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Introduccion

Proteccidn y estabilidad de cromosomas lineares

Subtelomero 2-20 kb ds (TTAGGG)n 50-500nt 3’ overhang

L B N N | 3'

I N S . 5’

Repetidos degenerados

Cadena G - GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3’
Cadena C- CCCAAATCCCAATC S’

t-loop

Tamano variable

Invasion de cadena

Modificado de Annu Rev Genet.2008,;42:301-34.



Introduccion
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TRFL g TRR2

Modificado de J Pathol.2009 Feb;217(3):327-44
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Moléculas hijas acortadas (~200pb)




Introduccion

Reloj bioldgico
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Replicacion de ADN con
acortamiento telomérico

/L

Replicacién de ADN con
acortamiento telomérico W

' .
ﬁl" Senescencia celular o M1
L

-

b

Replicacion de ADN con
acortamiento telomérico

F i
L__ Crisis 0 M2

VRN

Muerte celular Telomersasa Via ALT
85% 15%

l’ Inactivacién de Rb y p53




Telomerasa

Garcia C K o al. Nucl, Acids Res, 2007;36:7408-T416



Introduccion

Células madre embrionarias
Espermatogonias

Células madre de médula 6sea
No en células somaticas

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG - -+
EEEEEEREERE] W
AATCCCAATC-5' 7~ AGUCEENISEE NN [SUGUU~,

Active hTERT



Introduccion

Terapia antineoplasica

e Inhibidores de telomerasa

 Inmunoterapia contra células que expresan
telomerasa

* Transfeccion con genes suicidas

e Activacion de virus liticos



Introduccion

Células ALT (Alternative Lengthening of Telomeres)
e Longitud heterogénea de teldmeros
* ADN extra-cromosomico

v ADN circular parcialmente de doble cadena (Circulos C)
* Inestabilidad en MS32
* APBs (ALT associated PML bodies)

v  PML

v" DNA telomérico

v’ Shelterina

v’ Proteinas de recombinacidn/reparacién: MRN, WRN, BLM, RAD52
e Recombinacion Homologa

v’ Secuencias copiadas de un teldmero a otro

v’ Intercambio de cromatides hermanas en telémeros

v'"Mutaciones complejas en los repetidos degenerados



Introduccion

Uso de ADN extracromosdémico como templado
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Invasion de cromatide hermana o
cromosdéma no homoélogo
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MNon-Crossover

Introduccion

J' D56 5" processing

First strand invasion
l, D-loop formation

l DM synthesis
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Second strand
annealing

dHJ resolution/dissolution

{r
| — - - *
G . ol - o 4 of
7| LT
Resolution & | o Dissolution
Crossover MNon-Crossover MNon-Crossover



Introduccion

[ 17AaGG
B TGAGG
Bl TcaGG




Introduccion

[ 17AGGG Bl T7AAGG
B TGAGGG
Bl TcaGGG




Introduccion

WRN y BLM
Interaccion entre BLM y WRN con TRF1, TRF2 y POT1
TRF1y TRF2 regulan la funcion de BLM en sustratos
teloméricos
BLM y WRN se localizan en APBs
BLM forma un complejo con la topoisomerasa lll,
RMI1y RMI2 (RTR)
WRN interacciona con RAD52



Introduccion

CtIP
Interacciona con MRN (MRE11-RAD50-NBS)
Interactua con EXO1

El homologo en S. cerevisiae sae2 es necesaria para la
generacion del 3’ overhang

Es sustrato de desacetilizacion por SIRT6



Introduccion

Fy
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3 G strand

Lagging strand

5" Cstrand

l DMA replication

3" Gstrand
5" Cstrand
Leading strand
I}I 3" G strand
Nl 5" Cstrand
I 7 A Gstrand
J{.‘f 5" Cstrand
rE rr.
/ Y/
F ;fq rr .
Spsl
Sae2 ""' 8
MR
r7. rY.
f fi
i f Dnal
Exol Exol

Tomado de Bonetti D et al. 2009



Objetivo

Investigar la participacion de las RecQ helicasas WRN y BLM
y de CtIP en la via de mantenimiento de teldmeros basada
en recombinacion homologa ALT.



Métodos

Single Telomere Length Analysis
STELA

Oligo subtelomérico

Cadena C 3’

5 Telorette2
J PCR

Teltail

Productos
de STELA




Métodos

p —
Telomere
variant repeat Eszﬁggr&foﬂfngR TTGTﬁggg <—/
(TVR) preicopecds [ renses </

Electroforesis en
poliacrilamida

Mapa de repetidos
teloméricos

TCAGGG TGAGGG TTAGGG



Resultados y discusion

Eficiencia de formacion de colonias

Linea celular U20S

shCtrl

shBLM

351

shCtrl shBLM

180+
150+
120+
90+
60+
30+

U20S

0_
shCtrl shBLM
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Resultados y discusion

Expresion estable
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BLM - e e . —

R e S

PACNING. e e e e e > s

Inestabilidad de MS32

Clon 2 control

LT R TR

Clon 6 shBLM

10kb il 4
& .
Gkb . ! . B
L] w L]
4}{5“* ‘“M
.

kb '
2.5kb | L

. d
*r—%
2kb

o -
1.5kb # y
L

kb &



Resultados y discusion

W-V Clone &

Linea celular W-V
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Resultados y discusion

A) Mapas de TVR de la linea celular W-V

Progenitor GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGGTGTGTTTTTTTTGGGTGTGTT...

