Mecanismos de mantenimiento de telémeros
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Los telémeros son estructuras formadas por ADN y proteinas que ayudan a proteger los extremos
de los cromosomas lineales de ser reconocidos y procesados como rupturas de doble cadena y de
esa manera mantener la integridad y estabilidad cromosémica. En mamiferos, los telémeros
consisten en tractos del hexanucledtido TTAGGG, y su longitud varia desde 5 hasta 20 kilobases
(kb) en células somaticas y células germinales respectivamente. Es importante mencionar que al
inicio del telémero se encuentran algunos repetidos que se denominan degenerados por ser
variantes del hexanucledtido TTAGGG, por ejemplo TCAGGG, TGAGGG, etc. La naturaleza
del repetido canonico hace que una de las cadenas de ADN del telémero que corre en direccion
5’3’ sea rica en guaninas (cadena G), y por lo tanto la cadena complementaria que corre en
direccion 3’5’ sea rica en citosinas (cadena C). Una de las principales caracteristicas de los
telomeros es que el extremo de la molécula de ADN no es romo, la cadena G forma una saliente
de cadena sencilla, al cual se le ha nombrado el 3’overhang. El telomero es capaz de doblarse
sobre si mismo para formar un bucle, y de esta manera facilita que el 3’overhang invada la
cadena C desplazando a la cadena G. Esta estructura que adquiere el telémero permite “ocultar”
el fragmento de cadena sencilla evitando que sea reconocido como una ruptura de cadena del
ADN.

Los telémeros se encuentran asociados a lo largo de todo el ciclo celular a un grupo de seis
proteinas conocidas como el complejo de la shelterina, el cual consiste en TRF1, TRF2, POT1,
TIN2, TPP1 y RAPL. Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen a la region de doble cadena de
repetidos teloméricos. Por otro lado POT1 es una proteina de union a cadena sencilla que se
encarga de proteger a la cadena rica en G que fue desplazada como consecuencia de la invasion
del 3’overhang sobre la cadena C. Las proteinas TIN2 Y TPP1 se encargan de formar la conexién
entre las proteinas de unién a doble cadena y las proteinas de union a cadena sencilla, en tanto

que RAP1se encuentra asociada a TRF2. Ademas del complejo de la shelterina, existen proteinas
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que se asocian con el telomero de manera transitoria de acuerdo al ciclo celular tales como las

proteinas que intervienen en la reparacion/replicacion del ADN.

Bajo condiciones normales, en células sométicas los telomeros se acortan con cada division
celular como consecuencia del llamado “problema de replicacion”. Cuando los telomeros
alcanzan cierta longitud critica, la célula entra en un periodo Ilamado senescencia o M1, en el
cual, la célula permanece metabdlicamente activa pero detiene su replicacion. Sin embargo,
algunas células logran escapar de la senescencia mediante la inactivacion de las vias dirigidas por
p53 o retinoblastoma y contindan dividiéndose. Los telomeros de las células que escapan a la
senescencia se siguen acortando hasta que alcanzan una longitud en la cual la célula entra a una
etapa llamada crisis 0 M2. Las células en crisis empiezan a presentar telomeros disfuncionales e
inestabilidad cromosdmica, lo cual puede llevar a muerte celular. Sin embargo, algunas células
logran activar un mecanismo para restablecer la longitud de los telomeros y continuar

proliferando, sin embargo esto representa un riesgo latente de transformacion neoplasica.

La activacion de un método de mantenimiento de telémeros es una caracteristica primordial de
las células tumorales para lograr la inmortalidad. Existen por lo menos dos mecanismos
conocidos para el mantenimiento de los telomeros, uno es la reactivacion de la enzima
telomerasa, el cual es usado por 85% de los canceres humanos y el segundo es la activacion de la
via alternativa de mantenimiento del largo de los telomeros (Alternative Lengthening of
Telomeres, ALT), presente en el 15% de tumores malignos, en su mayoria sarcomas. La
reactivacion de la enzima telomerasa es el mecanismo mejor estudiado, en tanto que los
mecanismos moleculares subyacentes de la via ALT no han sido completamente aclarados. Hasta
la fecha no se tiene claro de que depende que una célula active uno u otro mecanismo, llama la
atencidn que en los tumores originados en tejidos derivados del mesodermo activen con mayor
frecuencia el mecanismo ALT. En base a estos hallazgos, algunos autores han propuesto que en
estos tejidos se tienen un mecanismo mas estricto para controlar la expresion de la enzima

telomerasa.

