ya sea por interacciones
directas con el DNA telomérico o con interacciones con otras proteinas

relacionadas al telomero (de Lange, 2005).

Tanto TRF1 como TRF2 se asocian con el DNA telomérico a lo largo del ciclo
celular, y su RNA mensajero se encuentra en las diferentes células humanas,
ambas son proteinas que se unen a las secuencias teloméricas TTAGGG (de
Lange, 2005).

La TRF1 se encuentra en la region de doble cadena del telomero, mientras que
TRF2 esta asociada a la regién de cadena simple, conservando ambas proteinas
un dominio tipo Myb hélice-bucle-hélice en su regién carboxiterminal y un dominio

substancialmente diferente en su N-terminal, comportandose TRF1 como acido y
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TRF2 como base, consecuentemente estas dos proteinas no forman

heterodimeros (Ye y col, 2004).

Las proteinas TRF1 y TRF2 también comparten un segundo dominio conservado,
el dominio homologo TRF (TRFH) el cual es responsable de las interacciones
homotipicas que permiten que las proteinas formen homodimeros y homo-
oligomeros de orden superior, este dominio (TRFH) también puede mediar la
asociacién de otras proteinas (lwano, 2004). Es necesario senalar que TRF1 y
TRF2 no forman heterodimeros y tienen una gran diferencia en su N-terminal (Ye
y col, 2004).

Se sugiere que TRF1 actuaria en cis sobre la regulacién de la longitud del
telébmero en células que expresan telomerasa, bloqueando asi el acceso de la
telomerasa al extremo 3’-terminal de la cadena sencilla del cromosoma, mientras
que TRF2 juega un papel clave en la homeostasis del teldbmero, ya que
modificaciones en su patron de expresion producen una marcada consecuencia en

la regulacién y sintesis del telémero (Ye y col, 2004).

La proteina TRF2 es una de las proteinas mas importantes en la formacion del
bucle-t y, al igual que TRF1, interviene en la estabilizacion de dicha estructura (de
Lange, 2005). Por otra parte, se sefala a TRF2 como una de las proteinas
responsables en la activacion de la senescencia, ya que se ha encontrado que la
sobre expresion de TRF2 en fibroblastos induce el acortamiento progresivo de los
telomeros (Liu, 2004). Se piensa que TRF2 se comporta como una proteina
sensora de la longitud del telomero y que esto se realiza a través de la unién de

secuencias teloméricas en la regidon de doble cadena (Chen y col, 2007).
En contraste la pérdida de funcion de TRF2 originaria anormalidades

cromosomicas, detencion del ciclo celular y activacion de la respuesta del ATM-

p53, que responde a dafos en el DNA (de Lange, 2005).
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Por otra parte se ha podido establecer la responsabilidad de TRF1 y TRF2 en la
formacion de la estructura telomérica llamada (“T-Loop”/bucle -T), la cual es
esencial para la proteccion de los extremos de los cromosomas de la degradacion
por nucleasas y fusion. Ademas, de que esta estructura juega un papel
determinante en la organizacion de la cromatina en las regiones teloméricas y

subteloméricas (Ye y col, 2004).

Existe otro importante grupo de proteinas que participan con TRF1 y TRF2, las
cuales se encuentran involucradas en la formacion del complejo telomérico, para
mantener la estructura y la longitud del telémero (Liu y col, 2004). Estas proteinas
RAP1, TIN2, POT1, y PTOP, participan mutuamente en la regulacion de la
longitud del telomero y por ende en la formacion del telosoma, las cuatro
proteinas, interactuan y se asocian directa o indirectamente a TRF1 o a TRF2,

formando subcomplejos proteicos entre ellas (Chen y col, 2007).

Estas seis proteinas, TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, POT1, y PTOP, asociadas al
telébmero son las responsables de mantener la homeostasis del telosoma el cual
tiene como funciéon proteger a los telémeros contra el reconocimiento como
extrano, ademas de controlar la longitud del telomero dependiente de la

telomerasa (Wu y col, 2007).

La identificacion del telosoma unié dos caminos esenciales en el mantenimiento
del telémero, la longitud del telomero y la proteccion del extremo cromosomico,
sugiriendo varias acciones funcionalmente coordinadas entre los subcomplejos

teloméricos (Liu y col, 2004).

El telosoma en los mamiferos representa el mantenimiento del complejo
telomérico, en el cual se encuentran involucradas las seis proteinas teloméricas
antes mencionadas, interactuando unas con otras de manera directa o indirecta,

para proteger el extremo terminal 3’ de la cadena sencilla de DNA y favorecer la
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estabilidad de la estructura telomérica, ademas de evitar la recombinacion
inadecuada, la formacion de puentes en anafase, la degradacion del extremo
terminal 3' que conduciria a la senectud seguido de la activacion del mecanismo

de apoptosis (Wu y col, 2007).

También en el telosoma se encuentran otras proteinas no teloméricas asociadas a
los telomeros que son cruciales para mantener estabilidad genémica, como por
ejemplo los complejo de reparacion MRN (MRE11 / RADS50 / NBS1), KU
(Ku70/Ku80), (ERCC1 / XPF). Incluyendo ATM kinasa, proteinquinasa de DNA
(DNA-PK), tanquirasas (TANK 1, 2) y las RecQ helicasas (WRN, BLM), entre
otras. Todas ellas tienen un papel fundamental en metabolismo telomérico (Tabla
1.2) (Wu y col, 2007).

Tabla 1.2 PRINCIPALES PROTEINAS RELACIONADAS CON EL METABOLISMO

TELOMERICO

Proteina Caracteristicas Funciones principales
TERT Sub-unidad catalitica de la Elongacion del telémero vy

telomerasa. cicatrizacién cromosomica.

Fragmento de ARN de Templado interno para Ila
TER secuencia complementaria al sintesis de secuencias.

telomero teloméricas.

Proteina localizada en el Mantenimiento del complejo
POT1 extremo telomérico 3° de TERT/TER, inhibicion de Ila

cadena simple. actividad de telomerasa.

Proteina localizada en la Regulacion negativa del acceso
TRF1 region telomérica de cadena de la telomerasa al extremo 3.

doble.

Proteina localizada en la Estabilizacion del bucle t,
TRF2 estructura en bucle t. regulacion negativa de la

actividad de telomerasa.

Continuacién tabla1.2
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Proteina

TANK

PARP

ATM

DNA-PKcs

Ku

RAD50/MRE11/NBS1

WRN y BLM

Caracteristicas

Poli

que co- localiza con TRF1.

(ADP-ribosa) polimerasa

Poli

que colocaliza con TRF1.

(ADP-ribosa) polimerasa

Proteina alterada en la ataxia-

telangiectasia.

Subunidad catalitica (quinasa)
del complejo DNK-PK.

Heterodimero Ku70/Ku80 que
forma parte del complejo DNA-
PK'y co-localiza con TRF1.

Complejo

proteico que

colocaliza con TRF2.

Relacionadas con la familia de
helicasas RecQ, alteradas en
Werner

los sindromes de

(WRN) y Bloom (BLM).

Estructura y Funcién del Telémero

Funciones principales

Ribosilacion del TRF1: impide
su fijacion al teléomero y facilita
el acceso de la telomeras

Deteccidon 'y reparacion de
rupturas simples por con TRF1
REB,

post-translacional de la

mecanismo regulacion
actividad de telomerasa.

Sensor de rupturas dobles,
estabilizacion de p53 (control
del ciclo celular y apoptosis),
anclaje nuclear de los
telomeros, inhibicion de TRF1
por fosforilacion.

Reparacion de rupturas dobles
por la via NHEJ y
recombinacion V(D)J

NHEJ: unién a los extremos del
ADN,
PKcs.

estructura telomérica.

reclutamiento de DNA-
Mantenimiento de la
Recombinacion homodloga,
mantenimiento del bucle t,
mecanismo ALT.

Apertura de la doble hélice del
ADN durante
rupturas dobles y disrupcién
del

(permitiendo el acceso de la

reparacion de
telémero

cuadruplex-G

Continuacién tabla1.2
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Proteina

MSH/MLH1/PMS1

Diskerina

PROTEINAS QUE

TELOMERICA

Caracteistica

del de

reconocimiento y reparacion de

Proteinas sistema

apareamientos erroneos
(MMR).
Proteina mutada en |la

disqueratosis congénita.

Estructura y Funcién del Telémero

Funcién Principal

telomerasa).

Correccion de errores de
replicacién, inhibic de la
elongacién telomérica no
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INTERACTUAN CON TRF1 EN LA ESTRUCTURA

La proteina TRF1 forma un multicomplejo proteico, en el que estan implicadas

diversas proteinas, como lo son TINZ2, (Blasco, 2004) las tanquirasas (TANK1 vy
TANK2), POT1 (Kellerher y col, 2005), TPP1 (PTOP 6 PIP1 6 TINT1) (Liu y col,
2004; Ye y col, 2004), y PINX1 (de Lange, 2004), todas estan implicadas en la

longitud y homeostasis del telomero, en el proceso de regulacion en el

mantenimiento del DNA telomérico por telomerasa (Figura 2.6) (Ye y col, 2004; de

Lange, 2005).
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Estructura y Funcién del Telémero

La proteina TRF1 actua como un regulador negativo de la longitud del telémero,
de tal modo que la sobre expresion de TRF1 conduce al acortamiento del telémero
(Court, 2005). TRF1 desempefia un papel primario en control de la longitud del
telomero y ciclo celular a través de multiples mecanismos. Por ejemplo, TRF1
media el acceso de la telomerasa al interaccionar con proteinas como PINX1,
TIN2, PTOP/PIP1, y una proteina telomérica indispensable de DNA de cadena

sencilla, como lo es la proteina POT1 (Kellerher y col, 2005).

Las tanquirasas son enzimas teloméricas que se asocian especificamente con el
N-terminal acidico de TRF1, de tal forma que estas enzimas actuan como
reguladores negativos corriente arriba en el control TRF1 dependiente de la
longitud del telémero (Hsiao y Smith, 2008).

Ademas de su papel en los telomeros, TANK1 también es esencial en los
telomeros para la separacion de las cromatides hermanas durante mitosis,
sugiriendo la existencia de una nueva cohesién telémero especifica que es
regulada por la poli(ADP-ribosa) (Donigian y de Lange, 2007). Estas plimerasas
TANK1 y TANK2, ademas de ubicarse en el teldbmero, también tienen otras
localizaciones subcelulares las cuales incluyen complejos del poro nuclear,

centrosomas y el complejo de Golgi (Chiang y col, 2006).

La funcion TRF1 es regulada por TIN2, y por las polimerasas poly(ADP-ribosa)
TANK1 y TANKZ2 . En detalle, TIN2 es un modulador de TANK1 y controla longitud
del teldmero via el complejo de la proteina TRF1, ademas, TIN2 puede también
unir al complejo TRF2 (Blasco, 2005).

Finalmente, TRF1 interacciona reciprocamente con POT1, y esta interaccion se ha

propuesto para transportar la informacién de la regién de doble cadena del

teldbmero a la proyeccion de cadena sencilla 3’ apéndice (Dynek y Smith, 2004).
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Una segunda molécula que interactua con TRF1, es TIN2, una proteina telomérica
de 40 kDa que actua reciprocamente con el dominio de TRFH de TRF1 y TRF2 la
cual esta asociada con el teldbmero a lo largo del ciclo celular, este complejo
telomérico, TRF/TIN2 es importante en la regulacién de la longitud del telémero y
la proteccion del extremo telomérico, en consecuencia la sobre expresion de la
proteina TIN2 tiene como resultado el alargamiento dramatico del teldbmero en

células que expresan la telomerasa (de Lange 2005).

El extremo N-terminal de TINZ2, tiene un alto contenido helicoidal y se ha conserva
a través de la evolucion. Esta region interacciona reciprocamente con TPP1 y
TRF2, mientras que la region del C-terminal de TIN2 es un dominio de unién a
TRF1 (O’Connor y col, 2006).

La proteina TIN2 es ahora un elemento critico en el complejo telomérico, aunque
es pequena, esta proteina tiene tres dominios separados, consecuentemente
puede interaccionar con varias proteinas en el mismo momento uniéndose a
TRF1 y TRF2 independiente y simultdneamente, TIN2 también se une a la
proteina PIP1, que sirve para reclutar a la proteina POT1 al complejo telomérico
(Ye y col, 2004).

Debido a sus interacciones, TIN2 acopla tres funciones principales y obligatorias
del DNA telomérico; la union de dos proteinas obligatorias en el DNA de doble
cadena (TRF1y TRF2) y la unién de una sola proteina obligatoria en el DNA de
cadena sencilla (POT1). Ademas, TIN2 wune a POT1 con TRF2
independientemente de su interaccion con TRF1 creando dos caminos separados
para interactuar con la proteina POT1 para acoplarse a los telémeros (Ye y col,
2004).

Una de las funciones de TIN2 es mediar la interacciéon entre los complejos
teloméricos de TRF1 y TRF2. Las uniones de TIN2 a TRF1 y TRF2 colaboran
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simultaneamente y de manera reciproca con ambos factores, de tal forma que el
retiro de TIN2 o de TRF1 de la estructura telomérica conduce consecuente a la
pérdida de TRF2 / hRap1. Asi, el acoplamiento de TRF1-TIN2-TRF2 es importante
para un acoplamiento estable de TRF2 a los extremos teloméricos en la estructura

telomérica (Ye y col, 2004).

TIN2 juega un papel importante al estabilizar el complejo TRF2 al unirlo al
complejo TRF1. Interacciones entre estas dos proteinas promueven la union a la
estructura telomérica (Ye y col, 2004). Igualmente la eliminacion de TIN2, conduce
a la eliminacion del puente entre los subcomplejos de TRF1 y el TRF2 (Chen vy col,
2007).

Del mismo modo, el acoplamiento de TIN2 entre TRF1 y TRF2 aumenta la
especificidad de ambas proteinas por la estructura telomérica, este efecto puede
ser particularmente importante con respecto a TRF2, el cual interactia con un
numero abundante de proteinas no teloméricas, tales como ATM Kkinasa, el
complejo MRN, y ERCC1/XPF, entre otras. Estas interacciones podrian conducir a
una localizacion inadecuada de TRF2 en sitios no teloméricos, por ejemplo,
cuando estos factores se acumulan en los sitios de dafio al DNA (O’Connor y col,
2006).

La unién de TIN2 a TPP1 promueve la localizacion nuclear de TPP1 y de POT1,
también estabiliza las interacciones entre TIN2-TRF2 y TRF1-TIN2-TRF2, ademas
estimula la conexion entre los subcomplejos TRF1 y TRF2, y promueve el

ensamblaje del telosoma (Chen y col, 2007).

Asimismo la proteina TPP1 se encuentra presente en este complejo telomérico,
mediando la interaccion de TIN2-POT1. POT1 se encuentra asociado al complejo
de TRF1, ademas de tener un papel importante en el control de la longitud del

telomero mediado por TRF1 (Hockemeyer y col, 2005). TPP1 es necesario para
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regular la localizacion de POT1 en el telomero y su unién en el telosoma a través
de su acoplamiento a TIN2, estas tres proteinas (TIN2, TPP1, y POT1) se
localizan e interactuan reciprocamente en el citoplasma y en nucleo (Wang vy col,
2007).

Una de las funciones de TPP1 es regular la sefalizacion nucleolar para controlar
directamente las concentraciones de TPP1 y POT1 en el nucleo, contrario a esto,
la desorganizacién de TPP1 en la exportacion nuclear tiene como resultado una
desregulacion en la longitud del teldbmero y en la respuesta a dafios al DNA

telomérico (Chen y col, 2007).

De esta forma las interacciones coordinadas entre TIN2, TPP1, y POT1 en el
citoplasma regulan la arquitectura y la funcion del telosoma en el nucleo e indican
por primera vez la importancia en la exportacion nuclear y el control espacial de
proteinas teloméricas en el mantenimiento del telémero (O’Connor y col, 2006). La
localizacion y las interacciones entre las proteinas teloméricas en los organelos
celulares es de vital importancia para la estabilidad y el mantenimiento de la

estructura telomérica (Chen y col, 2007).

La proteina POT1 actua como cubierta protectora del telomero y se encuentra en
el extremo de la cadena sencilla, contrario a lo anterior, POT1 también actua como
regulador negativo de la longitud del telémero y también se asocia con TRF2, y de
igual forma la asociacion de POT1 a TRF1 o TRF2 afectan la longitud del telomero

(Hockemeyer y col, 2005).

La perdida en la funcion de POT1 conduce a la pérdida del extremo terminal 3' de
la cadena sencilla de DNA telomérico, induciendo la senectud, seguido del
mecanismo de apoptosis, y consecuentemente inestabilidad cromosémica en las
células humanas (Ye y col, 2004). POT1 y PIN X1, ademas de estar involucradas

en los mecanismos de reparacion intervienen en la modulacién de la actividad de
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la telomerasa, la formacion de la heterocromatina y senalizacion celular (Banik y
Counter, 2004).

PROTEINAS QUE INTERACTUAN CON TRF2 EN LA ESTRUCTURA
TELOMERICA

La proteina TRF2 ademas de unirse a TIN2 también se asocia a varias proteinas
que interactuan de manera indirecta o directamente. Primeramente se encuentra
asociada a la proteina (h)Rap1; este complejo (TRF2 / hRap1) a su vez colabora
con el complejo de reparacion recombinacional MRN (Mre11-Rad50-Nbs1), con el
complejo (ERCC1/XPF), con PARP-2, con ATM kinasa, la helicasa WRN, la
helicasa BLM y el complejo Ku (Figura 2.7) (Court y col, 2004).