Mutante 1 GGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTTITTITTITTTTTTTITTTTTITTITTITITTITTITTITITT...
Mutante 2 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTITTTTITTITTITTTITTITTITTITITTITTITITTITITT...
Mutante 3 GGGGGGGGTTTTTTTTITTITTTTTITTITTITITTITTITITTITTITTITITTITTITTITITTITTITTITITTITT...
Mutante 4 GGGGGGGTGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGGTGTGTTTTTTTTGGGTGTGTT...
Mutante 5 GGGGGGGGTTTGTTTTTTTTTTITTITTTTITTITTITTTTITTTITTITTITTTITTITTITTITTITTITTT...

Mutante 6 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGGTGTGTTTTTTTTITITTITGTTGGGTGTGTT...

B) Mapas de TVR del clon control

Progenitor GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGGTGTGTTTTTTTTGGGTGTGTT...
Mutante 1 GGGGGGGGTTTGTGTTTITTTTTTTTTITTITTITITTIGTTITTITTITTGGGTGTGTTTT...
Mutante 2 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTGGGGGGGGTGTGTTTTTTTTGGGTGTGTT...
Mutante 3 GGGGGGGGTTTGTGTTTITTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTTTITTTTTITITTITTITTITTTIT...

C) Mapas de TVR del clon shBLM

Progenitor GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGGTGTGTTTTTTTTGGGTGTGTT...
Mutante 1 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTTITITTITTTTTTTTTITTITTITTITTITTITTTITTITTT...
Mutante 2 GGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITITTTTTTITTITTITTITITTITTITITTITTITITTITTI T ...
Mutante 3 GGGGGGGGTTTGTGTTTITTITTTTTITTITTTITTITTITITITITTITTITTTITTITTITITTITTITITTITOTIT...
Mutante 4 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGTIGTGTTTTTTTTGGG...

Mutante 5 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGTTTTTTTTTTTITTITTITTITTITTTITITTTT...
Mutante 6 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGGGTTTTITTITTTTTITTITTTITTITTITTIITT...
Mutante 7 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTITGGGGGGTGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT...
Mutante 8 GGGGGGGGTTTGTGTTTGTTTTTTTTTGGGTTTTTTTTTTTTTITTTTTITTITTTTTTT...

T=TTAGGG G=TGAGGG

(468)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(107)
(1)
(1)
(1)

(186)
(14)
(3)
(4)
(1)
(1)
(2)
(4)
(1)



Resultados y discusion

Frecuencia de mutacion en lineas celulares ALT+, WRN+y WRN-

Lineas celulares ALT+ Moléculas mutantes Moléculas Frecuencia de mutacidn (%)
detectadas (complejas) analizadas

IICF/a2 (WRN+)* 14 (6) 6.4 (2.7)
JFCF6 (WRN+)* 4 (4) 104 3.8 (3.8)
WI38V13/2RA (WRN+)* 9 (9) 163 5.5 (5.5)
Total 27 (19) 486 5.5 (3.9)
W-V (WRN-) 6 (0) 474 1.3 (0)

*Datos tomados de Nat. Genet., 2002:30, 301-305.

Frecuencia y tasa de mutacién en la linea celular W-V, un clon control y clon transfectado con shBLM

Moléculas Mutantes detectados Frecuencia de Tasa de mutacion
analizadas mutacion

Linea celular W-V 1.3%
W-V Clon control W-V 110 3 2.7% 1.4x1073
W-V Clon shBLM (40% 216 30 (8 diferentes) 13.8% 6.9x103

expresion de BLM)



Resultados y discusion
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Resultados y discusion

Colocalizaciéon de CtIP y DNA telomérico

| |

Telomerasa+ ALT+



Resultados y discusién

Colocalizaciéon de CtIP y DNA telomérico

Linea Celular Porcentaje de células positivas para Total de calulas
colocalizacion de CtIP/DNA (niimero de contadas
células)
HT1080 0.08% (1) 1155
Hela 0 1274
WI38V13/2RA 38% (42) 110
SUSMI 23% (25) 107
W-V 25% (29) 115

SAOS 11.7% (12) 114



Divisiones celulares

Resultados y discusion

Clones con expresion estable de shCtIP

Wi38shConti

WilgshCont2
Wi3gshContd
Wi38shCont5
Wi3gshCiPA1

Dias en cultivo

80

F
=
Con hie 2 hCont 4 shCont 5

Cell line 1 Cell line 2 hCUPALPD19 shCHPALPD21



Longitud del
teldmero por
STELA

Resultados y discusion

shCtiPAL XpYp
12000-
10k — - -
- -
6k — . ™ 11000
- -
akh —m - 10000+
- -
kb — ™ - ™ 9000+
-
- 5 @ - ]
- o —
2kh —— .. . 2
- - £ 7000
. - 2
- - : - = !' - s
] oge - 5000
A ad - 2
8 o ol g
Se see. » Ny § so0o]
—_ . . " ° P B
kb —. . - : -
. . 4000+
- i -
5000hp — 20001
i ==
shCHPA1 shControl4  shControl1  shControl2  shControl 5
Clone
12q 17p
11000
11000
10000-
10000
9000
9000+
8000
= aooo| e
o 70004 ——
2 £ 7000
= =
£ 6000+ B
] £ 65000
e e
@ 50004 ] —
: —H— £ oo
- 5
e | =
1000 4000+
3090 3000 —_ o
2000 20001
1000 1000
shCtiPA1 shControl4  shControl1  shControl2  shControl ShCHIPAT shControl4  shControl1  shControl2  shControl §
Clone Clone



1.5kb —

Resultados y discusion

Longitud del telémero por TRF (Telomere restriction fragment)

hControl 4
hControl 2
hControl 5

WI38V132/RA
hControl 1
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WI38V13/2RA 33.28
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Resultados y discusion

Mutaciones teloméricas
Inestabilidad de MS32
Abundancia de Circulos C

Trabajo futuro

CtIP en APBs

Etapa del ciclo celular

Presencia de fusiones o senales de dano
Longitud del 3’ overhang
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