La telomerasa es una ribonucleoproteina con mdaltiples subunidades. La subunidad catalitica de la
enzima, TERT (telomerase reverse transcriptase), posee una actividad de retrotranscriptasa y
tiene homologia con retrotranscriptasas virales. A diferencia de otras retrotranscriptasas, la

telomerasa posee su propio templado de ARN, el cual se conoce como el componente de ARN de



la telomerasa (TERC). La secuencia de nucle6tidos de TERC permite que la enzima extienda el
extremo 3’ del telomero mediante la adicion de repetidos TTAGGG, la cadena complementaria
es sintetizada mediante un mecanismo similar al mecanismo de reparacion del ADN. Las
subunidades TERT y TERC forman el ndcleo de la enzima, ya que son suficientes para detectar
la actividad de retrotrasncriptasa in vitro. Ademas de estos dos componentes, existes otras
subunidades que regulan la actividad enzimatica y facilitan la union de la enzima al telémero en
una manera dependiente del ciclo celular. En humanos la expresion de TERC se encuentra en
diversos tejidos, pero, la expresion de TERT esta estrictamente controlada en células somaéticas,
por lo tanto el control de la actividad de telomerasa esta dado por la regulacion de la expresion de
TERT. La actividad de telomerasa puede ser detectada en células madre embrionarias, calulas
madre de médula dsea, espermatogonias entre otros tipos celulares. El conocimiento de la
telomerasa ha sido utilizado para disefiar algunas estrategias antineoplésicas. Se ha intentado
introducir inhibidores de la accion de telomerasa en las células neoplésicas, inmunoterapia
dirigida hacia las células que expresan la telomerasa, transfeccion con genes bajo el control del
promotor de la telomerasa cuyo producto genera un metabolito toxico a partir de un sustrato
especifico. También se ha tratado de establecer si la presencia de actividad de telomerasa tiene
alguna relacién con el curso clinico y el prondstico de la enfermedad, sin embargo ain no se ha

logrado establecer una correlacion constante.

Por otro lado, la evidencia existente sugiere que la via ALT se basa en un mecanismo similar a la
recombinacién homdloga (RH). Estudios previos han mostrado que una secuencia que se inserta
en un telomero especifico puede ser copiada a otro telémero en células ALT+ mas no en células
telomerasa+. Otra observacion es que los telomeros presentan mutaciones en la secuencia de
repetidos que sélo pueden explicarse mediante la recombinacion con una molécula no homologa,
a este tipo de mutaciones se le han llamado mutaciones complejas y no ocurren en células
telomerasa+. Ademas el complejo MRN, que es clave para la RH, es indispensable para el
progreso de la via ALT. Las células ALT+ presentan ciertas caracteristicas que las distinguen de

las células telomerasa positivas:

1) Poseen ADN extracromosémico con repetidos teloméricos el cual puede estar en forma

lineal o circular.



2) Cuerpos PML asociados a ALT (APBs). Los APBs contienen los elementos que se
observan comdnmente en los cuerpos PML méas ADN telomérico y proteinas involucradas
en la reparacion/replicacion del ADN. Aln existe el debate si los APBs son los sitios
donde se lleva a cabo la extension del telémero.

3) Los telémeros presentan una gran heterogeneidad en su longitud con un rango que puede
ir desde los 2 hasta los 50kb.

4) Se ha observado inestabilidad del microsatélite MS32 localizado en el cromosoma 1.
Resulta interesante que es el Unico microsatélite que ha mostrado inestabilidad.

5) Tienen una alta tasa de intercambio de cromatides hermanas a nivel de telémero

exclusivamente.