TRF2 tiene un papel esencial en la proteccion y la formacién de la caperuza
(t-loop/bucle-t) en el extremo telomérico para evitar el reconocimiento como DNA

fracturado (Gémez y col, 2006).

Complejo de proteinas asociadas a TRF2

ERCC1 — —— TRF2 ERCCA
VIRN _
- Proteinaz mutadas para
MRE11/NBS1/RADSD FARPZ ATH alguna enfermedad
VRN BLM

BLM MRE11/NBS1/RADS0

ATM  KuBb

Figura 2.7 Complejo de proteinas asociadas a TRF2. Modificado de Blasco, 2005

hRap1 se une al telomero mediante la interaccion con TRF2, dando como
resultado una mayor organizaciéon en la estructura del complejo telomérico a
través de la evolucion (Sfeir y col 2005). hRap1 es una proteina telomérica que se

ha encontrado tanto en humanos como levaduras y ciliados, controlando en los
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primeros la longitud del telébmero a través de su interaccion con TRF2 (Wu vy col,
2007).

Como se menciono con anterioridad TRF2 también se liga al complejo MRN
(Mre11-Rad50-Nbs1), dicha unién es mediante el acoplamiento al complejo
TRF2/hRap1, esta interaccién entre ambos complejos en la region telomérica se

da a lo largo de la interfase (Zhong y col, 2007).

El complejo de MRN también se encuentra en los telomeros en interfase en
asociacion con TRF1 y TRF2, ayudando a estabilizar la formacién de la estructura
t-loop/bucle-t del telomero (Chai y col, 2005), desempefiado un papel crucial en

mantenimiento de la estabilidad genoma (Blasco, 2005).

MRN es un complejo multifuncional evolutivamente conservado del complejo de
reparacion de dafios al DNA, en la recombinacion, en puntos de control en la
comprobacién del ciclo celular y el mantenimiento del telomero (Lerrivee y col,
2004).

En seres humanos, MRN y ATM se asocian a los telémeros en la regulacion del
ciclo celular (Celli y de Lange, 2005). MRN y ATMkinasa estan implicados en la
formacion de la estructura T-loop asi como en el mantenimiento del telémero
(Blasco, 2005).

La proteina NBS1 es un regulador dominante de las funciones enzimaticas de
MRN e inicia la respuesta y la localizacion del complejo MRN después del dafio al
DNA, y esta implicado en el control de los puntos de comprobacion del ciclo

celular (Zhong y col, 2007).
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La interaccion de NBS1 con el teldmero mediada por MRE11 y RAD50 se observa
predominantemente en la fase de S durante la meiosis e influye también en la

regulacion de la longitud del telémero (Wu y col, 2007).

El heterodimero Ku70/Ku86 es un complejo unido al DNA con una preferencia de
unién fuerte al DNA telomérico. La proteina Ku se liga a los extremos del DNA
telomérico in vitro, y estudios de ligue cruzado han indicado que el heterodimero

Ku esta perceptible en el telomero in vivo (Fisher y col, 2004).

Las RECQ helicasas BLM y WRN se han observado en la asociacién con el DNA
telomérico, estas helicasas tienen como funcién regular la apertura de la
estructura telomérica para regular el acceso de la telomerasa al momento de la
replicacion del telémero (Cobb y col, 2006). También se a encontrado que las
proteinas WRN, BLM ATM, ERCC1 y complejo MRN se encuentran involucradas

en el desarrollo de algunas enfermedades (Figura 2.8) (Blasco, 2005).

ERCC1 Xeroderma pigmentoso

VVREN Sindrome de Werner
BLM Sindrome de Bloom
ATM Ataxia telangiectasia

MRE11/HNB51/RADSD
sindrome de Hijmegen
Desorden Ataxia telangiectasia-like

Figura 2.8 Proteinas implicadas en algunas enfermedades. Modificado de Blasco, 2005.

REGULACION DE LA LONGITUD TELOMERICA

Un aspecto importante en la funcién del telémero es la regulacién de la longitud

del teldmero en las células que expresan la telomerasa. En la linea germinal y en
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las lineas celulares inmortales (tumor), el mantenimiento del DNA telomérico

humano parece ser un proceso favorablemente regulado (Blackburn, 2004).

Los teldmeros en las lineas celulares con telomerasa positiva son generalmente
estables, sugiriendo un mecanismo homeostatico que equilibra el acortamiento
del teldmero tras cada ronda de replicacion y la elongacion mediada por la
telomerasa. En general la regulacion del teldbmero se da en cis y se ha demostrado
que un teldmero corto en una célula puede sufrir crecimiento rapido, permitiéndole
alcanzar la longitud de los otros teldbmeros. Al mismo tiempo, la longitud del
telomero en la célula permanece estable. Asi, las células pueden supervisar y
modular la longitud de un solo telomero, indicando un mecanismo regulador cis-

suplente (Keppler y col, 2006).

Las proteinas TRF1, TRF2 y sus factores interactores TIN2, tankirasa 1, el hRap1
y el complejo MRN entre otros, todos contribuyen a la longitud y la homeostasis
del telémero. TRF1 y TIN2 tienen una influencia negativa en el mantenimiento de
longitud del telémero. Estos reguladores negativos parecen suprimir la habilidad
de la telomerasa de alargar el telomero. La tankirasa 1 tiene el efecto opuesto,
comportandose como un regulador positivo de longitud del telémero. La takirasa 1
actua para disociar el complejo TRF1/TIN2 del teldbmero, disminuyendo la
presencia de estos reguladores negativos y promoviendo el alargamiento del

telomero por la telomerasa (Figura 2.9) (Ye y col, .2004)

El complejo TRF2/Rap1 también influye en el mantenimiento de la longitud del
telomero, La regulacion de la longitud del teldmero se influencia por muchos otros
factores., como por ejemplo la deficiencia de la ATM kinasa resulta en un
acortamiento del telomero. TRF1, TRF2, TIN2, Rap1 y la tankirasa no afectan a la
expresion de componentes de la telomerasa o la actividad de telomerasa, pero

todas las proteinas que se enlazan al teldmero regulan la accesibilidad de la
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telomerasa al extremo telomérico y modulan la actividad de la enzima telomerasa

en el extremo telomérico (Figura 2.9) (Ye y col, 2004).
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ERCC1-XPF
RADSID

] BLM

j > WRN
PARP2
DMA-PK

Figura 2.9 Proteinas implicadas en el mantenimiento de la longitud telomérica y encargadas de

regular el acceso de la telomerasa. Tomado de Verdun, 2005.

Teldmeros mas largos se han propuestos para atraer mas proteinas teloméricas,
considerando que los telémeros mas cortos atraen menos proteinas teloméricas.
Se sugiere que la longitud del telémero se encuentra gobernada por la proteina
TRF1, la cual tiene como funcién bloquear el acceso de la telomerasa al término

del teldmero (Iwano y col, 2004).

Si la telomerasa es bloquea, los teldbmeros se acortaran durante la proliferacion
hasta que TRF1 es insuficiente para inhibir la actividad de la telomerasa. Por
consiguiente, los teldomeros entraran en una fase de alargamiento. De esta
manera, los telomeros se alargaran y se acortaran, dependiendo de su longitud y
de TRF1 asociado a su vez con TIN1 en las células. Ademas, el establecimiento
de la longitud del telomero dependera de la actividad de la telomerasa. La
tankirasa puede actuar como un regulador negativo de TRF1 inhibiendo el

complejo proteico de TRF1 en los telomeros (Ye y col, 2004).

48



Estructura y Funcién del Telémero

TELOMERO Y ENFERMEDAD

Estudios de la longitud del telomero en células de individuos con sindromes de
edad acelerada también han afadido evidencia de una correlacion entre la
longitud del telomero y la senectud celular. Por ejemplo, células de individuos con
sindrome Werner, sindrome Bloom, progeria Hutchinson-Giford, entre otras, han
mostraron un acortamiento acelerado de los teldmero comparado con controles de

la misma edad (Bailey y col, 2007).

Un mecanismo que induce inestabilidad en el cromosoma es la pérdida de los
telomeros, ya que la funcion de estos es la de proteger la secuencia de un
complejo de DNA-proteina que se encuentra en los extremos de los cromosomas
y el cual es regulado mediante la enzima telomerasa. La pérdida del telémero
puede ocurrir como resultado de un dano exdgeno o enddgeno en el DNA, o
espontaneamente en las células de cancerosas, las cuales tienen comunmente un
alto indice en la activad de la telomerasa por lo que no pierden los teldmeros
(Baird y col, 2006).

La fragilidad cromosdmica puede ocurrir mediante una gran variedad de
mecanismos, como lo es un defecto en la replicacion del DNA, o un defecto en la
segregacion del cromosoma, incluyéndose una respuesta defectuosa en la
reparacion del DNA, la importancia de algunos de estos mecanismos se pueden
observar mediante el estudio de enfermedades de origen genético en humanos,
en las que se demuestra una inestabilidad creciente del cromosoma, dicha
inestabilidad cromosdmica juega un papel importante en enfermedades como la
Anemia de Fanconi, Sindromes de Bloom, Werner y Nijmegen, Distrofia muscular
de Duchenne, Progeria de Hutchinson-Gilford, Ataxia-telangiectasia entre otras
(Bailey y col, 2007).
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El tiempo de vida de las células humanas varia considerablemente de un tipo
celular a otro. La mayoria de las células de humanos tienen un tiempo de vida
relativamente corto (aproximadamente 100 divisiones), mientras que otras estan
dotadas de una longevidad excepcional, como es el caso de las células
hematopoyéticas, piel, intestinales o endometriales, estas ultimas se dividen un

gran numero de veces durante el ciclo menstrual (Baird y col, 2006).

En contraste, existe una correlaciéon con la represion de la actividad de la
telomerasa en células en maduracion terminal o en estado de diferenciacion. Un
numero de senales extra o intracelulares tales como la radiacién ultravioleta,
interferén a, estrogenos y citocinas, afecta la actividad de la telomerasa (Keppler y
col, 2006).

En cuanto a las células de las lineas germinales responsables de la produccion de
los gametos, el tiempo de vida es practicamente ilimitado, ya que se propagan de
una generacion a otra. Estos tipos celulares tienen en comun que compensan el
acortamiento de los telémeros a través de la sintesis de DNA telomérico por la

enzima telomerasa (Fu y Collins, 2006).

La enzima puede actuar varias veces sobre el mismo sustrato y a cada ciclo de
sintesis agrega 6 nucledtidos. Durante la embriogénesis, la actividad de la
telomerasa esta presente inicialmente en todos los tejidos, la cual va decreciendo

gradualmente en el transcurso del desarrollo (Chai y col, 2005).

Esto sugiere que la estructura del teldomero juega un papel importante en el ciclo
celular y en las vias de sefalizacion que se activan por dafos en el metabolismo
celular, donde el hecho de que él mismo deba conservar la longitud minima,
indispensable para mantener a la poblacién celular en constante division, también

sugiere que esta minima longitud es la estructura necesaria de cromatina para
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mantener el correcto funcionamiento de esta regién en los cromosomas (Cristofari
y Lingner, 2006).

Es importante senalar que un acortamiento de manera natural en la longitud de los
teldomeros ocurre en el curso del envejecimiento, cuyas disminuciones son
generalmente del orden de 10 a 200 pares de bases por afio segun los diferentes
tipos de tejidos. El envejecimiento es el proceso por el cual la mayoria de las
células humanas normales experimentan una disminucion en la proliferacion
celular llamandole senescencia. Este proceso es dependiente del acortamiento de
los telomeros, la pérdida de secuencias telomérica en cada division celular induce
alteracion en la integridad del genoma, con la consecuente alteracion de la

homeostasis celular (Bailey y col, 2007).

FUNCION DE LOS TELOMEROS

Los teldmeros son esenciales para la estabilidad genémica y su disfuncion esta
implicada en algunas enfermedades y el envejecimiento. La funcién mas relevante
de los telobmeros es proteger la estructura terminal del cromosoma, contra la
degradacion y la fusion, lo que, a su vez, requiere del mantenimiento del DNA
telomérico en una longitud critica que permita el acople de proteinas teloméricas

para la formacion de la caperuza (Siderakis Tarsounas, 2007).

Los teldmeros desempenan papeles importantes para la duplicacion completa del
cromosoma, protegen a los cromosomas contra las nucleasas y otras influencias
desestabilizadoras, evitan que los extremos de los cromosomas se fusionen entre
si, y facilitan la interaccidn entre los extremos del cromosoma y la envoltura

nuclear en ciertos tipos de células (Artandi, 2006).

En el ambito estructural, el telomero ayuda a mantener la integridad del

cromosoma evitando la fusién de sus extremos y la degradacién por nucleasas,
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asi mismo participa en el anclaje de los cromosomas a la matriz nuclear y juega un
papel muy importante durante la meiosis, el apareamiento y recombinacion
homologa. Estas caracteristicas asociadas al telomero hacen que adquiera una

importancia especial en algunas enfermedades (Wang y col, 2004).

Los teldbmeros resguardan los extremos cromosdémicos para evitar el
reconocimiento por los sistemas de reparacion de dafio al DNA en la célula,
cubren los extremos de los cromosomas, impidiendo el reconocimiento o la
degradacion por nucleasas o la fusion con otros cromosomas, de igual manera los
telomeros evitan la fusion de los cromosomas en la mis-segregacion tanto en
mitosis como en meiosis, es necesario mencionar que cualquier fragmento
cromosomico de DNA, de igual forma es reconocido y degradado, e induce
sefales para promover la detencién del ciclo celular. Los telémeros se localizan
bajo la envoltura nuclear y su asociacién es especifica con el cuerpo polar del
huso para la separacién que se requiere para la recombinacion meioética normal
(de Lange, 2005).

Los telébmeros evitan que los extremos del cromosoma sean confundidos por DNA
dafiado o roto, de tal forma que un extremo dafado de DNA o la pérdida de la
estructura telomérica en un cromosoma en la célula, tiene como consecuencia la
generacion de sefales necesarias para la detencion del ciclo celular (Wei y Price,
2004). Asi mismo, cuando un telémero llega a ser demasiado corto también se
induce la detencion del ciclo celular y este a su vez induce una respuesta a danos
en el DNA (Choudhury y col, 2006).

También la supresion o la mutacion en el gen del RNA de la telomerasa o en la
proteina de la telomerasa, causa la pérdida progresiva de las secuencias
teloméricas y, cuando incluso una sola regibn de DNA telomérico en un
cromosoma cae por debajo de la longitud critica conduce a la detencién del ciclo

celular, con la consecuente declinacion de la capacidad de crecimiento y
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proliferacion celular (senectud del crecimiento) es importante sefalar que la
deteccidon sobreviene antes de la pérdida completa de repeticiones teloméricas
(Blackburn, 2005).

Los extremos lineales de DNA cromosdmico en eucariontes que estan dafnados o
tienen estructuras teloméricas incompletas, se encuentran expuestos a la fusion,
por la recombinacion no homologa con otros extremos pegajosos de DNA pero no
a los extremos teloméricos funcionales, teniendo como resultado cromosomas
dicéntricos o aberrantes que son letales debido a que no pueden segregar

correctamente (Maser y DePinho, 2004).

Por otro lado, en células carentes de la funcibn de la telomerasa, la
recombinacidn homodloga entre las repeticiones teloméricas de diferentes
telébmeros, regenera la longitud de los telomeros y puede mantener la longitud de

los teldmeros indefinidamente en una poblacion celular (Argilla y col, 2004).

El telomero CPR (telomere cap-prevented recombination) es inducido por la
pérdida en la arquitectura del teldbmero y consecuentemente por la pérdida de
funcion del telomero, la reparacidon recombinacional ocurre via el cruce de
homdlogos desiguales entre las repeticiones de las regiones teloméricas
expuestas, las cuales son a menudo mucho mas largas que él tipo salvaje, pero

que todavia estan sujetos al acortamiento gradual (Groff-Vindman y col, 2005).

El teldbmero CPR es de manera general una via alterna para el mantenimiento del
teldbmero en eucariontes, incluyendo células de mamifero inmortalizadas carentes

de la actividad de la telomerasa (lyer y col, 2005).
Durante la profase tempranan de meiosis |, los telomeros juegan una funcién

importante, al anclar los cromosomas a la membrana nuclear interna cerca del

cuerpo del huso acromatico. Posteriormente, como consecuencia de la
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polarizacion nuclear de la membrana, los teldmeros se arraciman en una
configuracion de ramillete, que facilita el apareamiento y recombinacion de los
cromosomas homologos. De esta forma se tienen dos aspectos fundamentales en
el mantenimiento de la estructura telomérica, en donde, el alargamiento y la
proteccion del teldmero, contribuyen a las funciones esenciales realizadas por los

teldomeros durante meiosis (Siderakis y Tarsounas, 2007).

