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Resumen Los telémeros, complejos funcionales que protegen los extremos de los cromosomas eucariotes,
participan en la regulacion de la proliferacién celular y pueden jugar un rol en la estabilizacion de cier-
tas regiones del genoma en respuesta a estrés genotoxico. Su relevancia en patologia humana se ha puesto de
manifiesto en numerosas enfermedades que comparten como rasgo comun la inestabilidad gendémica, en las que
se comprobaron alteraciones del metabolismo telomérico. Muchas de ellas se encuentran asociadas a hipersensi-
bilidad a radiaciones ionizantes y susceptibilidad al cancer. Ademas de las proteinas especificas que forman parte
del complejo telomérico otras proteinas implicadas en la maquinaria de reparacion del ADN tales como ATM,
BRCAL, BRCA2, sistema PARP/ tankirasa, complejo DNA-PK, y complejo RAD50- MRE11-NBS1, se encuentran
en estrecha asociacion con el mismo. Esto sugiere que el telomero secuestra proteinas de reparacion para el
mantenimiento de su propia estructura, las que podrian asimismo ser liberadas hacia sitios de dafio en el ADN
gendmico. Esta comunicacion describe los aspectos mas relevantes de la estructura y funcion de los telomeros y
su vinculacion con los procesos de recombinacion homologa, recombinacién no homologa (NHEJ), sistema V(D)J
y sistemas de reparacion de apareamientos erréneos (MMR), considerando ciertas condiciones patoldgicas que
exhiben alteraciones en algunos estos mecanismos. Se aborda en forma particular la respuesta celular a las ra-
diaciones ionizantes y su relacion con el metabolismo telomérico como un modelo de estudio de genotoxicidad.
Palabras clave: telémeros, telomerasa, reparacion del ADN, enfermedades genéticas, radiaciones ionizantes
Abstract Telomeres and genomic damage repair. Their implication in human pathology. Telomeres,
functional complexes that protect eukaryotic chromosome ends, participate in the regulation of cell
proliferation and could play a role in the stabilization of genomic regions in response to genotoxic stress. Their
significance in human pathology becomes evident in several diseases sharing genomic instability as a common
trait, in which alterations of the telomere metabolism have been demonstrated. Many of them are also associated
with hypersensitivity to ionizing radiation and cancer susceptibility. Besides the specific proteins belonging to the
telomeric complex, other proteins involved in the DNA repair machinery, such as ATM, BRCA1, BRCA2, PARP/
tankyrase system, DNA-PK and RAD50-MRE11-NBS1 complexes, are closely related with the telomere. This
suggests that the telomere sequesters DNA repair proteins for its own structure maintenance, which could also be
released toward damaged sites in the genomic DNA. This communication describes essential aspects of telomere
structure and function and their links with homologous recombination, non-homologous end-joining (NHEJ), V(D)J
system and mismatch-repair (MMR). Several pathological conditions exhibiting alterations in some of these
mechanisms are also considered. The cell response to ionizing radiation and its relationship with the telomeric
metabolism is particularly taken into account as a model for studying genotoxicity.
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Los procesos de reparacion del ADN constituyen
mecanismos esenciales para el mantenimiento de la in-
tegridad gendmica. En patologias con fenotipos varia-
dos, asociados particularmente con inestabilidad gené-
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mica, se han identificado alteraciones en genes vincula-
dos directa o indirectamente con alguno de los mecanis-
mos de reparacion.

Por otra parte, los telémeros son complejos funcio-
nales especializados que protegen los extremos de los
cromosomas eucariotes, los que sufren un acortamien-
to progresivo en cada division hasta alcanzar un tamafio
critico en el que el ciclo celular se detiene y se inicia el
proceso de senescencia replicativa. En condiciones nor-
males la longitud de los telémeros es mantenida dentro
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de un rango determinado, como resultado de un equili-
brio dinamico entre acortamiento y elongacién en el que
la telomerasa, enzima capaz de adicionar secuencias
teloméricas en los extremos cromosomicos, juega un
rol determinante. Ademas de constituir la via principal
de mantenimiento de la longitud de los telomeros, la
telomerasa puede estabilizar rupturas dobles del ADN
mediante la adicién de secuencias teloméricas en los
extremos de cromosomas rotos.

Los telomeros estan protegidos por cromatina den-
samente compacta y son sitios particularmente apropia-
dos para actuar como reservorio de proteinas de detec-
cién y reparacion del ADN?, tanto destinadas a mante-
ner su propia integridad como para ser liberadas hacia
sitios de dafio en el ADN gendmico en respuesta a estrés
genotoxico?. Esta revision estd focalizada sobre los as-
pectos del metabolismo telomérico vinculados con los
sistemas celulares de reparacién del ADN y sus
implicancias en la patologia humana asociada a inesta-
bilidad gendmica. Asimismo se considerara en particu-
lar la respuesta a radiaciones ionizantes (RI) como mo-
delo de estudio de noxas genotdxicas.

Dafio en el ADN y mecanismos de reparacion

Los agentes genotoxicos de naturaleza diversa, tanto
exogenos como enddgenos, operan de distintos modos
sobre la molécula de ADN. La ruptura de cadenas cons-
tituye el tipo de lesiobn més frecuente. La alteracion de
las bases o de los azlcares, los puentes intra o interca-
tenarios, los dimeros y los aductos constituyen otras
formas de dafio en el ADN.