Se han propuesto diferentes modelos para explicar el mecanismo de recombinacion homdloga
que pudiera ocurrir en células ALT+. a) Uno de los modelos propone que una molécula de
ADN telomérico extracromosémico (lineal o circular) puede servir como templado para la
extension de un telémero con un acortamiento critico, b) otro modelo propone que la
extension puede iniciar con el 3’overhang actuando como cebador para iniciar la sintesis de la
cadena rica en G y que posteriormente se extenderia la cadena complementaria, c) el modelo
mejor aceptado propone gque una vez que un telémero se acorta de manera critica utiliza la
cromatide hermana o un cromosoma no homologo como templado y se lleva un evento

similar a la RH, que al resolverse podria resultar en un telémero muy largo y otro muy corto.

Es por esto que los genes que participan en la RH han sido estudiados para determinar si tienen
una participacion en la via ALT. Existe un modelo en S. cerevisiae en el cual se generan
levaduras telomerasa- y se obtienen dos tipos de sobrevivientes llamados tipo | y tipo Il de
acuerdo al mecanismo de regeneracion de teldmeros. Los sobrevivientes tipo 11 logran recuperar
la longitud de los tel6meros mediante un mecanismo similar RH, algo muy parecido a lo que se
observa en las células de humanos ALT+. Los datos experimentales en levadura muestran que al
menos existen dos vias para que ocurra la regeneracion del telomero. Una de las vias es
gobernada por Sgs1, que es el homélogo de la helicasa BLM y WRN, (asociadas al Sindrome de
Bloom y Sindrome de Werner respectivamente), en cooperacion con la exonucleasa exol o dna2.
La otra via es comandada por el complejo MRX y Sae2, cuyos homdélogos en humanos son el

complejo MRN y CtIP respectivamente, en esta via también es necesaria la participacion de exol.



Aunque sélo un 15% de los tumores utilizan el mecanismo ALT, la identificacion de los genes
clave para su progresion podria establecer las bases para nuevas estrategias de tratamiento a fin

de disminuir la sobrevida de las células neoplasicas.

En este trabajo investigd, mediante el uso de ARN de interferencia, el papel de las RecQ
helicasas, BLM y WRN en la via ALT, en una linea celular ALT+, esta linea celular se derivo de
un paciente con Sindrome de Werner, es decir que no expresa la helicasa WRN. Adicionalmente,
se investigd, mediante inmunofluorescencia y ARN de interferencia, el papel de la proteina CtIP,
que ha sido descrita como un factor importante para la funcién del complejo MRN, en lineas

celulares que usan la via ALT.

La reduccion en la expresion de BLM y WRN redujo la proliferacion celular y aumentd la tasa de
mutaciones en el telémero y en el microsatélite MS32. Resulto de especial interés que en la linea
celular no se encontraron mutaciones complejas, ya que estas representan el 70% de las
mutaciones que se han identificado en otras lineas celulares ALT+. Los resultados sugieren que
en presencia de WRN se favorece el uso de moléculas no homdlogas como templado para la
extension de telémeros en células ALT+, y que en presencia de BLM la extension de los

telomeros ocurre mediante la sintesis dependiente de alineacion de cadena (SDSA).

Ademas, por primera vez se demostro que CtIP colocaliza con ADN telomérico en células ALT+
y no en telomerasa+. Se observo que la reduccién al 50% de la expresion de CtIP retarda la
velocidad de crecimiento en células ALT+. Sin embargo la reduccion en la expresion de CtIP al
50% no parece tener efecto en la longitud del telémero, ni en la tasa de mutaciones teloméricas ni
de MS32.

Los datos obtenidos sugieren que WRN y BLM juegan un papel importante en la via ALT. Y que
CtIP esta presente en de manera preferencial en las células ALT+ posiblemente reclutado por el
complejo MRN. Sin embargo existen otros genes que puedan estar participando en la via ALT.
Debe tratar de estudiarse como afecta la disminucion de la expresion de EXO1 en lineas celulares
ALT+. Es posible que la via ALT en humanos existan por lo menos dos vias para el
mantenimiento de los telémeros tal y como ocurre en los sobrevivientes tipo Il de S. cerevisiae.
Bajo este escenario resultaria interesante observar que ocurre en células ALT+ dobles mutantes
para BLM y CtIP o triples mutantes para BLM, WRN y CtIP.
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