HOMEOSTASIS DEL TELOMERO

El numero de repeticiones en tandem de la secuencia telomérica en el extremo de
cada cromosoma se encuentra regulado de muchas formas diferentes, evitando
que los telobmeros lleguen a ser demasiado cortos o demasiado largos. La
homeostasis normal en la longitud del teldbmero se mantiene a través de un
equilibrio dinamico entre la adicion por la telomerasa y la pérdida del DNA
telomérico terminal, requiere la accién de la telomerasa asi como de un complejo
telomérico DNA-proteina, cabe sefialar que sin la telomerasa, cada generacién de
células y cada extremo cromosoémico perderia progresivamente un promedio de 5
pares de bases de su DNA terminal en levaduras, y entre 50-100 pares de bases

en células de mamiferos (Hug y col, 2006).

La longitud de todos los telébmeros en las célula disminuyen dependiendo del
sistema, del tejido y de la etapa de crecimiento en que se encuentre el organismo,
ademas la longitud de los telomeros es caracteristica de cada especie, la longitud
de los telédmeros varia al cambiar los indices relativos en la adicion y la perdida de
DNA, en contraste con el comportamiento relativamente estatico de las regiones
internas del cromosoma. La longitud del teldbmero es controlada por las
concentraciones celulares de la telomerasa asi como de multiples factores

genéticos y el estado metabdlico de la célula (Hathcock y col, 2005).
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ANTECEDENTES

En uno de sus primeros trabajos James Watson describié la estructura doble
helicoidal del DNA y también identificé el problema de la replicacién terminal,
consistente en la incapacidad de las células para copiar por completo los extremos
del DNA lineal (Watson, 1972).

Alexsei Matveevich Olovnikov, un desconocido cientifico ruso, hall6é el eslabén entre
el problema de la replicacion terminal (enunciado por Watson) y la senescencia

celular, a su vez previamente descrita por Leonard Hayflick (Olovnikov, 1971).

Segun Hayflick y Moorhead 1961, la senescencia correspondia a un estado de
detencidén de la proliferacién, al que ingresaban las células somaticas humanas con
signos de alteraciones bioquimicas y morfolégicas como producto de haber

sobrepasado su capacidad limite de division (Autexier y Lue, 2006).

Para Olovnikov, el problema de la replicacién terminal era la causa del acortamiento
progresivo de los telomeros, que a su vez, actuaba como un reloj interno para
determinar el numero de divisiones que la célula podia experimentar a lo largo de su
existencia y, por ende, para controlar el proceso de envejecimiento’ (Olovnikov,
1971).

Mientras que el DNA no telomérico utiliza para su replicacion la enzima DNA
polimerasa, el DNA de los teldbmeros se vale de una transcriptasa reversa formada
por una plantilla de RNA (hTER) de 450 nucleétiodos y una subunidad catalitica
(hTERT) para solucionar el problema de la replicacion telomérica (Takakura y col,
2005).
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En la actualidad se sabe que la telomerasa es la encargada de mantener la longitud
de los telébmeros y que su expresion varia considerablemente con la edad y con el
tipo celular, como por ejemplo en las células embrionarias, células germinales
(ovogonias y espermatogonias), donde contrarresta el problema de la ausencia de

replicacion en los extremos teloméricos (Jagadeesh y col, 2006).

En las células normales, el acortamiento que sufren los telomeros durante la divisidon
celular constituye un mecanismo supresor tumoral que obliga a que las células
salgan del ciclo celular y entren en un estado irreversible de senescencia, donde

cesan de dividirse y finalmente mueren (Shay y Wright, 2005).

La holoenzima de la telomerasa es un complejo ribonucleoproteico con dos
componentes base: una proteina (llamada TERT) con actividad catalitica RNA
dependiente de polimerasa de DNA es decir, una transcriptasa reversa y un RNA
asociado llamado TER (Figura 3.1) (Shcherbakova y col, 2006).

GTTAGLLGTTA
Telomere Gh

|=GGG'I'I'AGGGTT?.C
o

Figura 3.1 Subunidad catalitica de la telomerasa telomerasa (hTERT) y subunidad de RNA de
la telomerasa (hTERC).Tomado de Artandi,2006
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La telomerasa humana es un complejo de ribonucleoproteina que tiene un peso
molecular de aproximadamente un megadalton, variando este valor segun el método
de purificacion, lo cual puede reflejar una heterogeneidad fisiolégica, pudiendo ser
inherente a la via de activacion, ensamblaje o regulacién de esta enzima. Existen por
lo menos tres pasos para el correcto ensamblaje de la holoenzima, los cuales son: a)
acumulacion de RNA, b) activacion catalitica y c) secuestro en los telédmeros
(Theimer y Feigon, 2006).

La telomerasa es una enzima ribonucleoproteica que cataliza la adicion de
repeticiones teloméricas (TTAGGG)n a los telomeros para recuperar la pérdida de
secuencias terminales resultado de la repeticion semiconservativa del DNA
(Takakura y col, 2005).

En promedio, en cada divisién celular se agrega una secuencia TTAGGG al final de
la cadena de DNA de cada cromosoma, de ahi que una funcion primaria de la
telomerasa in vivo es contrarrestar la reduccion progresiva del teldmero en los

cromosomas tras cada ciclo de division celular (Shay y Wright, 2005).

El RNA de la telomerasa tiene por lo menos dos funciones, una de ellas es
proporciona el andamio para la union de proteinas a la ribonucleoproteina y la otra es
acarrear la secuencia molde que es copiada del DNA telomérico por la hTERT
(Theimer y Feigon, 2006).

La enzima telomerasa es activa en células de la linea germinal y en una gran
variedad de tumores malignos. En contraste, su actividad esta normalmente
reprimida en células somaticas normales, excepto en algunos tejidos con alto

potencial regenerativo, como células hematopoyéticas y epidérmicas (Wai, 2004).
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Recientemente han sido identificadas las dos subunidades mayores que componen
al complejo de la telomerasa en humanos: el componente RNA que es conocido
como hTER RNA de la telomerasa humana, y la subunidad catalitica, denominada

hTERT transcriptasa reversa de la telomerasa humana (Autexier y Lue, 2006).

SUBUNIDAD hTERT

Varias caracteristicas distinguen la subunidad catalitica del telomerasa: (i) todos los
motivos de la transcriptasa reversa estan situados en el C-terminal a la mitad de la
proteina;(ii) una region conservada y especifica de la telomerasa, llamado motivo T,
se encuentra localizado en el N-terminal de la transcriptasa reversa y (iii) una region
N-terminal que constituye gran parte del total de la proteina la cual contiene dominios
conservados funcionalmente importantes, ademas de ser mucho mas grande que la

region C-terminal (Theimer y Feigon, 2006).

En los humanos el gen hTERT presenta una sola copia localizada en la parte distal
del cromosoma 5p15.33, contiene 16 exones, 15 intrones y se extiende
aproximadamente 40kb (Cong y col, 1999). EI gene que codifica para la subunidad
de hTERT de la telomerasa demuestra una variacion de inter-especies en su
secuencia del nucledtidos, pero la estructura y los motivos a los que se le asocia la
actividad de la transcriptasa reversa se han conservado evolutivamente (Chen vy
Greider, 2004).

En los humanos el gen de la transcriptasa reversa de la telomerasa (hTERT) es una
proteina rigida de 125 kDa con siete motivos con actividad de transcriptasa reversa y
que son similares en estructura a los motivos de la familia de las transcriptasas
reversa y de intrones terminales del grupo Il. La hTERT también contiene un octavo

motivo especifico para la telomerasa (Hansen, 2006).

58



Telomerasa

La familia de las transcriptasas reversa (TERT) contiene un grupo amino (N)-terminal
y un grupo carboxilo (C)-terminal con un sitio catalitico interno que se asemeja a la
transcriptasa reversa del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1) (Jacobs y col,
2006). Este motivo compartido de la transcriptasa reversa tiene una forma
tridimensional similar a una mano derecha, con el sitio activo situado en la palma,
cuya funcion catalitica es dependiente en tres residuos totalmente conservados de
acido aspartico; la asociacion estéreo especifica con un hTER especifico, sintetiza
repeticiones de DNA de una porcién pequefia de su plantilla de ribonucleétidos, lo
cual la diferencia de las transcriptasas reversas con que esta relacionada (Hansen,
2006).

Ademas del sitio activo de la transcriptasa reversa, la subunidad hTERT contiene
otros dominios interactivos implicados en la funcién de la telomerasa, la asociacion
estable con la subunidad hTER se media con la interaccibn de uno o ambos
dominios de RNA que se unen su region N-terminal, la inhibicion de otras secuencias
en la region N-terminal de hTERT tiene como consecuencia neutralizar la funcion

enzimatica total (Campbell y col, 2006).

Por otra parte, el N-terminal y los dominios adicionales del carboxilo C- terminal han
estado implicados en la oligomerizacién independiente de la subunidad hTERT vy la
subunidad hTER (Campbell y col, 2006).

De tal forma que el alargamiento de los telobmeros por la telomerasa requiere de un
complejo proceso altamente regulado, en el que se incluye la maduracion, el
procesamiento, la acumulacién de hTER, el transporte nuclear, modificaciones
postraduccionales de hTERT, montaje de la ribonucleoproteina, reconocimiento del
substrato, y sintesis coordinada de la cadena C-flamento, asimismo las proteinas
asociadas a la telomerasa implicadas en cada uno de estos procesos son requeridas
para la actividad completa y la funcion biolégica de la enzima (Smogorzewska y de
Lange, 2004).
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Se han realizado numerosos estudios en la regulacion del promotor hTERT, el cual
es blanco de numerosas vias de sefalizacion celular, sin embargo no se conoce con
certeza el mecanismo diferencial de transcripcion hTERT entre células normales y

tumorales (Autexier y Lue, 2006).

Existe una variedad de factores transcripcionales que participan en la expresion
génica de hTERT, entre los que se incluyen el gen Myc que induce actividad de
telomerasa por incremento en los niveles de expresion de hTERT, asi como el Sp1,
el receptor de estrogeno y NF-KB145, la sobreexpresion de c-Myc conduce a un
incremento significativo en la actividad transcripcional del promotor, habiéndose
observado que el gen c-Myc se encuentra frecuentemente desregulado en los
tumores humanos, donde la sobreexpresién de myc puede causar reactivacion de la
telomerasa. También la ceramida tanto endégena como exdgena modula la actividad
promotora hTERT, via actividad proteolitica de la ubiquitina conjugada al factor de

transcripcion c-Myc (Campbell y col, 2006).

Por otra parte, hay factores post-transcripcionales que participan en el control de la
funcion de la enzima, se han identificado al menos seis variantes de mRNA- hTERT
por RT -PCR, incluyendo la variante hTERTa que presenta una delecién en los
residuos que participan en la actividad catalitica de la proteina, por lo que inhiben
dicha actividad endégena con el consecuente acortamiento del telomero (Chen y
Greider, 2004).

Solamente los tejidos que expresan hTERT y que contienen los motivos completos
de la transcriptasa reversa demuestran actividad catalitica, existiendo una gran
variedad de lineas celulares y tejidos tumorales que presentan diferencias
considerables en su patron de procesamiento, lo que sugiere el posible papel de

variantes en la regulacién de la telomerasa (Hansen, 2006).
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Ademas, el proceso de ensamblaje de la holoenzima esta relacionado con la
regulacion de hsp-90, proteina que se encuentra muy elevada durante el proceso de

la transformacion celular (Hansen, 2006).

La subunidad hTERT de la telomerasa parece ser fosforilada, y este proceso es
modulado por una compleja red de proteinas quinasa que a su vez establecen
enlaces entre la actividad de la telomerasa y la via de sefializacién de la traduccion.
La proteina quinasa C (PKC) es una quinasa serina/treonina responsable de las vias
de sefalizacion de traduccion que dirige varios procesos fisiolégicos tales como la

diferenciacion, proliferacion y expresion génica (Stanek y Neugebauer, 2006).

Las proteinas quinasas aumentan la actividad de la telomerasa mediante la
fosforilacion de hTERT e inversamente la proteina fosfatasa 2A (PP2A) inhibe la
actividad de la telomerasa. Es posible que PKC y PP2A estén relacionados
reciprocamente en el control de la actividad de la telomerasa, hecho consistente con
la nocidn de pensar que un balance entre PKC y PP2A juegan un papel importante
en la expresion de hTERT (Ly y col, 2005).

SUBUNIDAD hTER

Los hTERs son altamente divergentes entre diversas especies, variando en el
tamarno y la secuencia nucleotidica, en ciliados la variacion es aproximadamente 150
nucleodtidos, en vertebrados 450 nucledétidos y en levaduras de 930 -1309 nucledtidos
(Figura 3.2), la estructura secundaria de hTER ha sido determinada mediante analisis
filogenéticos, encontrandose que se ha conservado evolutivamente en diversas

especies (Theimer y Feigon, 2006).
En los humanos el gen hTER se encuentra ubicado en el cromosoma 3926.13 y tanto

en ellos, como en las levaduras, la subunidad RNA es transcrita por una RNA

polimerasa tipo Il (Parkinson y col,1997).
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La subunidad de hTER de los telomeros muestra homologia de inter-especies y tiene
un papel vital en la funcion total de la enzima. Aunque actua sobre todo como
plantilla de nucledtidos para agregar las repeticiones teloméricas, la evidencia
sugiere que la subunidad hTER puede también tener un papel estructural al funcionar
como una espina dorsal para unir otras proteinas que se unen a la telomerasa y de
manera similar a hTERT, también tiene otras funciones ademas de ser la plantilla de

la telomerasa (Hansen, 2006).

Las comparaciones filogenéticas revelaron la presencia de una estructura
conservada de la pseudo union en el RNA de telomerasa en ciliados y vertebrados
(Theimer y Feigon, 2006).

El RNA de la telomerasa se ha identificado en muchas especies filogenéticamente
distantes, los cuales se pueden diferenciar por su tamafio, y por su estructura
primaria, cada RNA de la telomerasa tiene una estructura parecida a una pseudo
ligadura que esta situada cerca de la secuencia molde, también en la cadena 3' del
RNA de la telomerasa en vertebrados se encuentra la caja H/ACA, la cual es un
dominio nucleolar (snoRNA) (Theimer, 2007).

La comparacion filogenética del RNA de la telomerasa de 35 vertebrados reveld ocho
regiones conservadas (CR1-CR8) de las cuales, cuatro regiones de estructura
secundaria se han conservado evolutivamente: el dominio 5'-terminal de la pseudo
ligadura, el dominio CR4-CRS5, el dominio CR7 y el dominio de la caja H/ACA (similar
a snoRNA) (Chen y Greider, 2005).
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Figura 3.2 Subunidad de RNA de la telomerasa (hTERC), para ciliados, vertebrados y levaduras
respectivamente. Modificado de Theimer, 2006.

Los ultimos tres dominios desempefan papeles importantes en la funcion, la
estabilidad, el proceso y la comunicacién intracelular del RNA de la telomerasa en
vertebrados, asimismo los dominios estructurales conservados también tienen la
funcidon de mediar el acoplamiento de otras proteinas a la holoenzima de la

telomerasa (Ly y col, 2005).

De las 8 regiones (CR1-CR8), tres de estas regiones (CR1-CR3) estan situados en el

dominio 5'-terminal de la pseudo union del RNA. La region CR1 del hTER abarca la
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secuencia de la plantilla (ssCUAACCCUAAs5) que dirige la sintesis fiel del DNA
telomérico en humanos (Schattner y col, 2006).

En el dominio 5'-terminal del hTR, las regiones CR2 (de A172 a C183) y CR3 (de
C92 a G120) en conjunto, son las encargadas de controlar la arquitectura de la
pseudo union. Por otro lado en el hTER desnudo, la region CR2 forma una estructura
de unién en la hélice-terminal, mientras que la region CR3 se encuentra libre para

interactuar de manera débil con otras regiones del RNA (Fu y Collins, 2006).

Entre las regiones analizadas de hTER, se ha observado una pseudo union
helicoidal, la cual tiene una funcién catalitica y un dominio conservado conocido
como regiones (CR4-CR5) el cual tiene una estructura en forma de apéndice y ha

sido propuesto como un sitio putativo para el hnTERT (Khanna y col, 2006).

También el hTER presenta un su region 3’-terminal de la caja (H/ACA) una hélice-
bucle/5’-ACA-3’ que es similar al dominio conservado de un pequefio grupo de

ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNPs) (Khanna y col, 2006).

Estos RNAs participan en el acoplamiento nucleolar de los RNAs ribosomales, la
existencia de una caja de H/ACA en hTER es constante con el proceso nucleolar del
RNA de la telomerasa. La region de la caja H/ACA, aunque evolutivamente se
encuentra conservada, no parece participar activamente en las interacciones de las
proteinas de RNA o en la reconstitucién de la actividad catalitica de la telomerasa in
vitro. Notablemente, diversas proteinas accesorias descritas como parte del complejo
del telomerasa han estado implicadas en el proceso y la estabilizacion de snoRNPs,
sugiriendo que el proceso nucleolar mediado por factores de la maduracion de
H/ACA puede ser esencial para la activacion de la telomerasa in vivo (Stanek y
Neugebauer, 2006).
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PROTEINAS ASOCIADAS A hTERT

Las primeras proteinas asociadas a la actividad de la telomerasa fueron identificadas
por fraccionamiento bioquimico en Tetrahymena thermophila, fueron encontradas e

identificadas dos proteinas, p80 y p95 (Shcherbakova y col, 2006).