La conducta de la célula frente al dafio gendmico com-
prende una etapa inicial de reconocimiento del sitio afec-
tado, seguida de la puesta en marcha de una respuesta
apropiada: reparacion del ADN o muerte celular. La se-
veridad de la injuria en el ADN y el momento del ciclo
celular en el cual ésta tiene lugar puede inducir una es-
trategia de reparacion que priorice la sobrevida 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.

La alteracién de bases individuales puede ser corre-
gida 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 ADN, pueden ser corregidas mediante el me-
canismo de reparacion por escision de nucleétidos (REN).
En ambos casos la indemnidad de la cadena comple-
mentaria permite que la ADN polimerasa restituya con
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fidelidad la secuencia original. Los individuos portadores
de xeroderma pigmentoso y sindrome de Cockayne ex-
hiben fallas en el sistema RENZ. Estos pacientes son
sensibles a la luz solar, que induce la formacion de
dimeros, y a los agentes quimicos capaces de inducir
grandes aductos en el ADN, presentan gran predisposi-
cion al cancer de piel y su sensibilidad a las radiaciones
ionizantes (RI) puede estar discretamente aumentada.

Ha sido postulado que una sola ruptura doble no repa-
rada puede ser suficiente para inducir muerte celular®. La
reparacion de rupturas dobles involucra dos tipos de pro-
cesos: recombinacion homéloga y recombinacién no-
homéloga o ilegitima. La recombinaciéon homdloga, me-
canismo principal de reparacion de rupturas dobles en
organismos inferiores y existente asimismo en células de
mamiferos®, se sustenta en la identidad de secuencias
entre ciertas regiones del genoma. La secuencia de ADN
de la cual se toma la informacion para la reparacion debe
tener una identidad de méas de 200 bases respecto del
sitio dafiado. Mediante este mecanismo, el extremo roto
de una de las cadenas del ADN invade una regién
homologa sana y, a partir de este templado, se restituye
la cadena dafiada.

La recombinacion no-homologa de los extremos ro-
tos del ADN (NHEJ: non-homologous end-joining), me-
canismo mas frecuente de reparacion de rupturas
dobles en células de mamiferos, no requiere la comple-
ja maquinaria enzimatica implicada en la recombinacion
homdéloga pero, mientras que esta Ultima permite repa-
rar rupturas dobles con una alta tasa de fidelidad, las
recombinaciones ilegitimas causan con frecuencia alte-
racion o pérdida de la secuencia del ADN.

Existe un mecanismo de recombinacion sitio-especifi-
ca que se observa en el sistema inmune durante la dife-
renciacion 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 par-
tir de regiones separadas del genoma. La falla en el me-
canismo V(D)J conduce a inmunodeficiencias, hipersen-
sibilidad a genotdxicos y predisposiciéon al desarrollo de
linfomas.

Las mutaciones no siempre ocurren como consecuen-
cia de la accion de un agente genotoxico. Pese a que el
proceso de replicacion del ADN es de muy 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 ADN
polimerasa, enzima que sintetiza la cadena de ADN en
direccion 5°3’, es capaz de corregir Sus propios errores
de polimerizacién operando como una exonucleasa en
la direccion 3’5", Aquellos errores que hubieran escapa-
do al control de la ADN polimerasa ponen en marcha el
sistema de reparacion de apareamientos erroneos
(mismatch-repair. MMR) que detecta la distorsion de la



TELOMEROS Y REPARACION DEL ADN

hélice de ADN resultante del apareamiento de bases no
complementarias. Un grupo de tres proteinas de reco-
nocimiento y reparacion (MSH2, MLH1 y PMS1) permi-
ten al sistema MMR diferenciar la cadena nueva de la
original e introducir el cambio corrector sobre la primera,
ya que de lo contrario se correria el riesgo de modificar
la secuencia original generando asi una mutacion.

Estructura y funcién de los telémeros

El telomero es una estructura altamente conservada a
través de la evolucion, cuyas funciones mas relevantes
son proteger el extremo cromosémico confiriéndole esta-
bilidad y protagonizar interacciones con el nacleo celular.
Si las células no pudieran distinguir entre una ruptura do-
ble inducida por un agente genotdxico y un extremo
cromosomico normal, la ocurrencia de fusiones y recombi-
naciones conduciria a un gran ndmero de aberraciones
cromosomicas. La interaccion con la envoltura y la matriz
nuclear, por otra parte, contribuye a la organizacion
tridimensional del ndcleo, implicada en procesos tales
como replicacion, transcripcién y segregacions 7.