La proteina homologa en mamiferos de p80, es la proteina TEP1 (proteina asociada
a la telomerasa 1), que se asocia a actividad de la telomerasa, fue también

identificada en seres humanos, ratones, y ratas (Poderycki y col, 2005).

La proteina TEP1 consiste en 2.629 aminoacidos y es mucho mas grande que p80.
Los 900 aminoacidos en el amino terminal de TEP1, tiene una region que colabora
reciprocamente con el RNA de la telomerasa (Autexier y Lue, 2006). El carboxilo
terminal de TEP1 contiene 12 WDA40 repeticiones, una region que se encuentra
implicada en interacciones proteina-proteina (Jagadeesh y col, 2006). La expresion
de la proteina TEP1 se detecta en la mayoria de los tejidos finos sin importar

actividad del telomerasa (Poderycki y col, 2005).

A pesar de su asociacion con el RNA y los componentes cataliticos de la telomerasa,
la inhibicién en el funcién de la proteina TEP1 no afecta la actividad de la telomerasa

o la longitud del telémero (Liu y col, 2004).

Recientemente, TEP1 también se ha identificado como componente de grandes
particulas citoplasmicas VRNA (MPV), que son complejos de ribonucleoproteinas.
Las funciones de TEP1 en ambas ribonucleoproteinas (telomerasa y las VRNA)

siguen siendo desconocidas (Steiner y col, 2006).
A hTERT también se asocian proteinas chaperonas (p23 y Hsp90), encontrandose

inicialmente en levaduras, e in vitro posteriormente en células de mamiferos

(Hansen, 2006). Dentro de las proteina chaperonas asociadas a hTERT en humanos,
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se encuentra hsp90 y p23, hsp90 interactua con la telomerasa asistiendo al
acoplamiento adecuado de la ribonucleoproteina y a la actividad de la telomerasa
como enzima, es necesario mencionar que estas chaperonas también se pueden
enlazar otras transcriptasas reversa de origen viral de manera transitoria (Keppler y
col, 2006).

La telomerasa en humanos se diferencia de muchos otras transcriptasas reversa
debido a su asociacion constante con la plantilla de la subunidad del RNA (Poderycki
y col, 2005).

La telomerasa reconoce y alarga telomeros, mediante la asociacion con la regién de
la plantilla de hTER para después translocarse a la posicion siguiente para el
acoplamiento de hTER (Jady y col, 2006). Para que ocurra esta translocacion y sea
estable, es necesario un cambio conformacional en la estructura de la telomerasa
activa, el cual se encuentra regulado por las chaperonas hsp90 y el p23 (Toogun y
col, 2007).

La proteina 14-3-3 también se asocia a hTERT y tiene como funcién regular la
localizacion nuclear de la telomerasa (Lin y col, 2006). La familia de la proteina 14-3-
3 desempeia un papel regulador en la transducion de sefiales, en los puntos de
comprobacién del ciclo celular, en la apoptosis ligandose a los sitios de fosfoserina y
con lo cual regula la union y localizacion subcelular de otras proteinas (Jagadeesh y
col, 2006).

La proteina 14-3-3 interactua especificamente con la region del C-terminal de
hTERT in vivo e in vitro. Sin embargo, esta interaccion no se requiere para la

actividad del telomerasa in vitro (Bridges y col, 2005).

La regién del C-terminal de hTERT interactua con la region del C-terminal de la

proteina 14-3-3 teniendo como caracteristica la estructuracion de racimos de
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serina/treonina, formandose una hélice anfipatica, de tal forma que la mutacién en
los residuos de serinal/treonina (1030Thr, 1037Ser, y 1041Ser) suprimen la
interaccion y la localizacion citoplasmica del hTERT, esta mutacion también inhibe la

acumulacion y localizacion nuclear del hTERT (Dunaway y col, 2004).

La estructura y la secuencia primaria de hTERT tienen una sefial nuclear para su
exportacion, situada en el N-terminal de la region de union a 14-3-3. Asimismo la
union de 14-3-3 a hTERT enmascara la sefial nuclear de exportacion y por lo tanto

bloquea la exportacion nuclear de hTERT (Jagadeesh y col, 2006).

La deficiencia de la proteina 14-3-3 induce la perdida de la secuencia telomérica, asi
como la funcién de extremos cromosdmicos. Esto sugiere funciones adicionales de la
proteina 14-3-3 en el control del punto de comprobacion de G2/M vy la integridad
genética, siendo independiente de su colaboracién en la localizacion nuclear del
hTERT (Hermeking y col, 2006).

PROTEINAS ASOCIADAS A hTER

Los dominios conservados dentro de la molécula de hTER son sitios de
reconocimiento para las proteinas de unidon hTER. De acuerdo con los analisis
estructurales, varias proteinas de son necesarias para la funcionalidad de hTER
(Theimer y Feigon, 2006). Estas proteinas son componentes de pequefios complejos
de ribonucleoproteinas y proteinas heterogéneas de complejo nuclear involucradas
en la estabilidad de RNAs, la maduracion, el proceso de pre-RNA vy la localizacion de
hTER (Watkins y col, 2004).

El RNA de la telomerasa en mamiferos contiene una ramificacion 3’-terminal

semejante a la estructura de los snoRNAs de H/ACA (Khanna y col, 2006). La

presencia del dominio H/ACA en el RNA de la telomerasa en mamiferos indica una
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diferencia fundamental en la biogénesis del RNA de la telomerasa y el acoplamiento

de la telomerasa en mamiferos y otras células eucariontas (Wang, y Meier 2004).

Las cuatro proteinas de union (snoRNA) de H/ACA:hGAR1, disquerina/NAP57,
hNOP10, y hNHP2 se asocian al hTER y a la telomerasa humana, también hTER se
asocia con las ribonucleoproteinas de los complejos nucleolares (snoRNPs),
teniendo como funcion la estabilidad, la acumulacion, la maduracion y la localizacion
de hTER (Tanaka y col, 2007). Ademas de las proteinas (snoRNA) de union, las
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs) C1, C2 A1 y UP1 se

encuentran asociadas ha hTER y al DNA telomérico (Zhang y col, 2006).

Los hnRNPS C1, y C2 interactuan especificamente, con el uridilato del hTER y éste a
su vez se encuentra asociado con el complejo de la telomerasa humana, esta union
C1/C2-hTER/telomerasa, correlaciona con la capacidad de la telomerasa para tener
acceso a los teldmeros. La interaccion simultanea de A1/ UP1 con el DNA telomérico
y el hTER, también regula el acceso de la telomerasa a los teldmeros (Zhang y col,
2006).

También se han encontrado otras proteinas como por ejemplo el antigeno “La”, el
cual interactua de manera especifica con hTER, la telomerasa y tambien influye en la
longitud del telémero, finalmente otras proteinas como hStua y L22 interactuan con
hTER e intervienen en el procesamiento de hTER y en la localizacion y el

acoplamiento de la telomerasa (Zielinski y col, 2006).
ESTRUCTURA 3'-TERMINAL DE snoRNA DE H/ACA EN EL DOMINIO DE hTER
El RNA de la telomerasa en vertebrados contiene una caja grande H/ACA (snoRNA)

en su estructura 3’- terminal. Como los snoRNAs canodnicos de la caja H/ACA, el

dominio de H/ACA de hTER se encuentra formado por dos estructuras en horquilla
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las cuales se encuentran unidas y seguidas por una region conservada de la caja H
(ANANNA) y de la caja ACA (Tycowski y col, 2004).

Por otra parte la caja H/ACA como dominio de hTER, une a proteinas snoRNP de
H/ACA, y dirigen el procesamiento del extremo 3 del RNA de la telomerasa,
proporciona estabilidad metabdlica para el RNA maduro y dirige el trafico intracelular

de la ribonucleoproteina telomerasa (Stanek y Neugebauer, 2006).

La estructura minima requerida para la acumulacién de los snoRNAs de la caja
H/ACA incluye las hélices basicas de las horquillas 5' y 3’ y de las cajas conservadas
de H y ACA. Las cajas de H y ACA del RNA de la telomerasa en vertebrado se
encuentran situadas en las regiones CR6 y CR8 respectivamente (Richard, 2006).
Las cajas intactas de H y de ACA son absolutamente esenciales para la acumulacion
de los snoRNAs de H/ACA y los RNAs de la telomerasa. La caja de ACA se
encuentra localizada en el nucleotido 3 del extremo 3' de la caja H/ACA (snoRNAs) y
RNAs de la telomerasa (Khanna y col, 2006).

Las cajas H y ACA funcionan de manera conjunta con las hélices basicas de las
horquillas 5’ y 3’ de los snoRNAs de la caja H/ACA. La formacion de la hélice en el
extremo 3’ es crucial para la acumulacion de los snoRNAs de la caja H/ACA vy del
RNA de la telomerasa (Richard y col, 2006).

SEUDOURIDILACION DE hTEREN5' Y 3'

Los snoRNAs de la caja H/ACA funcionan como una guia para RNAs en el sitio
especifico en la pseudouridilacion de rRNAs y RNA nucleolar. Las estructuras
internas en el bucle de la orquilla 5’ y/o 3’ de los snoRNA, también conocidas como
hendiduras para la pseudouridilacion, se asocian con la secuencia blanco mediante
el apareamiento con algunas bases. El sustrato de uridina destinado para la

conversidon en pseudouridina se coloca en la base superior del apéndice, cerrando el

69



Telomerasa

bucle de pseudouridilacion. De tal forma que la distancia entre la uridina y la caja de
H o ACA de snoRNA es de aproximadamente de 14 nucleétidos (Schattner y col,
2006).

Las horquillas en 5 y 3 del hTER, funcionan como hendiduras para la
pseudouridilacién, ademas de unirse a proteinas como hGAR1, hNHP2, hStua, LL22,
hnRNP C1/C1, “autoantigeno La”, hNOP10, caja H/ACA de proteinas snoRNP, y
hTERT, las cuales interactuan con el hTER y estan implicadas en la estabilidad de
hTER, la maduracion, la acumulacién y el acoplamiento funcional del complejo de la
ribonucleoproteina de la telomerasa, el hTER de mamiferos, también se asocia con
la proteina disquerina que es necesaria para la actividad sintasa de la pseudouridina
para la caja H/ACA y snoRNPs (Khanna y col, 2006).

Numerosas observaciones experimentales sugieren que estas proteinas poseen un
rol importante en la biologia del telomero, como lo sefialan los siguientes hechos: 1)
a través de experimentos de inmunoprecipitacion se ha observado que hnRNP A1,
hnRNP D y hnRNP C1/C2 interactuan con la holoenzima telomerasa; 2) hnRNPs A1,
A2-B1 y D pueden asociarse a las secuencias repetitivas de cadena simple del DNA
telomérico in vivo y 3) todas las hnRNPs que se asocian al telobmero y a la
telomerasa son componentes integrales de la matriz nuclear, sitio putativo de unién
de los teldmeros, lo que sugiere que ellos puedan estar proximos al complejo de

hnRNPs o unidos directamente a éstos (Tanaka y col, 2007).

Por otra parte, la expresion deficiente de hnRNP A1 produce telémeros cortos, sin
embargo, la longitud de los mismos aumenta cuando se restituye hnRNP A1, lo que
indica que estas ribonucleoproteinas estan estrechamente involucradas en la

regulacion de la longitud del telémero (Zielinski y col, 2006).

El “autoantigeno La” es importante para el acoplamiento de otras moléculas de RNA

y para la maduracion de tRNAs, también interactua directamente con la
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ribonucleoproteina de la telomerasa humana, los niveles de expresion del
“autoantigeno La”, también influencian la longitud del teldbmero de una manera

dependiente de la ribonucleoproteina de la telomerasa (Park y col, 2006).

Sobre la base de estas observaciones se han propuesto dos modelos para explicar
como la holoenzima telomerasa se une al telomero. Uno de los modelos plantea una
estructura telomérica en lazo o T -loop, la cual se une a hnRNP A1 y a otras hnRNPs
accesorias que al interaccionar con la holoenzima telomerasa producen un cambio
conformacional que expone la hebra 3' terminal de cadena sencilla para permitir
entonces la elongaciéon por parte de la telomerasa. El otro modelo supone un
teléomero sin estructuras en lazo, que al ser reconocido por la hnRNP A1 induce el
secuestro de la holoenzima telomerasa hacia el extremo 3' terminal y por

consiguiente produce la elongacion del telémero (Tang y col, 2007).

ELEMENTOS ESPECIFICOS PARA EL RNA DE LA TELOMERASA EN LAS
HORQUILLAS 5'Y 3' DE hTER

La region distal de las horquillas 5’ y 3’ del dominio H/ACA de hTER acomodan los
dominios especificos de la telomerasa funcionalmente esenciales que no se
encuentran en los snoRNAs candnicos de la caja H/ACA. El dominio CR7 se requiere
para la acumulacién in vivo de hTER este dominio se localiza en la horquilla terminal
3', adquiriendo una configuracion terminal tipica en apéndice/bucle, que consiste en
una hélice dé 4 pares de bases y una vuelta de 8 nucledtidos (Theimer y Feigon,
2006).

Comparando los snoRNAs canénicos de la caja H/ACA, la horquilla 5’ del dominio
H/ACA del RNA de la telomerasa en vertebrados, es larga y extendida, la parte
superior de esta horquilla tiene regiones estructurales esenciales para el

acoplamiento de hTERT, asimismo para la funcién del telomerasa (Jady y col, 2004).

71



Telomerasa

INTERACCION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA Y LA SUBUNIDAD RNA

Actualmente se piensa que la hTER posee dos dominios funcionales: la region molde
y la regién de doble orquilla y que existe un tercer dominio que permite que éstas dos
regiones puedan plegarse concretamente para interactuar cada una con un dominio
distinto de hTERT. En algunos tejidos |la ausencia de actividad telomerasa es debida
a la represion del gen, mientras que en otros tejidos se debe a que solo se expresa el
RNAm inactivo de la hTERT, el cual consiste en una proteina truncada que no posee

la funcidn catalitica (Teixeira y col, 2004).

Interesantemente esta proteina sélo pierde el motivo catalitico, por lo que puede
unirse a la hTER. Esto hace, suponer un modelo de competencia en el cual ambas
proteinas, la inactiva y la activa compiten por los sitios de unién a la hTER, lo que
sugiere a su vez que uno de los puntos de regulacion de la actividad telomerasa
pueda estar en el ambito de la expresién de ambos transcriptos. Este modelo hace
suponer que existen distintos tipos de regulacién de esta actividad en los humanos y
probablemente obedece a la diferencia en la regulacién del ciclo celular de las

células de los diferentes tejidos en los humanos (Ju y Rudolph, 2006).

MULTIMERIZACION DE LA TELOMERASA FUNCIONAL

Mediante la purificaciéon del complejo humano de la telomerasa, se aislé6 una
ribonucleoproteina que es varias veces mas grande que un solo par de las
subunidades de hTERT-hTER (Hansen, 2006). Por lo tanto, hay especulacion de que
el holoenzima del telomerasa pudo consistir en un oligomero de varias subunidades
cataliticas y/o de la plantilla in vivo, mas bien que la composicion minima de un TERT
y de un TER (Hansen, 2006).

La region de la plantilla del hTER y un elemento de la horquilla del dominio de la caja

de H/ACA se han identificado como sitios de la interaccion directa con la proteina del
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hTERT, tales sitios proporcionan el potencial para atar entre varios pares de los
monomeros o del homodimeros del hTERT -TER. Las evidencias encontradas tanto
en levadura como en los sistemas humanos apoya la existencia de mas de un

dimero de la subunidad en la telomerasa endogena (Hansen, 2006).
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PROPAGACION DE LOS TELOMEROS POR LA TELOMERASA

La terminacién de la replicacidon de los cromosomas de las células eucariotas esta
estrechamente relacionada con el problema de la duplicacion del DNA lineal al
final del proceso, el nuevo DNA queda con un extremo romo y un extremo 3’
protuberante que no puede ser replicado por las DNA polimerasas celulares, como
consecuencia de esta incapacidad de las DNA polimerasas para replicar el
extremo cromosomico, se conduciria irremediablemente a un acortamiento
progresivo de los extremos cromosomicos tras cada ciclo de replicacion (Mattern y
col, 2004).

Para evitar que se acorte el telomero, las células eucariotas han desarrollado una
estrategia que consiste en elongar el extremo 3’ de la cadena de DNA de manera
que no queden secuencias de cromosoma sin replicar (Figura 6.1) (Kelland y col,
2007). De tal forma que la sintesis del teldbmero y la incorporacion de la telomerasa
a los teldmeros, esta restringida a la fase S del ciclo celular, en donde se produce
la sincronizacion necesaria para el alargamiento del teldbmero en células humanas,
y de que en ese momento celular, multiples estructuras nucleares juegan un papel
importante en la regulacion, el transporte y la biogénesis de la telomerasa
(Campbell y col, 2006).

En células eucariotas de mamifero la telomerasa alarga preferencial los telomeros
mas cortos de una poblacion. Alternativamente, todos los telomeros pueden ser
extendidos durante cada ciclo celular, pero no simultaneamente, de tal forma que
la telomerasa es activa solamente en un subconjunto de telémeros durante la fase
S. Se sabe que los cromosomas se replican en momentos diferentes durante la
fase de S, y de igual forma la sincronizacién en la sintesis del teldmero podria

variar, por ejemplo, la sincronizacion en la réplica induce cambios en la estructura
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de la cromatina y la accesibilidad a los telomeros en los cromosomas individuales
(Kelland y col, 2007).

T- bucle

-, -~

D- bucle __j

Adicidn de nuevas _ TERT Adicion de nuevas
repeticiones telomericas repeticiones teloméricas

Reposicicnamiento .

£ |a plantilla —]_
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Figura 6.1  Adicion de repeticiones teloméricas por la telomerasa. Tomado de Mathon, 2001.

Asi mismo la telomerasa puede realizar multiples rondas de replicacién para la
sintesis de las repeticiones teloméricas, en donde se ha observado en diferentes
estudios in vitro que la telomerasa en diversos organismos tiene cuatro eventos
(Figura 6.2) fundamentales que son: (l) reconocimiento del marco de lectura de
DNA, (Il) alineacion con la plantilla de RNA, (lll) elongacion, y (IV) translocacion
(Autexier y Lue, 2006).

El DNA telomérico es reconocido en parte, por un probable sitio de anclaje en
hTERT, que se une preferentemente al apéndice de DNA rico en guaninas, siendo
indispensable esta interaccion para el proceso de elongacion y translocaciéon (Lue
Ly, 2007). Esta interaccion se produce en el extremo 5' mediante la alineacién de

la plantila de RNA con los nucledtidos del extremo del cromosoma, esta
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alineacién es en la posicién adyacente al extremo del cromosoma (Lue y Li,
2007).

&
DNA telomérico con extremo 3'
sobresaliente (apendice)

o B[ G|C.
L

(,|1Tcr,(;|:r1t,
3 P i 5 _
T~ Sintesis de la nueva cadena retrasada

Union de la RNA telomerasa

5 Elongacion de la cadena adelantada 3' por una unidad de repeticion

l Extension de la cadena adelantada por la primasa y la polimerasa

Figura 6.2 Extencion del teléomero por la telomerasa. Tomada de Cooper, 2006.

Durante la elongacién, la plantilla dirige la adicién secuencial de los nucledtidos al
extremo telomérico, después de que la sintesis de las nuevas repeticiones
teloméricas ha terminado, la plantilla de la telomerasa es translocada al extremo
cromosomico para permitir el inicio de una nueva ronda que adicione repeticiones

teloméricas (Wyatt y col, 2007).
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Biogénesis y ensamble de la ribonucleoproteina telomerasa

El hTERC se transcribe como precursor y se procesa en el extremo teminal 3’ de
la cadena de DNA y se produce un RNA de 451 nucleétidos. La acumulacion de
hTERC que ha experimentado este evento requiere de un procesamiento activo de
la region conservada de la secuencia denominada caja H/ACA (Hoareau-Aveilla,
2006). Este motivo es regulado por un complejo proteico que contiene en su
estructura a disquerina, asi en consecuencia si existe alguna mutaciéon en la
disquerina se vera afectado el procesamiento y la acumulaciéon de hTERC (Collins
y col, 2002).

El hTERC y el hTERT experimentan diversos movimientos en la célula, los cuales
son importante para el funcionamiento de la telomerasa, hTERC se encuentra
localizado en multiples estructuras nucleares, incluyendo los 6rganos de Cajal,

nucleolos y en los teléomeros (Jady y col, 2006).

De igual forma hTERT también se ha localizado en los érganos de Cajal,
nucleolos, y asociado a los telomeros. Algunos de los factores que regulan el
trafico celular de estos dos componentes se han identificado en sitios como los

nucleolos, complejo proteico SMN, y proteina 14-3-3 (Tomlinson y col, 2006).

Los estudios citologicos en células HelLa sugieren que la localizacién de los
componentes de la telomerasa pueden cambiar a través del ciclo celular. A pesar
de estos estudios, no esta claro aun, en qué compartimiento celular se lleva acabo
el ensamble de hTERT y hTERC para que la ribonucleoproteina de la telomerasa

sea funcional (Jady y col, 2006).

Para que se lleve a cabo el ensamble de la telomerasa es necesario la

intervencion de algunas proteinas chaperonas como las proteinas p23 y Hsp90,
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las cuales se unen de manera estable a la telomerasa. Interesantemente en
humanos el ensamble de la ribonucleoproteina telomerasa puede formar multiples
dimeros, aunque la funcién de multimerizacion sigue siendo incierta (Keppler y col,
20006).

Reclutamiento de la ribonucleoproteina telomerasa al extremo telomérico del

cromosoma

Los estudios en levadura y seres humanos indican que el acoplamiento de la
telomerasa a los telémeros se encuentra influenciado por multiples factores, como
las proteinas reguladoras o factores reguladores TRF1 y TRF2, los dominios de
hTERT, el acortamiento de los telémeros, y el ciclo celular. En primer lugar, la
telomerasa se asocia a proteinas como Est1A, Est1B, Est1C, y POT1 las cuales
juegan un papel de union al DNA de cadena sencilla, sin embargo todavia no esta
claro si juegan algun papel en el mecanismo de reclutamiento de la telomerasa al
telomero (Bianchi y col, 2004). En segundo lugar, los residuos del N-terminal del
hTERT dentro del dominio de DAT (disociador de las actividades de la telomerasa)
pueden tener un papel de unidén al DNA telomérico de cadena sencilla como sitio

de anclaje (Moriarty y col, 2005).

En tercer lugar, un mecanismo en cis que actua en células humanas y en levadura
que regula el mantenimiento de la longitud del telémero y tiene la facultad de

modular el acceso de la telomerasa a los telomeros (de Lange, 2005).

Los teldmeros largos, que tienen mas factores proteinicos asociados, se
encuentran en una fase en la que la telomerasa actua con menor frecuencia que
en los telobmeros cortos, que tienen menor numero de factores proteinicos
asociados; el como los telomeros cortos reclutan activamente la telomerasa aun
no se ha dilucidado completamente. Por ultimo, el anclaje de la telomerasa a los

telomeros se encuentra regulado por el ciclo celular (Tomlinson y col, 2006).
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Alineacidn de la plantilla de RNA en el extremo telomérico del cromosoma

Los estudios in vitro del complejo de la telomerasa derivados de multiples
organismos indican que, al menos, dos tipos de interacciones son importantes
para la alineacion del sitio catalitico de la ribonucleoproteina telomerasa en el

extremo 3’ de cadena sencilla rica en guaninas de los telémeros (Li y col, 2007).

En una primera interaccion, una region de algunos pares de base de hTERC se
alinean con el DNA telomérico de cadena sencilla en el extremo 3’, para formar un
hibrido de RNA-DNA, adyacente a la posicion de la plantilla del extremo 3’ del
teldbmero (Moriarty y col, 2005).

En una segunda interaccion, una parte de hTERT interactua con el DNA en el
extremo %' de la telomerasa del cebador hibrido de RNA-DNA, el cual es
cataliticamente importante, ademas de permitir que la telomerasa mantenga el

contacto con el cromosoma durante la translocacion (Moriarty y col, 2005).

Elongacién del extremo telomérico del cromosoma

La plantilla de hTERC dirige la adicidén secuencial de nucledétidos al extremo 3' del
DNA telomérico. Después de la adicion de un nucledtido, la plantilla y el sitio
catalitico deben moverse entre si a otro lugar dentro de la ribonucleoproteina
telomerasa para colocar el residuo apropiado de la plantilla en el sitio activo, ya
que el apareamiento de bases y la adicién de nucledtidos ocurre en un extremo de
la plantilla, mientras que el desapareamiento de bases se lleva acabo en otro lugar

(Forstemann Lingner, 2005).

Este desapareamiento se piensa que reduce la energia utilizada para mediar el

paso de la subsecuente translocacion. La adicion de nucledétidos ocurre hasta el
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limite de la plantilla en que hTERC se define por una hélice llamada “P1b” (Garcia
y col, 2007).

Translocacion de la ribonucleoproteina telomerasa, alineaciéon de la plantilla
de RNA (TERC) y alargamiento del extremo de DNA telomérico de cadena

sencilla.

La ribonucleoproteina telomerasa humana tiene la capacidad de catalizar multiples
rondas en la adicién de repeticiones teloméricas, en el mismo substrato telomérico
(Escoffier y col, 2005). Antes de iniciar la sintesis de otra repeticion telomérica, la
telomerasa experimenta un desplazamiento llamado translocacion para colocarse

de nuevo en el telomero (Lue y col, 2005).

Los pares de bases en el hibrido de DNA/RNA no son reconocidos, la plantilla de
RNA se coloca nuevamente en el sitio activo, y la plantilla de pares de bases en el
extremo 3" del DNA es nuevamente sintetizada. El sitio de anclaje interacciona
con el DNA en 5’ del hibrido RNA-DNA y se piensa que ayuda a mantener la
interaccion de la telomerasa con el DNA durante el desplazamiento de

translocacién (Jagadeesh y col, 2006).

Alargamiento de la prolongacion telomérica del extremo cromosémico

La reaccidén de elongacién procede de la siguiente forma: la plantilla de hTERC
dirige la adicion secuencial de nucledtidos al extremo 3’ del DNA telomérico. Tras
la adicion de un nucleétido, la plantilla y el sitio catalitico debe moverse entre si
dentro de la ribonucleoproteina telomerasa para colocar el residuo apropiado de la

plantilla en el sitio activo (Garcia y col, 2007).

El apareamiento de bases y la adicién de nucledtidos ocurre en un extremo de la

plantilla, mientras que la separacion entre pares de bases ocurre en otro lugar de
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la plantilla (Férstemann y Lingner, 2005). Este desapareamiento se cree que
reduce la energia utilizada para mediar el paso subsecuente de translocacion. La
adicién de nucledtidos es en sentido ascendente hasta el limite de la plantilla en
que hTERC es definido por una hélice llamada P1b (Garcia y col, 2007).

Disociacion de la telomerasa del extremo cromosoémico

En una disociacion in vitro, la telomerasa puede separarse de la plantilla "primer"
después de cada adicion de nucledétidos o durante el paso de la translocacion. La
regulacion en la disociacion de la telomerasa de los telémeros in vivo aun no esta
dilucidado completamente. Un factor que esta involucrado es una helicasa
denominada hPIF1 la cual tienen un papel fundamental en casi todos los procesos
metabdlicos de DNA, incluyendo la replicacion nuclear, mitocondrial, la
recombinaciéon y reparacion del DNA (Snow y col, 2007), esta helicasa se une
preferentemente al DNA telomérico, tanto in vitro como in vivo, la helicasa hPIF1 in
vitro inhibe la actividad de la telomerarasa reduciendo su prosecividad, desenrolla
el complejo DNA/RNA formado por el RNA de la telomerasa y el DNA telomérico
(Zhang y col, 2006).

SINTESIS DE LA CADENA RETRASADA (CADENA-C) DEL TELOMERO

Debido a la naturaleza antiparalela del DNA, la polimerizacion del DNA es
unidireccional, y la sintesis de la cadena es discontinua, esta cadena es llamada
cadena retrasada (Wai, 2004). No obstante que la funcién de la polimerasa en la
cadena retrasada es muy similar a la cadena lider, el procesamiento de sintesis de
las dos cadenas procede completamente en forma diferente (Smogorzewska y de
Lange, 2004).
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Inicio de la sintesis de la cadena-C del telomero

Las DNA polimerasas no son capaces de sintetizar DNA de novo y requieren de la
sintesis de un cebador, por lo general por un DNA dependiente de una RNA
polimerasa (primasa) para iniciar la sintesis del DNA. En las células eucariotas, el
cebador (primer) es sintetizado por el complejo de la DNA polimerasa
alfa/primasa. Primeramente la porcién de la DNA primasa del complejo (pol-
a/primasa) sintetiza aproximadamente de 6—10 nucleétidos del RNA cebador en la
cadena G del telomero, mientras que su cadena complementaria es sintetizada
por el complejo pol-a/primasa usando un RNA cebador convencional;
posteriormente la DNA polimerasa (pol-a) del complejo (pol-a/primasa) sintetiza
una porcién adicional de 20 nucleétidos de DNA en la cadena G del telémero,
mientras que su cadena complementaria es sintetizada por el complejo pol-
a/primasa usando un RNA cebador convencional. Ha habido informes que
sugieren que TRF1 inhibe esta actividad en los teldmeros, aunque el mecanismo y

la importancia fisiologica de esta inhibicion aun no es claro (Houben y col, 2007).

Funcion de la polimerasa en la cadena-C del telémero

Después de que los cebadores (primers) son sintetizados en la cadena rica en G,
el factor C de la replicacion se une al extremo 3' del DNA iniciador para promover
la funcién de la polimerasa. La naturaleza no procesiva de la actividad catalitica de
la polimerasa alfa (pol a) y la formacion de un enlace fuerte al factor C de la
replicacion probablemente dirigen la union del complejo cebador-plantilla para la
renovacion del complejo de la primasa-polimerasa alfa. Después de que el
complejo de la primasa, polimerasa alfa-primasa se desplaza al cebador, el
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) se une para formar una
estructura de abrazadera deslizante. Entonces el factor C de la replicacién se
disocia, y la DNA polimerasa delta (pol ) se une y cataliza de manera procesiva la
sintesis de DNA (Moldovan y col, 2007).
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Desplazamiento de la polimerasa alfa (pol a) de la cadena-C del telémero por
la union del factor C de la replicacién

Una vez que el cebador de RNA-DNA se sintetiza, el factor C de la replicaciéon
(RFC) inicia una reaccién, denominada cambio 6 conmutacién de la polimerasa; la
polimarasa delta (pol &) que es una enzima procesiva sustituye a la polimerasa
alfa (pol a) que es una enzima cebadora. El factor C de la replicacion (RFC) se
une al extremo terminal 3' del RNA-DNA cebador del primosoma, para desplazar
el complejo de la primasa-polimerasa alfa, asi el acoplamiento de RFC promueve
la unién del complejo cebador (primer) de reconocimiento para el antigeno nuclear

de proliferacién celular (PCNA) (Masuda y col, 2007).

FORMACION DE LA PINZA DE DESLIZAMIENTO EN LA CADENA-C DEL
TEOMERO

La union del complejo cebador (primer) implica el reconocimiento del motivo del
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). El factor C de la replicacién abre
transitoriamente el PCNA en una reaccion dependiente de ATP y, a continuacion
el PCNA nuevamente se cerrara alrededor de la doble hélice junto al cebador
(primer) terminal. Esto conduce a la formacion de la pinza de deslizamiento, asi el
factor C de la replicacion (RFC) se disocia después de la formacién de la pinza de
desplazamiento en la cadena-C del teléomero (Moldovan y col, 2007), en seguida el
factor C de replicacion se prepara para disociarse de PCNA después de la
formacion de la abrazadera deslizante y consecuentemente el DNA soélamente

queda unido a la DNA polimerasa delta (pol &) (Rossi y Bambara, 2006).

Formacién del complejo de la enzima procesiva en la cadena-C del telémero

Asi la conmutaciéon de la polimerasa es un acontecimiento clave que permite la

sintesis procesiva de DNA mediada por el complejo de la DNA polimerasa delta y
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el antigeno nuclear de proliferacion celular (pol-6/PCNA) (Rossi y Bambara, 2006).
Posteriormente la carga de antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
conduce el reclutamiento de la polimerasa delta (pol 8). El PCNA en humanos es
un homotrimero de subunidades de 36 kDa que forman una estructura en anillo
alrededor de la hélice de DNA llamada abrazadera deslizante. La estructura de
PCNA mediada por RFC es un acontecimiento clave en la transicién del modelo
de cebador al modelo de sintesis del DNA. El complejo de la enzima procesiva se
forma por la holoenzima DNA polimerasa delta (pol &) y el antigeno nuclear de

proliferacion celular (PCNA) (Rossi y Bambara, 2006).

Sintesis procesiva de la cadena-C del teléomero

Una vez que la conmutacion de la polimerasa alfa (pol a) por la polimerasa delta
(pol ) se completa, se inicia la sintesis de un pequefio fragmento de DNA llamado
fragmento de Okazaki, debido a que la sintesis de la cadena es discontinua y
como el fragmento de Okazaki que se extiende llega hasta el RNA cebador
(Fortune y col, 2006), en la sintesis de la cadena se produce un desplazamiento
por lo que el cebador contenido en el extremo terminal 5' adyacente al fragmento
de Okazaki es doblado en una singular cadena de estructura plegadiza. Esta
estructura plegadiza es removida por endonucleasas y préximo a los fragmentos
de Okazaki se encuantra una DNA ligasa para ensamblar los fragmentos de
Okazaki, de esta forma el proceso de extension se completa con la unién de los

fragmentos de Okazaki adyacentes (Mizuno y col, 2007).

Después de que el factor C de replicacion (RFC) inicia el ensamble del complejo
de reconocimiento del cebador, el complejo formado por la DNA polimerasa delta 'y
el antigeno nuclear de proliferacion celular (pol-6/PCNA) es responsable de
incorporar los nucledtidos adicionales antes de la posicion del siguiente RNA
cebador de inicio en sentido descendiente, asi en la cadena retrasada los

pequenos y discontinuos segmentos de un promedio de 100 nucleétidos de DNA,
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llamados fragmentos de Okazaki, los cuales son unidos por una DNA ligasa
(Mizuno y col, 2007).