Los telbmeros humanos estan formados por secuen-
cias repetitivas de 6 nucledtidos del tipo (TTAGGG),.
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En el telémero pueden identificarse tres regiones que se
asocian a proteinas especificas, las que a su vez
interaccionan con otras proteinas implicadas en la ma-
quinaria de reparacion: una porcion distal, formada por
un extremo 3"de ADN de cadena simple rico en guanina,
una region intermedia de cadena doble no nucleosomal
inmediatamente adyacente a la anterior, y una regién
proximal con nucleosomas de disposicion irregular (Fi-
gura 1). El extremo distal del complejo telomérico adop-
ta una conformacién particular en forma de bucle en t
cuya estabilizacion esta dada por los denominados fac-
tores de union 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
ADN telomérico (Figura 2). EI mantenimiento de la com-
pleja organizacion tridimensional del ADN telomérico con
plegamiento de las cadenas ricas en guanina, denomi-
nada cuadruplex G, involucra la participacion de protei-
nas especificas®. El sindrome de Bloom y el sindrome
de Werner son desordenes autosémicos recesivos con
fenotipos diferentes pero que comparten como rasgo
comun la mutacidn en genes que codifican proteinas re-
lacionadas con la familia de helicasas RecQ, indispen-
sables para la apertura de la doble hélice del ADN

Telomerass

Fig. 1.— Estructura desplegada del telomero. Representacion desplegada de la estruc-
tura del telémero durante la replicacion del ADN. Se observan los factores TRF1,
TRF2, y proteinas asociadas con sus sitios de unién. Algunas de estas proteinas
participan en procesos de reparacion genémica (ver texto). La zona A representa la
region que interactta con las histonas formando los nucleosomas. La zona B es
una region de doble cadena sin enrollamiento sobre las histonas. La zona C repre-
senta el extremo 3' terminal donde se acopla la telomerasa en el momento de sinte-
sis de las secuencias teloméricas. El punto D representa la ribosilacion y desplaza-
miento de TRF1 por accién de la tankirasa, evento que permite el acceso de la
telomerasa al telomero a fin de agregar secuencias nucleotidicas.
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Fig. 2.— Estructura en bucle del extremo distal del telémero.
Representacién esquematica del modelo propuesto del ex-
tremo distal del telémero. Se postula la formacién de un
bucle en t estabilizado por TRF1 y TRF2. Esta estructura
se desplegaria durante la duplicaciéon del ADN.

durante la reparacion de rupturas dobles y capaces de
inducir disrupcion del cuadriplex-G del ADN®°, Esta ul-
tima propiedad las hace relevantes en la regulacion de
la dinamica del telémero y sugiere que alteraciones en
la estructura telomérica podrian constituir un sustrato
fisiopatologico en ambos sindromes.

La region sub-telomérica, contigua al telomero, esta
constituida por heterocromatina con secuencias repeti-
tivas que exhiben una gran variabilidad interindi-vidual***2,
Teniendo en cuenta que la region telomérica esté sujeta
a procesos dindmicos de erosion y elongacion, la region
subtelomérica podria estar operando como zona inter-
media entre el telomero y el ADN gendmico para la pro-
teccion y aislamiento de los genes funcionales adya-
centes’.

Mantenimiento de los telébmeros

Debido a la incapacidad de las ADN polimerasas para
replicar en forma completa el extremo 5°de la cadena de
ADN, los telémeros sufren un acortamiento de entre 50 y
200 pares de bases en cada division®®. Este acortamiento
telomérico opera como un reloj mitético que regula el po-
tencial proliferativo celular y, alcanzado un cierto nivel cri-
tico de longitud, predispone a asociaciones teloméricas
(TAS) e inestabilidad cromosomica verificables en célu-
las transformadas y en desordenes genéticos.

Ciertas células con alto potencial replicativo dispo-
nen de vias compensatorias de elongacion telomérica
gue basicamente consisten en: 1- sintesis de novo de
secuencias teloméricas, y 2- mecanismos alternativos
de intercambios homdlogos no reciprocos.

La sintesis de novo de secuencias teloméricas como
resultado de la accidn de la telomerasa es el mecanis-
mo prevalente de mantenimiento de la longitud de los
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telémeros’. La telomerasa humana posee una subunidad
catalitica con accion de trancriptasa reversa (TERT) y
una proteina asociada (TP1) que interactia con TERT y
modula la actividad de la enzima. Un fragmento de ARN
de secuencia complementaria al telomero (TR) opera
como templado interno para iniciar la transcripcion
reversa (Figura 3). Mientras que TR y TP1 se expresan
en todas las células, la expresion de TERT esta limitada
a las células en las que la telomerasa esté activa, por lo
gue se la considera un factor limitante para el control de
la actividad de esta enzima®®'®. La disquerina es una
proteina que facilita el ensamblaje del TR dentro del com-
plejo telomérasico. Su mutacion en la disqueratosis con-
génita induce acortamiento telomérico acentuado e ines-
tabilidad gendémical’.

Las lineas celulares inmortalizadas y la mayor parte
de los canceres humanos exhiben actividad de telo-
merasall 18 1° Esta enzima, presente en los tejidos en
desarrollo® y en las células germinales?®, esta ausente o
muy débilmente activa en la mayor parte de las células
sométicas adultas. Se ha detectado su actividad en cé-
lulas endometriales?, capa basal de la epidermis® y sis-
tema hematopoyético?® 24.