Formacién del pliegue intermedio en la cadena C

Cuando el complejo de la pol-6/PCNA alcanza un fragmento de Okazaki en
sentido descendiente, se produce un desplazamiento en la sintesis de la cadena.
El cebador (primer) que se encuentra en el extremo terminal 5' del fragmento de
Okazaki en sentido descendiente se pliega en una cadena sencilla plegadiza
(Chilkova y col, 2007).

Eliminacion del pliegue intermedio en la cadena-C

Dos endonucleasas, hDna2 y la endonucleasa de plegamiento 1 (FEN-1), son
responsables de la formacion de la estructura plegadiza naciente. La hDna2
ademas de interaccionar con FEN-1 también interactia de manera reciproca con
hPIF1 para asegurar el correcto procesamiento de los fragmentos de
Okazaki durante la réplica de la DNA, en humanos la hDna2
(endonucleasa/helicasa) es un monémero de aproximadamente 120 kDa mientras
que por otro lado FEN-1 en humanos es un solo polipéptido de aproximadamente
42 kDa. La proteina de replicacion A (RPA) regula la conmutacion de
endonucleasas durante la eliminacion y desplazamiento del plegamiento de la
cadena (Stewart y col, 2006).

La proteina de replicacién A se une al plegamiento de la cadena C, en donde el
primer paso en la eliminacidn del plegamiento intermedio es la unién de la proteina
de replicacion A (RPA) a lo largo de la estructura plegada. RPA en eucariontes es
una proteina de unién al DNA de cadena sencilla (Fortune y col, 2006). Después
de que RPA se une a lo largo de la estructura plegada, promueve la unién de la

endonucleasa hDna2, ésta elimina la mayor parte del la estructura plegada, pero
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el desplegamiento de la estructura es realizado posteriormente por FEN1 (Stewart
y col, 2006).

Eliminacion del RNA cebador y disociacion de RPA y Dna2 en la cadena-C

La endonucleasa hDna2 elimina el RNA iniciador junto con varios
desoxirribonucleotidos en sentido descendiente. La escision del substrato de RNA
de cadena sencilla da lugar al desacople de RPA y Dna2. Los datos actuales de la
funcion de la endonucleasa hDna2 se han obtenido a través de estudios con

levaduras (Stewart y col, 2006).

Retraimiento de la estructura plegada remanente en la cadena-C

El residuo del pliegue, que es demasiado corto para promover el acople de RPA,
es entonces procesado por FEN1. Hay evidencia de que la unién de RPA al
extremo desplazado de RNA contiene fragmentos de Okazaki que evitan que
FEN1 tenga acceso al substrato. FEN1 es una endonucleasa de estructura
especifica que se une preferentemente a un substrato cerca de la base del
pliegue, el cual esta formado por un solo nucleétido en el extremo 3' en sentido
ascendente al cebador (primer) ademas del pliegue en 5' en sentido descendente

al cebador (primer) (Stewart y col, 2006).

ENSAMBLE DE DE LOS FRAGMENTO S DE OKAZAKI ADYACENTES A LA
CADENA-C

La eliminacion del pliegue por FEN-1 conduce a la generacion de un corte entre el
extremo 3' del fragmento de Okazaki en sentido ascendente y el extremo &' del
fragmento de Okazaki en sentido descendente. Posteriormente la DNA ligasa |
sella los cortes adyacentes entre los fragmentos de Okazaki procesados para

generar de novo el DNA de doble cadena en el telémero (Stewart y col, 2006).
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Disociacion de la complejo procesivo (enzima procesiva) y término del

extremo telomérico

En algun punto en el proceso de extensién un gran numero de factores de
regulacion que reprimen la extension del teldmero quedan vinculados a la
ampliacion de telomero (Figura 6.3). Estos factores incluyen complejos entre
TRF1, TRF2, la telomerasa, otros factores, y el mismo telomero (Rossi y Bambara,
2006).

Complejo de proteinas asociadas a TRFY Complejo de proteinas asociadas a TRF2
TANK 0, ERCC1 — ——TRF2
POTH :
TRF1 MRE11/NBS1/RADS0 7 PARP2
; VURN
; . PTOP
TRE? : W RAP1 BLM
TINZ _ aTm Kusé
Figura 6.3 Complejos de proteinas para TRF1 y TRF2 que se encuentran asociados al

bucle -T. Modificado de Blasco, 2005.

A medida que las repeticiones son adicionadas a la cadena rica en guaninas (G), y
una vez que se completa la sintesis de la cadena retrasada, nuevos sitios de unién
quedan disponibles para la unién de factores represivos (Figura 6.4),
consecuentemente en este estado de equilibrio la maquinaria telomérica se
disocia, abandonando la estructura del teldbmero, que se doblara en una

conformacioén estable llamada bucle (Stewart y col, 2006).
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Invasian de la cadena por
el apéndice de la cadena G

D-bucle = s, it
W\, = Acceso restringido de la
¢ | telomerasa alos teldmeros

Figura 6.4 Formacion del bulce-T, al termino de la sintesis de DNA telomérico. Modificado
de Blasco, 2005.

EMPAQUETAMIENTO DEL EXTREMO TELOMERICO

En este proceso de empaquetamiento existen varios pasos, incluyendo el corte en
la cadena C, elongacion de la cadena telomérica mediada por telomerasa, y la
sintesis de la cadena C donde se encuentra involucrado el procesamiento y el
mantenimiento telomérico; si bien aunque pareciera un mecanismo lineal, en los
seres humanos aun no se entiende bien cémo se coordinan todos los pasos y qué

otras actividades podrian estar implicadas (Tomlinson y col, 2006).

El DNA telomérico puede formar estructuras de orden superior, asi mediante
microscopia electronica se encontré que en el DNA telomérico aislado de células
humanas (Figura 6.5), se forma una cadena con una estructura peculiar llamado

bucle telomérico (bucle t) (Tomlinson y col, 2006).

Actualmente sabemos que la funcién de la estructura bucle-t tiene como finalidad
el super empaquetamiento del extremo cromosdémico, el cual se encuentra
formado por el extremo telomérico 3’, de igual forma multiples factores proteicos
se unen al DNA telomérico y contribuyen en la estructura, formacién y

homeostasis telomérica (Hug y Lingner, 2006).
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Figura 6.5 Empaquetamiento telomérico mediado por las seis proteinas basicas para la

estabilidad yformacion del telosoma. Tomado de deLange, 2005.

INCORPORACION DEL EXTREMO EXTENDIDO Y PROCESAMIENTO DEL
EXTREMO TELOMERICO EN UN SUPER ENROLLAMIENTO (BUCLE-T) Y LA
ESTRUCTURA ASOCIADA A PROTEINAS.

Ademas del alargamiento telomérico mediado por la telomerasa y la sintesis de la
cadena C, existen otros mecanismos en el procesamiento del DNA para la
conservacion de la estructura telomérica. En los seres humanos, la funcion
principal es la generacién del apéndice G de cadena sencilla en 3’. Ademas, de las

diferencias en la estructura del apéndice telomérico, el cual se replica de manera
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normal respecto de la cadena retrasada en la que el proceso de replicacion de

DNA es diferente en los teldmeros (Chai y col, 2006).

Mediante estudios con microscopia electronica en el DNA telomérico se ha
obtenido evidencia sobre la estructura telomérica, en la que el bucle-t , invade el
apéndice de cadena sencilla en 3’ rica en guaninas(G), en una porcién de doble
cadena formada por repeticiones teloméricas TTAGGG. La cadena desplazada
por la invasion del apéndice-G forma una estructura llamada bucle-D. La funcién
del bucle-t consiste en la proteccion del extremo telomérico 3’. In vitro, el DNA
telomérico de doble cadena se une a TRF2 para promover la formacioén del bucle-
t (Cristofari y Lingner, 2006).
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INTEGRIDAD CROMOSOMICA

La integridad cromosdmica mantiene la homeostasis celular, ademés de garantizar
la continuidad genética durante la proliferacién celular y la reproduccion de los
organismos multicelulares, asi su mantenimiento es muy importante para la
estabilidad del genoma que a su vez depende de una correcta regulacion de los
sistemas de vigilancia y reparacion de dafios al DNA, los mecanismos de
reparacion del DNA engloban varios procesos complejos altamente conservados
durante la evolucién, cuya principal funcion consiste en permitir que la informacion

genética se transcriba eficientemente y se replique fielmente (Michor y col, 2005).

El DNA es una molécula que tiene una estructura dinamica sujeta a cambios
constantes que pueden originar alteraciones (mutaciones), una gran parte de las
alteraciones que ocurren en el DNA se producen por causas endogenas: hidrélisis
de nucledtidos de DNA, problemas en la replicacion de DNA, acumulacion de
especies reactivas de oxigeno, entre otras, modificando la informacion genética de
los organismos, estos cambios pueden surgir de manera espontanea durante los
procesos basicos del metabolismo celular, también las alteraciones al DNA
pueden ser inducidas por agentes exdgenos fisicos, quimicos o bioldgicos

presentes en nuestro entorno (Admire y col, 2006).

La inestabilidad cromosdmica, hace referencia a una elevada tasa de mutacion
espontanea en las células, actualmente se piensa que ésta es una caracteristica
importante de algunas enfermedades ademas del envejecimiento celular, sin
embargo en células normales, a pesar de la gran cantidad de dafio que se da en el
DNA, la tasa de mutaciébn espontanea es baja, debido a que los procesos
celulares basicos como la replicacion, la reparacion y el control del ciclo celular
funcionan correctamente (Trautmann y col, 2006); en contraste la inestabilidad

cromosémica se asocia a la presencia de una elevada tasa de alteraciones en el

91



Integridad cromosomica

genoma indicando que se ha roto el equilibrio entre el dafio espontaneo y la
capacidad de reparacion del mismo por la célula, debido a factores genéticos esto
es genes implicados en la estabilidad del genoma, en la fidelidad en la sintesis y
mecanismos de reparacion de DNA (Carter y col, 2006).

Como resultado podemos observar que en la inestabilidad cromosémica, se
encuentran involucrados alteraciones en el telosoma, en la estructura telomérica,
errores en la replicacion de DNA vy alteraciones en el control de la segregacién
cromosomica que conllevan a una tasa espontanea elevada de mutacion (Admire
y col, 2006).

El proceso de formacion de una alteracion genética, consiste en la acumulacion
de multiples alteraciones en el genoma de las células. Existen dos posibles
conjuntos de alteraciones genéticas: cambios en la secuencia del DNA y cambios

epigenéticos que afectan a la expresion de genes (Pearson y col, 2005).

Las alteraciones a nivel de secuencia pueden ser deleciones de regiones
cromosémicas, que implican pérdida de genes que pueden estar relacionados con
la regulacion negativa del ciclo celular, como es el caso de los genes supresores
de tumores, mutaciones génicas que pueden activar o inactivar distintas proteinas,
amplificaciones génicas que conllevan a la sobreexpresion de genes especificos, e
incluso, pérdidas y ganancias de cromosomas enteros. En cuanto a alteraciones
epigenéticas nos encontramos con el silenciamiento de genes causado por

hipermetilacion de las islas CpG localizadas en sus promotores (Yuen y col, 2007).

Los distintos procesos moleculares que se asocian con la formacién y progresion

de una alteracion genética son:

e Activacion de oncogenes

¢ Inactivacion de genes supresores
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e Alteracion en los genes de reparacion del DNA

e Alteracion de genes relacionados con la apoptosis

e Disociacion del telosoma, alteracibn en la estructura telomérica,
acortamiento en la longitud del telémero

e Inactivacién de telomerasa

e Activacion de genes interruptores, reparacion de la oxidacion mediada por
radicales libres procedentes del metabolismo celular, reacciones de
depurinacion, de desaminacion, entre otras

e Inestabilidad genética: microsatélites y cromosémica

Las formas mutadas de los proto-oncogenes, que son genes que intervienen en
las rutas de proliferacion celular y originan proteinas con funciones andmalas que
estimulan el crecimiento y alteran la morfologia, produciendo la transformacién
celular. Se pueden clasificar segin su mecanismo de accion y en funcién de la
ruta bioquimica en la que se encuentran. Asi, tenemos oncogenes que codifican
factores de crecimiento, receptores tirosina-quinasa, receptores sin actividad
tirosina-quinasa, proteinas que intervienen en las vias de sefializacion de
determinadas sefiales mitdgenas y proteinas nucleares que regulan los procesos

de transcripcion (Pearson y col, 2005).

MECANISMOS DE REPARACION DE DNA.

Los agentes genotodxicos de naturaleza diversa, tanto exdgenos como enddgenos,
operan de distintos modos sobre la molécula de DNA. La ruptura de cadenas
constituye el tipo de lesibn mas frecuente. La alteracion de las bases o de los
azucares, los puentes intra o intercatenarios, los dimeros y los aductos constituyen

otras formas de dafio en el DNA (Digweed y Sperling, 2004).

La conducta de la célula frente al dafio genbmico comprende una etapa inicial de

reconocimiento del sitio afectado, seguida de la puesta en marcha de una
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respuesta apropiada: reparacion del DNA o muerte celular. La severidad del dafio
en el DNA y la fase del ciclo celular en el cual ésta tiene lugar puede inducir una
estrategia de reparacioén que priorice la sobrevivencia celular o la apoptosis aun a
expensas de incurrir en un cambio genético, por lo que la ocurrencia de
mutaciones y rearreglos cromosomicos no debe ser interpretada como una simple

respuesta pasiva frente al dafio (Andreassen y col, 2006).

La alteracion de bases individuales puede ser corregida mediante el mecanismo
de reparacion por escision de bases (REB). Las rupturas simples con frecuencia
se asocian a la pérdida de una base en el sitio de corte y no pueden ser reparadas
por la sola accion de ligasas sino que ponen en marcha el mecanismo REB.
Cuando las lesiones de una sola cadena causan distorsion de la hélice del DNA,
pueden ser corregidas mediante el mecanismo de reparacion por escision de
nucledtidos (REN) (Chen y col, 2007).

Ha sido postulado que una sola ruptura doble no reparada puede ser suficiente
para inducir muerte celular. La reparacion de rupturas dobles involucra dos tipos
de procesos: recombinacién homologa y recombinacién no homadloga o ilegitima.
La recombinacion homéloga es el principal mecanismo de reparacion de rupturas
dobles en organismos eucariontes y se sustenta en la identidad de secuencias
entre ciertas regiones del genoma. La secuencia de DNA de la cual se toma la
informacion para la reparacion debe tener una identidad de méas de 200 bases
respecto del sitio daflado. Mediante este mecanismo, el extremo roto de una de
las cadenas del DNA invade una region homologa sana y, a partir de esta plantilla,

se restituye la cadena dafiada (Cousineau y col, 2005).

La recombinacién no-homologa de los extremos rotos del DNA (NHEJ: non-
homologous end-joining), es el mecanismo mas frecuente de reparacion de
rupturas dobles en células de mamiferos, no requiere la compleja maquinaria

enzimatica implicada en la recombinacibn homéloga pero, mientras que esta
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altima permite reparar rupturas dobles con una alta tasa de fidelidad, las
recombinaciones ilegitimas causan con frecuencia alteracion o pérdida de la

secuencia del DNA (Bailey y Murnane, 2006).

Existe un mecanismo de recombinacion sitio-especifica que se observa en el
sistema inmune durante la diferenciacion linfoide, denominado V(D)J (variation
diversity joining), mediante el cual los genes de la inmunoglobulina funcional y del
receptor de linfocitos T son reunidos a partir de regiones separadas del genoma.
La falla en el mecanismo V(D)J conduce a inmunodeficiencias, hipersensibilidad a

genotoxicos y predisposicion al desarrollo de linfomas (Casper y col, 2004).

Las mutaciones no siempre ocurren como consecuencia de la accién de un agente
genotoxico. Pese a que el proceso de replicacion del DNA es de alta fidelidad
debido a la existencia de mecanismos de control que operan en forma secuencial
para detectar y remover posibles errores, ciertas mutaciones pueden resultar de
errores incurridos durante dicho proceso. La DNA polimerasa, enzima que
sintetiza la cadena de DNA en direccion 5- 37, es capaz de corregir sus propios
errores de polimerizacion operando como una exonucleasa en la direccién 3°- 5°.
Aquellos errores que hubieran escapado al control de la DNA polimerasa ponen en
marcha el sistema de reparacion de apareamientos errébneos (mismatch-repair:
MMR) que detecta la distorsion de la hélice de DNA resultante del apareamiento

de bases no complementarias (Bailey y col, 2007).

PROTEINAS DE REPARACION TELOMERICA

El acortamiento telomérico opera como un reloj mitético que regula el potencial
proliferativo celular y, alcanzado un cierto nivel critico de longitud, predispone a

asociaciones teloméricas (TAS) e inestabilidad cromosémica verificables en

células transformadas y en desordenes genéticos (de Lange, 2005).
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La presencia de teldmeros anormalmente cortos se correlaciona con una mayor
sensibilidad del organismo a las radiaciones ionizantes (RI) y se ha sugerido
recientemente que del mismo modo la integridad de la funcion telomérica es capaz
de condicionar la radiosensibilidad. Alteraciones del metabolismo telomérico han
sido descriptas en enfermedades genéticas que se asocian a hipersensibilidad a
RI, tales como los sindromes de Bloom (BLM), Werner (WRN) y Nijmegen (NBS1).
Se ha observado disminucion del tamafio telomérico con una tasa de acortamiento
mas alta respecto de la media en diversas patologias, algunas de las cuales
presentan severa alteracion del metabolismo oxidativo tales como distrofia
muscular de Duchenne, progeria de Hutchinson-Gliford . Asimismo los pacientes
portadores de anemia de Fanconi y ataxia-telangiectasia, ademas del
acortamiento acelerado de los telomeros exhiben elevada frecuencia de

asociaciones teldmericas (Surrallés y col, 2004).