Se ha visto que algunos tumores y lineas celulares
inmortalizadas mantienen la longitud de sus telémeros en
ausencia de actividad de telomerasa por un mecanismo
denominado alargamiento alternativo de los telomeros
(alternative lengthening of telomeres. ALT)%, que posibi-
lita la proliferacion celular a largo plazo. Las células ALT
carecen de actividad de telomerasa y presentan estructu-
ras caracteristicas denominadas cuerpos nucleares que
contienen TRF1, TRF2 y proteinas relacionadas con la
recombinacion y replicacion del ADN2. Sus telémeros son
de longitud heterogénea debido a la ocurrencia de inter-
cambios homologos no reciprocos entre ellos*, eventos
raros en células normales por lo que se infiere que las
células ALT han sufrido algun tipo de activacion cuyo
mecanismo es aun desconocido. Las células normales
poseen sistemas represores de la actividad ALT y se ha
sugerido recientemente que el sistema de reparacion de
apareamientos erroneos (MMR) podria jugar un rol inhi-
bitorio de ALT?. En el cancer colorrectal no-polipoide
heredofamiliar, asi como en ciertos casos esporadicos
de cancer de colon y mama, se han observado deficien-
cias del sistema de reparacion MMR que aumentan la
tasa de mutaciones espontadneas no reparadas, lo que
puede conducir a la activacion de oncogenes o a la
inactivacion de genes supresores de tumores. Los cono-
cimientos actuales sugieren fuertemente que la inacti-
vacion del sistema MMR provoca ademas aumento de la
sobrevida celular por activacion del mecanismo ALT, in-
duciendo inmortalizacién y transformacion maligna®.

La presencia de telomeros anormalmente cortos se
correlaciona con una mayor sensibilidad del organismo
a las radiaciones ionizantes (RI)?° y se ha sugerido re-
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Fig. 3.— Sintesis de secuencias teloméricas. En el proceso replicativo del ADN
los extremos 5' de las cadenas recientemente sintetizadas quedan incomple-
tas. En células con actividad proliferativa la sintesis de novo de secuencias
teloméricas se realiza por accién de la telomerasa, que agrega secuencias
repetitivas en el extremo 3'. Luego, una ADN polimerasa sintetiza las nuevas
secuencias complementarias impidiendo el acortamiento telomérico genera-
do en cada division (ver texto). A) Porcion distal telomérica formada por el
extremo 3' del ADN de cadena simple. B) Reconocimiento y unién de la
telomerasa al extremo 3'. C) Sintesis de secuencias teloméricas por accién
de la telomerasa utilizando su propio ARN como templado. D) Desacople de
la telomerasa y sintesis del extremo 5' a través de la ADN polimerasa.

cientemente que del mismo modo la integridad de la fun-
cion telomérica es capaz de condicionar la radiosen-
sibilidad®.

Alteraciones del metabolismo telomérico han sido
descriptas en enfermedades genéticas que se asocian
a hipersensibilidad a RI, tales como los sindromes de
Bloom, Werner y Nijmegen®32, Se ha observado dismi-
nucion del tamafio telomérico con una tasa de acorta-
miento mas alta respecto de la media en diversas pato-
logias, algunas de las cuales presentan severa altera-
cion del metabolismo oxidativo tales como distrofia mus-
cular de Duchenne®, progeria de Hutchinson-Gilford®* y
sindrome de Down®. Asimismo los pacientes portado-
res de anemia de Fanconi®®®" y ataxia-telangiectasia®,
ademas del acortamiento acelerado de los telémeros
exhiben elevada frecuencia de asociaciones telomericas.

Metabolismo telomérico y proteinas
de reparacion

Una significativa fraccion del genoma esté destinada a
velar por su propia integridad. Numerosas proteinas vin-
culadas directa o indirectamente a la deteccion y repa-
racion del dafio al ADN se encuentran en estrecha asocia-
cién con el complejo telomérico, tales como ATM®®, sis-

tema PARP/ tankirasa®, complejo DNA-PK?, BRCAL,
BRCA2 y complejo RAD50- MRE11-NBS1340,

Ciertos cambios conformacionales de la cromatina tie-
nen lugar precozmente en el reconocimiento de lesio-
nes en el ADN. Tres sistemas juegan un rol esencial en
esta etapa de reconocimento del dafio, como verdade-
ros sensores disparadores de sefiales de alarma: 1-
proteina ATM, 2-complejo DNA-PK y 3-enzima PARP.

La ataxia-telangiectasia (AT) es una enfermedad
autosdmica recesiva que presenta un fenotipo comple-
jo en el que se asocian hipersensibilidad a las Rl y au-
mento de incidencia de neoplasias. Los portadores de
AT presentan una mutacion en el gen identificado como
ATM (ataxia telangiectasia mutated). La proteina ATM
presenta gran homologia respecto de una familia de
proteinas con funcion de fosfatidil inositol 3 quinasa (PI-
3K), involucradas en el control del ciclo celular, la regu-
lacion de la longitud de los telémeros y la reparacion
del ADN, incluyendo la recombinacién V(D)J. La pro-
teina ATM, localizada en el ndcleo celular como parte
del sistema de deteccién de rupturas dobles, juega un
rol esencial en el anclaje de los telémeros a la matriz
nuclear y participa en la regulacién del metabolismo
telomérico®.

La proteinquinasa dependiente de ADN ( DNA-PK)
juega un rol activo en la reparacion de rupturas dobles
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por la via NHEJ y en la recombinacién V(D)J. El comple-
jo DNA-PK esta compuesto por el antigeno Ku y una
sub-unidad catalitica con actividad de quinasa (DNA-
PKcs). Este complejo, al igual que la proteina ATM, po-
see un dominio PI3-K que le confiere un rol en el control
del ciclo celular, la regulacion de la longitud de los
telémeros y la reparacion del ADN. La proteina Ku con-
siste en dos sub-unidades (Ku70 y Ku80) que interactian
para formar un heterodimero. Al unirse a los extremos
rotos del ADN Ku recluta a la sub-unidad catalitica DNA-
PKcs, la que adquiere actividad de quinasa y fosforila un
conjunto de sustratos tales como p53, RNA polimerasa
Il'y XRCC4. La proteina Ku estimula la accién de las
ligasas y facilita particularmente la unién de extremos
rotos de baja cohesividad. Ademas de su participacion
en NHEJ, la proteina Ku se localiza en los telémeros,
donde en estrecha asociacion con TRF1 juega un rol

MEDICINA - Volumen 62 - N° 6, 2002

esencial en el mantenimiento de la estructura de los mis-
mos, lo que podria estar sefialando un punto clave en la
encrucijada entre mecanismos de reparacién del ADN y
metabolismo telomérico.

La poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP) es una enzi-
ma gque opera como sensor molecular de rupturas sim-
ples en el ADN, jugando un rol decisivo en la reparacion
por el mecanismo REB. A través de un rapido y dinami-
co sistema de sintesis y degradacion de polimeros, PARP
resulta un regulador clave de los eventos nucleares que
suceden al estrés genotdxico. Una vez reconocido el
dafio, modifica factores de transcripcion con dos objeti-
vos: impedir que se transcriba el ADN 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

TABLA 1.— Principales proteinas relacionadas con el metabolismo telomérico

Proteina Caracteristicas Funciones principales
TERT Sub-unidad catalitica de la telomerasa Elongacion del telémero y cicatrizacién
cromosémica
TR Fragmento de ARN de secuencia Templado interno para la sintesis de secuencias
complementaria al telémero teloméricas
TP1 Proteina localizada en el extremo telomérico Mantenimiento del complejo TERT/TR, inhibicién
3" de cadena simple de la actividad de telomerasa
TRF1 Proteina localizada en la regién telomérica Regulacién negativa del acceso de la
de cadena doble telomerasa al extremo 3°
TRF2 Proteina localizada en la estructura en bucle t Estabilizacion del bucle t, regulacién negativa
de la actividad de telomerasa
TANK Poli (ADP-ribosa) polimerasa que co-localiza Ribosilacion del TRF1: impide su fijacion al
con TRF1 telomero y facilita el acceso de la telomerasa
PARP Poli (ADP-ribosa) polimerasa que colocaliza Deteccion y reparacion de rupturas simples por
con TRF1 mecanismo REB, regulacion post-translacional
de la actividad de telomerasa
ATM Proteina alterada en la ataxia-telangiectasia Sensor de rupturas dobles, estabilizacion de
p53 (control del ciclo celular y apoptosis),
anclaje nuclear de los telémeros, inhibicién de
TRF1 por fosforilacion.
DNA-PKcs Subunidad catalitica (quinasa) del complejo Reparacion de rupturas dobles por la via NHEJ
DNK-PK y recombinacién V(D)J
Ku Heterodimero Ku70/Ku80 que forma parte NHEJ: unioén a los extremos del ADN,

RAD50/ MRE11/ NBS1

WRN y BLM

MSH2/ MLH1/ PMS1

Disquerina

del complejo DNA-PK y co-localiza con TRF1
Complejo proteico que colocaliza con TRF2.

Relacionadas con la familia de helicasas
RecQ, alteradas en los sindromes de Werner
(WRN) y Bloom (BLM)

Proteinas del sistema de reconocimiento y
reparacion de apareamientos erroneos (MMR)

Proteina mutada en la disqueratosis congénita

reclutamiento de DNA-PKcs. Mantenimiento de
la estructura telomérica

Recombinacion homéloga, mantenimiento del
bucle t, mecanismo ALT

Apertura de la doble hélice del ADN durante la
reparacion de rupturas dobles y disrupcion del
cuadruplex-G del telémero (permitiendo el
acceso de la telomerasa)

Correccion de errores de replicacion, inhibicion
de la elongacion telomérica no dependiente de
telomerasa (ALT)

Modulacién del acople del TR al complejo
telomerasico
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unién para la PARP en las siguientes proteinas: p53,
p21, DNA ligasa Ill, XRCC1, proteinas de la matriz nu-
clear, complejo DNA-PK, XRCC1, DNA-ligasas, DNA-
polimerasas, numerosos factores de transcripcion y la
sub-unidad catalitica de la telomerasa, TERT. Esto Ulti-
mo sugiere un mecanismo de control post-transcripcional
de la actividad de telomerasa mediado por PARP. Asi-
mismo se han identificado dos variantes de PARP deno-
minadas tankirasas (TANK1 y TANK2) que participan en
la elongacion de los telémeros a través de su interaccién
con la proteina telomérica TRF. La TANK impide la unién
del TRF1 al ADN telomérico, permitiendo que se des-
pliegue la estructura terminal y posibilitando asi el acce-
so de la telomerasa para iniciar la elongacion®. Una vez
elongado el telémero, los polimeros son degradados y
la unién del TRF1 al telémero vuelve a conferirle su es-
tructura original en bucle, por lo cual la actividad de
telomerasa es inhibida.