Numerosas proteinas vinculadas directa o indirectamente a la deteccion y
reparacion de dafio al DNA se encuentran en estrecha asociacion con el complejo
telomérico, tales como ATM, sistema PARP/ tankirasa, complejo DNA-PK2,
BRCA1, BRCA2 y complejo RAD50-MRE11-NBS1. Ciertos cambios
conformacionales de la cromatina tienen lugar precozmente en el reconocimiento
de lesiones en el DNA. Tres sistemas juegan un rol esencial en esta etapa de
reconocimento del dafio, como verdaderos sensores disparadores de sefiales de
alarma: proteina ATM, complejo DNA-PK y enzima PARP (Wu y col, 2007).

ATM
La proteina ATM presenta gran homologia respecto de una familia de proteinas
con funcién de fosfatidil-inositol-3-quinasa (Pl 3-quinasa), involucradas en la

regulacion de la longitud de los telémeros, el control del ciclo celular, y la

reparacion del DNA, incluyendo la recombinacién V(D)J (Irarrazabal y col, 2006).
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La proteina ATM, localizada en el nucleo celular como parte del sistema de
deteccidn de rupturas dobles, juega un rol esencial en el anclaje de los teldmeros
a la matriz nuclear y participa en la regulacion del metabolismo telomérico. La
proteinquinasa dependiente de DNA ( DNA-PK) juega un rol activo en la
reparacion de rupturas dobles por la via NHEJ y en la recombinacion V(D)J. El
complejo DNA-PK esta compuesto por el antigeno Ku y una sub-unidad catalitica
con actividad de quinasa (DNAPKcs). Este complejo, al igual que la proteina ATM,
posee un dominio Pl 3-quinasa que le confiere un rol importante en la regulacién
de la longitud de los teldmeros, en el control del ciclo celular, y la reparacion de
DNA (Waterworth y col, 2007).

PROTEINA Ku

La proteina Ku consiste en dos subunidades (Ku70 y Ku80) que interactian para
formar un heterodimero. Al unirse a los extremos rotos del DNA Ku recluta a la
subunidad catalitica DNAPKcs, la que adquiere actividad de quinasa y fosforila un
conjunto de sustratos tales como p53, RNA polimerasa Il y XRCC4 (Waterworth y
col, 2007).

La proteina Ku estimula la accién de las ligasas y facilita particularmente la union
de extremos rotos de baja cohesividad. Ademas de su participacion en NHEJ, la
proteina Ku se localiza en los telomeros, donde en estrecha asociacion con TRF1
juega un rol esencial en el mantenimiento de la estructura de los mismos, lo que
podria estar sefialando un punto clave en la encrucijada entre el metabolismo

telomérico y los mecanismos de reparacion del DNA (Gorodestky y col, 2007).

PARP

La poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP) es una enzima que opera COmo Sensor

molecular de rupturas simples en el DNA, jugando un rol decisivo en la reparacion

97



Integridad cromosomica

por el mecanismo REB. A través de un rapido y dinamico sistema de sintesis y
degradacion de polimeros, PARP resulta un regulador clave de los eventos
nucleares que suceden al estrés genotoxico. Una vez reconocido el dafio, modifica
factores de transcripcién con dos objetivos: impedir que se transcriba el DNA
dafiado y facilitar que se sinteticen enzimas de reparacion. PARP es clivada e
inactivada por accion de la caspasa-3 durante los estadios iniciales del programa
de ejecucién de apoptosis. Se ha demostrado la presencia de sitios de unién para
la PARP en las siguientes proteinas: p53, p21, DNA ligasa Ill, XRCC1, proteinas
de la matriz nuclear, complejo DNA-PK, XRCC1, DNA-ligasas, DNApolimerasas,
numerosos factores de transcripcion y la sub-unidad catalitica de la telomerasa,
TERT. Esto udltimo sugiere un mecanismo de control post-transcripcional de la
actividad de telomerasa mediado por PARP (Donigian y de Lange, 2007).

Asimismo se han identificado dos variantes de PARP denominadas tankirasas
(TANK1 y TANK2) que participan en la elongacién de los telémeros a través de su
interaccion con la proteina telomérica TRF. La TANK impide la union del TRF1 al
DNA telomérico, permitiendo que se despliegue la estructura terminal y
posibilitando asi el acceso de la telomerasa para iniciar la elongacion. Una vez
elongado el telémero, los polimeros son degradados y la unién del TRF1 al
teldbmero vuelve a conferirle su estructura original en bucle, por lo cual la actividad

de telomerasa es inhibida (Gorodetsky y col, 2007; Donigian y de Lange, 2007).

Transcurrida la etapa de rapida respuesta de los sensores de dafio, comienza una
compleja secuencia de interacciones entre proteinas asociadas a la reparacién

genomica y proteinas teloméricas (Cheng y col, 2007).

COMPLEJO MRN

El complejo RAD50-MRE11-NBS1 (MRN), esta involucrado en el mantenimiento

de la estructura telomérica, en el procesamiento de rupturas de doble cadena
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(DSB, Double-Strand Break), en la recombinacion meidtica y las reorganizaciones

de los segmentos V(D)J y (Waterworth y col, 2007).

El complejo MRN colocaliza con TRF1 y TRF2 a nivel de los telomeros,
permitiendo la apertura de la estructura en bucle-t en su extremo terminal, de
manera mas especifica éste complejo se une a TRF2 durante la fase S del ciclo
celular, indicando un papel funcional importante en la replicacion telomérica y en la
formacién del telémero (bucle-t o t-loop). También se sabe que NBS1 interacciona
con los telémeros originando un respuesta celular, en donde la célula activa un
punto de comprobacion en la fase-S del ciclo celular mediado por NBS1,
activAndose p53 via ATM y consecuentemente si existe algun dafio se induce
apoptosis (Gorodetsky y col, 2007).

BLM

La proteina de BLM es miembro de un complejo asociado con BRCAL llamado
super complejo de vigilancia (BASC) (BRCA1l-associated genome surveillance
complex), en el que se incluyen otras proteinas involucradas en la maquinaria de
replicacion, en la recombinacion y la reparacion, como por ejemplo PCNA, RAD51,
BRCA1, el complejo MRN, ATM, MSH2, MHS6, entre otras (Andreassen y col,
2006).

Las funciones celulares de BLM son muy abundantes y diversas. Por una parte,
BLM colocaliza con los telomeros para su estabilizacion y se acumula durante la
fase S del ciclo celular para el mantenimiento del teldmero, puede también
catalizar la migracion de los cruces Holliday (Figura 5.1 y 5.2) para prevenir el

colapso de las horquillas de replicacién, (Wu y col, 2007).

La proteina BLM es fosforilada por ATM y ATR, teniendo como funcidn estabilizar

el telosoma y la preservacion de la integridad del genoma, en donde BLM codifica
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para una RecQ-helicasa,que de resultar defectuosa en su funcion inducira
inestabilidad cromosomica. Asi mismo BLM suprime las rupturas de doble cadena
(DSB, Double-Strand Break) durante la réplica para evitar la recombinacion
inadecuada, interviniendo asi en la maquinaria de la reparacién del DNA (Chester
y col, 2006)

Figura5.1  a) Esquema del cruce holliday. Modificada de Watson, 2004. b) Estructura del cruce
Holliday. Modificado de Biertiimpfel, 2007.
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Ademas, se requiere para la localizacidon nuclear del complejo MRN tras la
detencion de la horquilla de replicacién y, junto con p53 y RAD51, colocaliza en las
horquillas de replicacién estancadas. Asi pues, podria decirse que BLM actia en
la respuesta temprana al dafio celular y promueve el posterior reclutamiento de

proteinas de reparacion a las horquillas de replicacion (Cusineau y col, 2005).

WRN

La proteina WRN pertenece a una subfamilia de RecQ helicasas y es homologa
con otras helicasas con actividad helicasa 3'-5' y también tiene actividad
exonucleasa 3'-5', que la hacen diferente de otras proteinas de la familia RecQ
(Vaitiekunaite y col, 2007).

La actividad de la helicasa WRN también tiene un papel en la estabilizacién del
telosoma y en la formacion de la estructura telomérica y la accion coordinada con
RPA es también de importancia para entender la biologia del telomero (Sharma y
col, 2007).

La proteina WRN suprime la recombinacion ilegitima, sugiriendo una funcién
evolutivamente conservada. Usando su actividad del helicasa, la proteina WRN se
une a la proteina de replicacion A (RPA) para desplegar el DNA bicatenario

durante la réplica de la estructura telomérica (Opresko y col, 2005).

Esta proteina se localiza predominantemente en el nucleolo, aunque durante la
fase S del ciclo celular se reubica en puntos de replicacion y sitios de dafio al
DNA. De acuerdo con esto, WRN participa en los procesos de replicacion,
reparacion, recombinacion y transcripcion (Cheng y col, 2007).
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En los enfermos por alteracién en la proteina WRN se ha demostrado inestabilidad
cromosémica e hipersensibilidad a agentes que inducen la interrupcién de la
replicacion o la aparicion de rupturas de doble cadena (DSB, Double-Strand
Break) en la horquilla de replicacion y un metabolismo defectuoso del DNA con

una tasa elevada de mutaciones (Lee y Mc Kinnon, 2007).

Consecuentemente la alteracién en la estructura y funcion de las proteinas ATM,
Ku, PARP, BLM WRN y complejo MRN es el punto de partida para que se
desarrollen algunas enfermedades de origen genético que se caracterizan por ser
precursoras de inestabilidad cromosOmica y/o sensibilidad citotoxica a ciertos

mutagenos (Andreassen y col, 2006).

La inestabilidad cromosémica es debido a: i) deficiencias en los complejos
proteicos encargados de la proteccion de la integridad gendmica durante la
reparacion, este es el caso de alteraciones en proteinas del complejo MRE11
(formado por MRE11, RAD50 y NBS1), que dan lugar al sindrome de Nijmegen
(NBS, Nijmegen Breakage Syndrome) o de mutaciones en los genes NBS1 y
MRE11, que dan lugar a un sindrome similar a la ataxia telangiectasia (ATLD,
Ataxia Telangiectasia Like Disorder), ambos sindromes se caracterizan por la alta
incidencia de céancer; ii) alteraciones en los procesos de la reparacion por
recombinaciéon homodloga (HRR, Homologous Recombination Repair), en donde,
se han identificado mutaciones en dos genes que codifican para helicasas
implicadas en este proceso, asociadas al sindrome de Bloom (SB, Bloom
Sindrome) y al sindrome de Werner (WS, Werner Sindrome) (Andreassen y col,
2006).

Ademas existen otros sindromes en humanos en donde los genes implicados en la
funcion celular participan en la respuesta celular al dafio en DNA y cuya alteracion
genera inestabilidad cromosomica y distintas anormalidades congénitas en los

individuos afectados, como son la anemia de Falconi (FA, Falconi Anemia) y la
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ataxia telangiectasia (AT, Ataxia Telangiectasia); también se ha establecido una
relacion importante con otras proteinas implicadas en la integridad gendmica,
como son BRCAL y BRCAZ2, las cuales estan implicadas en cancer de mama
(Surrallés y col, 2004).
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Conclusiones

CONCLUSIONES

e La estructura telomérica de los extremos cromosdmicos en mamiferos, se
encuentra formado por una secuencia de DNA de cadena doble y una
secuencia de DNA de cadena sencilla, ambas cadena de DNA se unen de
manera especifica a diversas proteinas indispensables para la formacion

optima del telomero y consecuentemente del telosoma.

e De manera global el complejo telomérico estd compuesto por 6 proteinas
indispensables, dos proteinas (TRF1 y TRF2) las cuales tienen
especificidad de unién a los teldmeros, las otras 4 proteinas: TIN2, RAP1,
POT1 y PTOP, son importante para darle estabilidad a la estructura
telomérica, estas a su vez interaccionan con gran namero de proteinas
como ATM, BLM, WNR, MRE11, RAD50, NBS1, entre otras.

e De manera colectiva todas estas proteinas son responsables de la
proteccion del extremo cromosémico y de la regulacion del metabolismo del

telosoma.

e La estructura telomérica es importante en procesos como mitosis, meiosis y
apoptosis, desarrollando diversas funciones entre ellas: mecanismos de
reparacion de DNA, recombinacion de DNA, segregacion cromosomica y la

fusion de extremos cromosomicos.

e EI telomero como estructura funcional del cromosoma se encuentra
vinculado de manera directa e indispensable con la enzima telomerasa la
cual tiene como funcion la elongacién del extremo telomérico necesario
para mantener la estructura del telosoma y la integridad cromosémica

necesarias para la viabilidad y proliferacion celular.
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e EIl telomero cuenta con su propia maquinaria de replicacion, siendo la
encargada la telomerasa, la cual dirigir la maquinaria de replicacion
telomérica, en el caso de que sea necesario la elongacion del extremo

cromosomico.

e El telosoma, la estructura telomérica, la actividad de la telomerasa y la
replicacion telomérica se encuentran altamente regulados por un gran
namero de proteinas, que también son importante en el mantenimiento de

la integridad cromosomica, homedstasis celular y envejecimiento celular.
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Abreviaturas

14-3-3

Al
ATM
BLM
c1/c2
c-Myc
Dna2
E2F
ERCC1

EstlA

EstlB

EstlC

FEN1
H/ACA

hGAR1

hNHP2

hNOP10

hnRNP

Abreviaturas

Proteina de activacion tirosina 3-monooxigenasa/triptéfano 5-
monooxigenasa

Ribonucleoproteina nuclear heterogenea Al
Proteina mutada para ataxia telangiectasia
Proteina sindrome de Bloom

Ribonucleoproteina nuclear heterogenea C (C1/C2)
Proteina Myc protooncogen

DNA helicasa 2 homologa (levadura)

Factor de transcripcion 1

La proteina de reparacion por escision del grupo de
complementacion cruzada 1

SMG-6 homélogo, mediada por una tonteria mMRNA factor de
decaimiento (C. elegans)

SMG-5 homélogo, mediada por una tonteria mRNA factor de
decaimiento (C. elegans)

SMG-7 homélogo, mediada por una tonteria mRNA factor de
decaimiento (C. elegans)

Endonucleasa especifica de plegamiento 1

Familia de ribonucleoproteinas nucleolares pequefias (RNPs
nucleolar pequefio H/ACA)

Miembro 1 de la familia A de las proteinas nucleolares (RNPs
nucleolar pequefio H/ACA)

Miembro 2 de la familia A de las proteinas nucleolares (RNPs
nucleolar pequefio H/ACA)

Miembro 3 de la familia A de las proteinas nucleolares (RNPs
nucleolar pequefio H/ACA)

Ribonucleoproteina nuclear heterogenea
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hnRNPAL1
hnRNPA1-B2
hnRNPD
hRAP1
Hsp90
hTERT

L22

La

MVP
NAPS7

NBS1
PCNA
PINX1
PKC
POT1

PP2A

PTOP, PIP1,
TINT1, TPP1
RFC1

RPA
snoRNA
SnoRNPs

TEP1
TERC

Abreviaturas

Ribonucleoproteina nuclear heterogénea Al
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea D
Proteina 1 de interaccion a TRF2

Proteina de choque térmico 90kDa alfa (citosoélica)
Transcriptasa inversa de la telomerasa
Inmunoglobulina kappa variable 1D-42

Proteina para el sindrome de Sjogren, antigeno B
(autoantigeno "La")
Proteina super empacada (major vault protein)

Proteina para disquetosis congenital 1( subunidad 4 del
complejo de ribonucleoproteina H/ACA)
Proteina para el sindrome de Nijmegen

Antigeno nuclear de proliferacion celular
TRF1- PINZ2-interacting protein 1
Proteina cinasa 2

Proteina de proteccion de los telomeros 1 homéloga a S.
pombe
Proteina fosfatasa 2

Tripeptidil peptidasa 1

Factor C de la replicacion 1
Proteina de replicacion Al
RNA nucleolar pequefio

Ribonucleoproteinas nucleolares pequefias (small nucleolar
RNPs)

Proteina asociada a la telomerasa 1

RNA telomerasa

107



TIN2
TRF1
TRF2
UP1
VRNA

XPF

Abreviaturas

Factor nuclear 2 de interaccion a TRF1

Factor de union a las repeticiones (DNA) teloméricas
Factor de union a las repeticiones (DNA) teloméricas 2
Ribonucleoproteina nuclear heterogenea similar a A1

Componente RNA superempacado 1 (vault RNA component
1)

Grupo de complementacion F para Xeroderma Pigmentoso
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Glosario de Términos

Abrazadera deslizante de la DNA-polimerasa- complejo proteico de los
organismos eucariotas constituido por diversas subunidades polipeptidicas que al
unirse adoptan la forma de una rosquilla. Su funciéon es amarrar la subunidad
catalitica de la DNA-polimerasa al DNA conforme se lleva a cabo la replicacion del
DNA a gran velocidad y aumentar de este modo la procesividad de la DNA-
polimerasa. En los organismos eucariotas también recibe el nombre de PCNA

(proliferating cell nuclear antigen).