Transcurrida la etapa de rapida respuesta de los sen-
sores de dafio, comienza una compleja secuencia de
interacciones entre proteinas asociadas a la reparacion
gendmica y proteinas teloméricas .

El complejo RAD50-MRE11-NBS1, que participa en
la reparacion de rupturas dobles mediante la alineacién
de los extremos del ADN previa a la accién de las
ligasas*, colocaliza con TRF1 y TRF2 a nivel de los
telémeros, permitiendo la apertura de la estructura en
bucle en t de su extremo terminal*. El sindrome de
Nijmegen, asociado a la mutacion de la proteina NBS1,
presenta un fenotipo similar al de la AT con hipersensi-
bilidad a las RI y predisposicion al desarrollo de tumores
linforreticulares, y sus portadores exhiben telémeros
anormalmente cortos®. Se ha sugerido que la proteina
NBS1 estd involucrada en el mecanismo ALT de
elongacion telomérica en células telomerasa-negativas®.

Estabilizacién de rupturas del ADN

Se ha postulado que las secuencias teloméricas pueden
intervenir en el proceso de estabilizacion de rupturas de
ADN a través de mecanismos telomerasa dependientes
y no dependientes.

La telomerasa puede adicionar secuencias telo-
meéricas en sitios de ruptura doble del ADN en otras re-
giones del genoma, esto es, fuera de los telomeros,
estabilizando los extremos rotos mediante un proceso
denominado cicatrizacion cromosomica*. Una vez
estabilizados estos extremos ya no son reparables me-
diante el mecanismo NHEJ y persisten como tales* pero,
a diferencia de los extremos rotos no estabilizados, ya
no plantean el riesgo de fusiones que podrian conducir
a la produccion de aberraciones cromosdmicas tales
como anillos o dicéntricos.
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¢,Como puede la telomerasa inducir cicatrizacion
cromosoémica en regiones alejadas del telomero? Uno
de los requerimientos para la intervencion de la
telomerasa en sitios no teloméricos es la existencia de
complementariedad a nivel de por lo menos 2 a 4 pares
de bases entre el TR y el ADN no telomérico, condicion
gue se puede observar cada 10 nucleétidos a nivel de
genoma humano*. Se ha propuesto que la adicion de
secuencias por accion de la telomerasa puede comen-
zar en una region localizada a una distancia de méas de
10 nucledtidos del sitio de ruptura*’. Esto permitiria su-
poner que cualquier ruptura doble podria ser reparada
por cicatrizacion mediada por telomerasa, pero otro de
los requerimientos para que la telomerasa pueda operar
es la presencia de un extremo 3'de ADN de simple ca-
dena, tal como poseen los teldmeros y las rupturas con
extremos cohesivos. Esto implica que las rupturas que
presentan extremos romos no pueden ser estabilizadas
por el mecanismo telomerasa-dependiente, indicando
que la cicatrizacion cromosomica mediada por telome-
rasa es un proceso selectivo de baja frecuencia®.

Se ha descripto un mecanismo de estabilizacion de
rupturas en el ADN no dependiente de la telomerasa
denominado captura telomérica. Este mecanismo impli-
ca la transferencia hacia el sitio de ruptura de un telémero
proveniente de un cromosoma sano*. Se trata de un
proceso de translocacion no reciproca que deja al
cromosoma "donante" carente de teldmero en uno de
sus extremos, con el riesgo consecuente de recombina-
ciones ilegitimas*.

La susceptibilidad a genotdxicos varia a través del ci-
clo celular siendo generalmente menor durante la fase S
y mas elevada al final de G1 y en la fase G2/M. La fluc-
tuacion de esta respuesta tiene que ver con la habilidad
de las células para detectar y reparar el dafio en los dis-
tintos momentos del ciclo celular. Hay puntos de control
del ciclo celular en la transicibn G1/S y G2/M en los que
se evallia el estado de la célulay la integridad del genoma
previo a la transicion hacia una nueva fase. Mdltiples pro-
teinas participan en estos puntos de control donde se
detecta el dafio en el ADN y se induce a la célula a blo-
quear el ciclo celular a fin de dar tiempo a la reparacion.

Aungue la actividad de telomerasa no varia a través
del ciclo celular®, la elongacion de los telémeros tiene
lugar sélo en la fase S*. Los telémeros cambian su con-
figuracion a lo largo del ciclo celular, ya que para que la
telomerasa pueda elongar el telémero su extremo termi-
nal debe estar desplegado. Esto implica que también
ocurren modificaciones dependientes del ciclo celular en
las proteinas relacionadas con el mantenimiento de la
estructura en bucle tales como TRF1, TRF2, Ku, TANK
y complejo RAD50-MRE11-NBS1. El hecho de que
los cambios de configuracion que posibilitan el acceso
de la telomerasa tengan lugar durante la fase S sugiere
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que la elongacion de los telémeros es un proceso de-
pendiente de la maquinaria general de replicacién®.

Telomerasa versus apoptosis:
Juna cuestién de vida o muerte?

Numerosos hallazgos recientes sefialan que p53 y
telomerasa operan en forma antagonica en la regula-
cion de la muerte celular apoptética. Uno de los eventos
involucrados en la apoptosis via p53 es la activacion de
la proteina pro-apoptética Bax y la inhibicién de la pro-
teina anti-apoptética Bcl-2. Se ha demostrado que la
proteina Bcl-2 induce aumento de actividad de telome-
rasa®l. Por otra parte p53 tiene un efecto inhibidor so-
bre la actividad de telomerasa por un mecanismo de re-
presion del promotor de TERT®? %3, Al propio tiempo se
ha visto un efecto innhibidor de TP1, proteina asociada
a la telomerasa que regularia la actividad de esta enzi-
ma a través de una interaccién con p53%4. La proteina
p53 es degradada por la enzima MDM2. La fosforilacién
de la proteina p53 por accién de ATM impide la accion
de MDM2, incrementa su vida media e induce su acu-
mulacién en los minutos siguientes a una exposiciéon a
Rl o drogas radiomiméticas. Asimismo ATM activa c-
Abl, una protein-quinasa que, en presencia de genotéxi-
cos, interactta con las proteinas de reparacion DNA-
PK, RAD51, Rb, p53y ARN polimerasa Il. Recientemente
se demostré que la proteina c-Abl fosforila TERT e inhibe
asi la actividad de telomerasa®. A la luz de estas obser-
vaciones puede inferirse que la telomerasa debe estar
inhibida para que la proteina p53 pueda ejecutar el pro-
grama de muerte celular y de hecho se ha visto que las
células tumorales que exhiben alta actividad de
telomerasa son resistentes a la apoptosis.

La activacion de esfingomielinasa en respuesta a cier-
to tipos de estrés induce una rapida liberacion de
ceramida como consecuencia de la hidrélisis de esfingo-
lipidos presentes en la membrana celular. La acumula-
cién de ceramida activa protein kinasas iniciadoras de la
apoptosis. Las etapas iniciales de la apoptosis depen-
diente de ceramida difieren de las de la apoptosis me-
diada por p53, aunque a partir de un punto ambas con-
vergen en una via final comin. Mientras que la telo-
merasa es activada por la proteina c-Myc, factor de trans-
cripcién gue aumenta la expresion de TERT, un efecto
opuesto es inducido por ceramida, que inhibe la activi-
dad de telomerasa por alteracion de la unién de c-Myc
al promotor del gen TERT®S, sefialando una vez mas el
antagonismo entre apoptosis y activacion de telomerasa.
Por otra parte se ha sugerido que la accion antiapoptética
de esta enzima es independiente de su actividad de
transcriptasa reversa y que habria un mecanismo por el
cual TERT previene la disfuncién mitocondrial y la acti-
vacion de caspasas que tienen lugar en una etapa muy
precoz del proceso apoptéticos?.

MEDICINA - Volumen 62 - N° 6, 2002

La decision final acerca del bloqueo del ciclo celular y
reparacion o el disparo de apoptosis esta condicionada
por la magnitud y la duracion del estimulo genotéxico.

Al estabilizar los extremos cromosomicos la telome-
rasa puede promover la proliferacion celular y suprimir
las sefiales que conducen al bloqueo del ciclo celulary a
la apoptosis. La apoptosis puede verse como un meca-
nismo supresor de tumores que, ademas de permitir la
remocién de células que no han sido adecuadamente
reparadas, opera como una via de control de la prolife-
racion celular cuando los telomeros alcanzan una longi-
tud critica que pone en peligro la integridad del ADN
genodmico. El bloqueo del ciclo celular en G1/S que tiene
lugar cuando la célula entra en senescencia replicativa
es irreversible, pero los procesos de transformacion ce-
lular pueden revertirlo. Cuando una célula ha sufrido una
transformacién capaz de iniciarla en el camino de la
carcinogénesis, puede ignorar estas sefales de senes-
cencia y continuar dividiéndose aun a expensas de que
la pérdida adicional de secuencias teloméricas la con-
duzca a un estado de alta inestabilidad genémica. Estas
células adquieren una sobrevida prolongada pero aun
finita, ya que si contindan proliferando, la erosion casi
completa de los telémeros induce un estado de crisis,
con produccién de miltiples aberraciones cromosémicas
que comprometen severamente la sobrevida celular y
la mayor parte de las células muere por apoptosis p53-
dependiente. Como consecuencia de nuevos cambios
genéticos, algunas células pueden llegar a escapar de
esta crisis proliferativa mediante la reactivacion de la
telomerasa, que intenta compensar la erosion telomérica
de tal modo que las células adquieren la condicién de
inmortalidad caracteristica del cancer.

Este antagonismo entre telomerasa y apoptosis debe
ser visto como parte del sistema de equilibrio entre proli-
feracion celular y muerte, un balance delicado y sin duda
relevante en los sistemas en desarrollo y en la patogenia
de ciertas enfermedades.

Teldomeros y radiaciones ionizantes como
modelo de respuesta al estrés genotéxico

La exposicion a RI constituye un modelo caracteristico
de estrés genotodxico ya que, aun cuando todas las es-
tructuras celulares pueden resultar afectadas, la molé-
cula de ADN se considera un blanco preferencial de su
accion. En efecto, las rupturas de cadenas son las lesio-
nes radioinducidas mas frecuentes, tanto como conse-
cuencia directa del depodsito de energia a nivel de la
molécula de ADN como a través de mecanismos indi-
rectos de dafio, mediados por especies reactivas del
oxigeno (ERO)%.