Apoptosis- también conocida como muerte celular programada, caracterizada por
una serie de acontecimientos celulares regulados cuyo resultado es la muerte

celular para eliminar una célula dafada o una normal que deja de ser necesaria.

AP-PCR (arbitrarily primed PCR) PCR con cebador aleatorio- método sencillo y
reproducible que permite obtener huellas de genomas complejos (fingerprints)

utilizando cebadores de secuencia no especificada.

ATM- gen localizado en el cromosoma 11922 y cuya mutacién produce la Ataxia

Telangiectasa, enfermedad neuroldgica progresiva autosémica recesiva.

Brazo p- brazo corto de un cromosoma.

Brazo g- brazo largo de un cromosoma.

Caja- secuencia de nuclettidos que desempefian una funcién reguladora reciben
el nombre de caja (box) acompafado de un nombre generalmente derivado de la
secuencia consenso en cuestion, a saber, CAAT box (pronunciada «cat»:
5GGCCAATCT3’), TATA box (5 TATAAT3’), GC box (5’GGGCGG3J’), destruction
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box, homeobox, etc. Por lo general, se trata de una secuencia conservada entre

distintas especies (consenso).

Caja de Hogness- secuencia de siete nucledtidos (TATAAAA) extremadamente
conservada en los promotores de los genes transcritos por la RNA-polimerasa |l
de los organismos eucariontes. Sirve de sefnal de reconocimiento para el factor de
transcripcion TFIID. Se situa a unas 30-150 bases de distancia del nucleétido que

marca el inicio de la transcripcion (en direccion 5’).

Caja homedtica- segmento de 180 pares de bases localizado cerca del extremo
3’ de ciertos genes homedticos, que codifica una secuencia extremadamente

conservada de 60 aminoacidos conocida como «homeodominio».

Caja TATA- secuencia conservada de DNA no codificante de unos 25 pb en la
region 5’ de la mayoria de los genes eucariontes. Consiste principalmente en
secuencias del motivo TATAAAA. También conocida como caja hogness en

organismos procariontes o caja pribnow.

Cariotipo- es el ordenamiento en base al numero y morfologia de la constitucion
cromosomica de un individuo. En el caso de los humanos es 46XX en el sexo

femenino y 46XY en el sexo masculino.

Cebador (Primer)- oligonucleétido de DNA o RNA que luego de la hibridacién con
un DNA complementario invertido, tiene un extremo 3’-OH al cual la DNA

polimerasa puede agregar nucleétidos para sintetizar una cadena nueva.
Centromero- region cromosémica a la cual se anclan las fibras del huso

acromatico durante la mitosis 0 meiosis, aparece como una constriccion durante la

metafase.
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Chaperona- es una proteina necesaria para el plegamiento correcto de otra

proteina.

Ciclina- proteina que participa en la regulacion del ciclo celular.

Ciclo celular- ciclo de vida de una célula individual. En células que se dividen se
pueden distinguir las cuatro fases siguientes: G1 (interfase), S (sintesis de DNA),

G2 y mitosis. Las células que no se dividen se encuntran en fase GO.

Cromatina- es el material genético disperso en el nucleo celular, estd compuesto
por DNA, proteinas basicas histonas, proteinas no histonicas y pequehas
cantidades de RNA.

Dedos de Zinc- estructura con forma de dedos hallada en muchas proteinas
reguladoras que se unen al DNA. Los dedos se sujetan juntos a través de un

atomo de zinc estratégicamente ubicado.

DNA- (acido desoxirribonucleico)- es la molécula que contiene la informacion

genética en forma de una secuencia lineal de nucledtidos.

DNA polimerasa- enzima que sintetiza DNA.

DNasa (desoxirribonucleasa)- enzima que cataliza la ruptura de los enlaces

fosfodiéster en el DNA.

Dominio- 1- secuencia continua de aminoacidos de una proteina, que se dobla o
pliega varias veces sobre si misma hasta formar una unidad globular o compacta.
Se estima que cada dominio puede funcionar como una unidad o un moddulo

estable en solucién si se llega a escindir la cadena polipeptidica que los separa.
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Cualquier region de una proteina asociada a una funcién especifica, con

independencia de su organizacion estructural.

Empalme (splicing)- uno de los pasos del procesamiento del transcripto primario

de RNA, en el cual los intrones son removidos y los exones se unen.

Endonucleasa- enzima que hidroliza los enlaces fosfodiéster internos de un acido

nucleico y lo fragmenta en oligonucleotidos.

Enzima no procesiva, enzima disociativa- enzima o complejo enzimatico que
sintetiza o degrada de forma progresiva un biopolimero y realiza varios ciclos de la
misma reaccion catalitica disociandose del sustrato o de la plantilla o de ambos a

la vez tras cada reaccion catalitica.

Enzima procesiva, enzima asociativa- enzima o complejo enzimatico que
sintetiza o degrada de forma progresiva un biopolimero y realiza varios ciclos de la
misma reaccion catalitica sin disociarse del sustrato o de la plantilla o de ambos a

la vez tras cada reaccion catalitica.

Eucarionte- plantas y animales formados por células poseedoras de un nucleo en

el que estan contenidos los cromosomas.

Factor de elongacion- es una proteina que se asocia a los ribosomas durante la

adicién de aminoacidos; FE para procariotas y FEe para eucariotas.
Factor de transcripcidon- proteina necesaria para el inicio de la transcripcion de

un gen, distinta de la RNA-polimerasa. Reconoce secuencias especificas ubicadas

en el interior de promotores y potenciadores.
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Fase S- fase de sintesis del DNA (replicacién del DNA) entre las fases G1 y G2

del ciclo celular eucarionte.

Fragmentos de Okazaki- pequenos fragmentos de DNA sintetizados sobre la
hebra retrasada del DNA. Tienen una longitud variable entre 1000 y 2000
nucledtidos (en bacterias) y entre 100 y 400 nucleétidos (en los organismos

eucariontes).

Girasa- es una topoisomerasa que desenrolla el DNA.

Hebra adelantada, cadena adelantada- se trata de la hebra que, debido a la
naturaleza antiparalela de la doble hélice, se sintetiza de forma continua vy, por
consiguiente, mas rapido que la otra, en la misma direccion en que avanza la

horquilla de replicacion.

Hebra retrasada, cadena retrasada- en la replicacion del DNA, es la hebra que,
debido a la naturaleza antiparalela de la doble hélice, se sintetiza de forma
discontinua, en pequenos fragmentos (denominados «fragmentos de Okazaki»),
en direccion opuesta al avance de la horquilla de replicacion y, por lo tanto, con

retraso con respecto a la otra.

Helicasa- enzima que cataliza la separacion de la doble hélice durante la
replicacion, la transcripcion o la reparacion del DNA (DNA-helicasa) o la
separacion de dos hebras de RNA en los RNA bicatenarios o RNA
monocatenarios con apareamientos internos (RNA-helicasa). Requiere energia

procedente de la hidrdlisis de un nucledsido trifosfato por lo general, ATP.

Hélice-bucle-hélice (hélix-loop-helix)- motivo estructural de algunas proteinas

que se unen al DNA, como los factores de transcripcion.
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Hélice-giro-hélice, hélice-bucle-hélice- motivo estructural compuesto de dos
hélices a separadas por un giro b corto y caracteristico de diversas proteinas con
funcién reguladora que se unen al DNA, como los factores de transcripcion. Son
muy abundantes en los organismos procariontes; en los eucariontes existe un

motivo equivalente que se denomina «homeodominio».

Histona- cualquiera de las proteinas basicas de peso molecular variable entre 11
y 21 kDa que constituyen la mitad de la masa de los cromosomas de las células
eucariotas (salvo los espermatozoides). Se clasifican en cinco tipos: H1, H2A,
H2B, H3, H4, de los cuales la H1 se asocia con el DNA conector y el resto con el
DNA nucleosomico. Las histonas H3 y H4 son de las proteinas mas conservadas
que se conocen, sehal de que cumplen funciones idénticas en todos los

organismos eucariontes.

Holoenzima- 1. enzima con actividad catalitica formada por una porcién proteica
(la apoenzima) y el cofactor necesario para el desempefio de su funcién (ién
metalico, grupo prostético o coenzima). 2. Complejo enzimatico constituido por

todas las subunidades y cofactores necesarios para el desempeno de su funcion.

Homeodominio- Motivo proteico de 60 aminoacidos de unién al DNA codificado
por la «caja homedtica» (homeobox) de los genes homedticos. Es un motivo de
tipo hélice-giro-hélice. Desempefa un papel regulador fundamental en la
diferenciacion celular que tiene lugar durante el desarrollo de especies muy

diversas, como los helmintos, la mosca de la fruta y los seres humanos.

Horquilla de replicacién- estructura en forma de Y que se forma en el lugar
donde se separa la doble hélice durante la replicacion del DNA y donde comienza

la sintesis de las hebras nuevas.

Interfase- es el periodo del ciclo celular entre dos divisiones celulares.
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Megabase (Mb)- un millén de pares de bases.

Molde, templado o plantilla- molécula que determina la secuencia de nucleotidos

para la formacién de otra molécula similar (complementaria) de DNA y RNA.

Motivo-1 - en los acidos nucleicos, es una secuencia breve de nucledtidos que
suele servir de sitio de reconocimiento para ciertas proteinas (p. ej.: en los genes
eucariotas existen motivos nucleotidicos que cumplen una funcién reguladora o
moduladora de la transcripcion). EI mismo motivo puede estar presente en una
gran variedad de organismos. En esta acepcion significa practicamente o mismo
que secuencia consenso de nucledtidos; de hecho, a veces se habla de «motivo
TATA» (TATA-box motif, TATA motif) en lugar de «caja TATA» (TATA box), una
de las secuencias consenso caracteristicas de los promotores eucariotas
reconocidos por la RNA-polimerasa Il. 2. En las proteinas, es una pauta
caracteristica de plegamiento muy conservada en la naturaleza (se habla asi de
los motivos homeobox, dedo de zinc, hélice-giro-hélice, cremallera de leucinas,
etc.). En esta acepcidon puede equivaler conceptualmente al dominio estructural de
las proteinas globulares, aunque un mismo dominio puede contener mas de un
motivo; por ejemplo, los dominios de uniéon a ATP (ATP-binding domains) de las
proteinas de la familia ABC contienen dos motivos caracteristicos denominados

Walker A y Walker B, mas un tercer motivo distintivo (signature) denominado C.

MRNA precursor (pre-mRNA)- molécula de RNA procedente de la transcripcion
inmediata de un gen y cuyo producto funcional serd una proteina. Con este
nombre se designa a veces el RNA nuclear heterogéneo (nhRNA) y otras veces,
sobre todo en los organismos eucariotas, cualquiera de las formas intermedias de

un RNA primario en vias de convertirse en un RNA mensajero maduro (mRNA).

MSH2- gen implicado en los canceres colorrectal, endometriales, y ovaricos. Se

localiza en el cromosoma 2p22-p21.
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Nucleosoma- subunidad estructural de la cromatina. Consta de un octdamero de
histonas y de un segmento de DNA de aproximadamente 200 pares de bases que
se enrolla sobre el octamero dando casi dos vueltas alrededor de €él, como un hilo
a su carrete. El octamero esta compuesto a su vez de dos moléculas de cada una
de las histonas H2A, H2B, H3 y H4.

Oncogén- gen implicado en el desarrollo tumoral cuando sufre alteraciones que

conducen a su activacién o incremento de expresion.

PCR con transcripcion inversa (RT-PCR)- reaccion en cadena de la polimerasa

sobre un cDNA obtenido por transcripcion inversa a partir de un mRNA.

Procesividad, capacidad de procesamiento- capacidad de una enzima o de un
complejo enzimatico de llevar a cabo multiples ciclos cataliticos de forma
progresiva sin disociarse de su sustrato polimérico (en vez de disociarse tras cada
reaccion catalitica). Es una medida de la eficacia de la enzima, es una de las
propiedades de las enzimas cuyos sustratos son de naturaleza polimérica. En el
caso de la DNA-polimerasa, la procesividad de la enzima (alta, media, baja) se
define como el numero de nucleétidos afadidos en promedio cada vez que la
enzima se asocia con el cebador y la hebra plantilla varia desde unos pocos
nucledtidos hasta mas de 50 000 nucleétidos anadidos por complejo de

asociacion.

Proteina de unién a DNA monocatenario- cada una de las proteinas que se
unen a las hebras de DNA recientemente separadas por la helicasa durante la
replicacion del DNA. Se colocan una detras de otra a lo largo de la hebra separada
y forman una cubierta proteica que mantiene el DNA en el estado de elongacion
necesario para que pueda servir de plantilla durante la sintesis de DNA y de los
RNA cebadores.
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Protoncogén Un gen que funciona para promover la division celular. Cuando
estos genes estan mutados producen varios productos que promueven la division

celular de una manera anormal.

Punto de control (checkpoint)- elemento regulador de las transiciones de cada

fase del ciclo celular.

Reaccion en cadena de la polimerasa- método para sintetizar grandes
cantidades de un segmento especifico de DNA a partir cantidades inferiores a 1 ug
del DNA de muestra (y en teoria a partir de una sola molécula de DNA). La PCR
multiplica («amplifica ») exponencialmente una secuencia especifica de DNA
bicatenario. Comprende varios ciclos divididos en tres etapas desnaturalizacion,

hibridacién y extensién del cebador.

Ribonucleoproteina nuclear heterogénea (nhRNP)- complejo ribonucleoproteico
que resulta de la asociacion del RNAnh con unos 20 tipos de proteinas en distinta
proporcion. Su estructura y funciéon exactas aun no se conocen, pero en las
purificaciones in vitro se asemeja a un collar formado por cuentas de unos 20 nm

de diametro, separadas entre si por pequefas regiones de nhRNA desnudo.

Ribonucleoproteina nuclear pequefia (SnRNP, snurp)- complejo formado por
unas 10 proteinas y una pequeia molécula de RNA (npRNA) que es la que da

nombre al conjunto, presente en los nucleos de las células eucariotas.

RNA nuclear heterogéneo (nhRNA)- mezcla de moléculas de RNA de longitud
variada —de alli el nombre de «heterogéneo»—, fruto de la transcripcién del DNA
por la RNA-polimerasa Il en las células eucariotas. Es el transcrito primario o
precursor de un RNA mensajero eucariota (premRNA), pero puede incluir
asimismo otros transcritos que no llegan a transformarse en un RNA mensajero

(RNAm). Se localiza en el nucleo asociado a proteinas y forma las denominadas

117



Glosario

ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas o nhRNP su vida media es muy
breve, ya que sufre rapidamente una serie de modificaciones covalentes que lo

convierten en un RNAm antes de salir al citoplasma.

RNA nuclear pequefio (snRNA)- cualquier molécula pequefia de RNA (de 100 a
300 nucledtidos en los organismos eucariotas superiores y hasta 1000 nucledtidos
en las levaduras) que se localiza en el nucleo de las células eucariotas. Son
indispensables para los procesos de maduracién del RNA, principalmente para el

empalme o ayuste (splicing) y la poliadenilacion.

Secuencia candnica- Secuencia de nucleétidos o de aminoacidos que representa
el arquetipo de las variantes con las cuales se compara. Con suma frecuencia se

utiliza como sinénimo de «secuencia consenso» (consensus sequence).

SNPs (Single Nucleotide Polimorphism). Polimorfismos de un solo nucleotido. Son
variaciones comunes de una sola base que ocurren en el DNA humano y que se

pueden emplear para rastrear patrones de herencia familiar.

snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles)- particulas pequenas de
ribonucleoproteinas nucleares. Complejos de pequefias moléculas nucleares de

RNA y proteinas

Spliceosoma- agragacion de diferentes moléculas que pueden empalmar (splice)
RNA.

Topoisomerasa- clase de enzimas que pueden controlar la estructura
tridimensional del DNA cortando una de sus cadenas, rotandola sobre la otra y
ensamblandola de nuevo (clase |), o cortando y reensamblando ambos extremos
(clase 1l). Se utiliza para desenrollar la doble hélice de DNA durante la

transcripcion.
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Transcripcion inversa, retrotranscripcion- sintesis de una molécula de DNA

catalizada por la enzima retrotranscriptasa a partir de una hebra de mRNA.

Transcriptasa inversa, retrotranscriptasa (RT)- enzima caracteristica aunque no
exclusiva de los retrovirus que cataliza la sintesis de una hebra de DNA, dirigida
por un mMRNA que sirve de plantilla, mediante la adicion de desoxirribonucledtidos
de uno en uno en el extremo 3’ de la cadena de DNA naciente. Necesita de un
cebador (primer) de RNA o DNA, y puede asimismo sintetizar DNA a partir de una
plantilla de DNA.

Transcripto- copia de RNA de un segmento del DNA de un gen activo.

Transcripto primario- RNA original transcripto de un gen eucarionte antes de ser

procesado (empalme, adicién del CAP y poliadenilacién).
Translocacién- Ruptura y reunién de un segmento de DNA de un cromosoma a

otro. un complejo de iniciaciéon transcripcional unicamente en presencia de otras

proteinas.
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