Hallazgos recientes sefialan que existe una relacion
estrecha entre el metabolismo telomérico y la respuesta
celular a las RI. En efecto, tal como ya ha sido descripto,
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las enfermedades genéticas que involucran alteracion en
alguna de las proteinas de reparacién asociadas al
telémero exhiben un fenotipo con radiosensibilidad au-
mentada.

El aumento de actividad de telomerasa inducido por
exposicion a Rl ha sido descripto por numerosos auto-
res# 49.5864 Trahajos recientes en nuestro laboratorio®
han puesto en evidencia en lineas celulares hematopo-
yéticas irradiadas in vitro que esta respuesta es depen-
diente de la dosis, la tasa de dosis y el tipo de radiacion,
con una cinética particular que permite formular algunas
hipétesis interesantes. La activacion de telomerasa pa-
rece ser un efecto relativamente tardio luego de dosis
bajas, alcanzando un valor maximo 24 hs post-irradia-
cién (p.i.), cuando ya se ha completado el proceso de
reparacion de rupturas dobles a través del sistema NHEJ.

Teniendo en cuenta que los telémeros son particular-
mente vulnerables al estrés oxidativo®®, esta activacion
tardia sugeriria que la telomerasa podria estar elongando
telédmeros acortados como consecuencia de las ERO
radioinducidas. Esto podria estar reflejando una estra-
tegia de reparacion que prioriza el mecanismo NHEJ fren-
te a la cicatrizacion cromosémica mediada por telome-
rasa, que puede conducir a la pérdida de material
genético®. Dosis mas altas, que implican la produccion
de un gran nuamero de rupturas dobles, inducen una ac-
tivacion més precoz de la enzima. Este aumento precoz
de actividad de telomerasa observado luego de altas
dosis de RI estaria mas bien relacionado con un rol es-
tabilizador de rupturas cuando el sistema NHEJ es satu-
rado. Ha sido propuesto que la presencia del complejo
Ku/DNA-PKcs, decisivo para la reparacion via NHEJ,
impediria el acceso de la telomerasa al extremo
cromosémico* sugiriendo la posibilidad de competicién
entre NHEJ y cicatrizacion cromosémica mediada por
telomerasa. ¢ Por qué resultaria conveniente la compe-
ticion entre ambos mecanismos a dosis mas altas y no a
dosis bajas? A bajas dosis y bajas tasas de dosis, cuan-
do las rupturas se producen en forma aislada, es mas
probable que en el momento de la reparacion los extre-
mos sean unidos adecuadamente via NHEJ. En cam-
bio, cuando un gran nimero de rupturas se producen al
mismo tiempo y en estrecha proximidad, la reparacién
por NHEJ puede conducir a rearreglos cromosémicos
potencialmente peligrosos para la integridad del
genoma®’.

Es necesario tener en cuenta que no todos los geno-
toxicos operan de la misma forma, en particular en rela-
cion a la distribucion de dafio y el tipo de mecanismo
involucrado, y que la mayor parte de los modelos expe-
rimentales que vinculan telémero con RI se han realiza-
do en sistemas celulares transformados. El hecho de
gue a diversas dosis y tasas de dosis se hayan verifica-
do fenébmenos que aluden a la intervencion de sistemas
de reparaciéon gendémica en relacién con elongacién
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telomérica y proteinas asociadas al telémero, parece
sefialar que el modelo puede ser (til para el estudio del
comportamiento de estos sistemas.

En suma, inductibilidad relacionada con el nimero
de rupturas, cicatrizacién cromos6mica, competencia con
sistemas de recombinacion no homaloga y relacion indi-
recta con la sobrevida temprana y tardia, podrian plan-
tear las claves entre telémeros, reparacion y el destino
de una célula alcanzada por una noxa genotoxica, que
los modelos radiobiolégicos contribuiran a dilucidar.
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The hybridoma technology was a by-product of basic research. Its success in practical applications
is to a large extent the result of unexpected and unpredictable properties of the method. It thus
represents another clear-cut example of the enormous practical impact of an investment in research
which might not have been considered commercially worthwhile, or of immediate medical relevance.
It resulted from esoteric speculations, for curiosity's sake, only motivated by the desire to understand
nature. It is to the credit of the Medical Research Council in Britain to have fully appreciated the
importance of basic research to advances in medicine. We are delighted to belong to the small, lucky
group of those who are at the window-dressing end of the justification for the wisdom of that policy.

La tecnologia de los hibridomas fue un producto secundario de la investigacion basica. Su éxito en
las aplicaciones practicas es en gran medida el resultado de las inesperadas e impredecibles propie-
dades del método. Representa otro claro ejemplo del enorme impacto practico de la inversién en
investigacion la cual no hubiera sido considerada comercialmente digna de atencién o de inmediata
relevancia médica. Resultdé de especulaciones esotéricas por pura curiosidad, s6lo motivadas por el
deseo de entender la naturaleza. Es mérito del Medical Research Council de Gran Bretafia el haber
apreciado en su medida la importancia de la investigacion béasica para el avance de la medicina.
Estamos encantados de pertenecer al pequefio, afortunado grupo de aquellos que se encuentran en
la vidriera para justificar la sabiduria de esta politica.
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