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PALABRAS CLAVE
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nuclear
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ABSTRACT

Neurons are highly vulnerable to DNA damage by genotoxic agents. These
could be endogenous, for example by oxidative stress produced by oxidative
mitochondrial metabolism; or exogenous, such as ionizing radiation (IR) or
chemotherapeutic drugs. Neurons are cells with a high metabolic and
transcriptional rate whose genomic information are at high risk of being
damaged, particularly by the generation of double strand breaks (DSBs). To
avert the detrimental effects of DNA damage in genome stability, neurons
perform a complex and robust DNA damage repair response (DDR), without
triggering apoptosis, which prevent the production of aberrant mRNA and
protein encoded by the damaged genes. Importantly, neurons are post-mitotic
cells that cannot use a sister chromatid as a template to DNA repair by the
homologous recombination pathway. Consequently, DNA damage in neurons is
repaired by non homologous end joining (NHEJ), an error prone mechanism.
Nevertheless, defects in reparation cause less genomic instability than
unrepaired strand breaks. Consequently, a defective DDR leads to an
accumulation of unrepaired DNA damage and therefore loss of genomic
integrity. Recent experimental evidences suggest that persistent damage or
defective DDR underlie brain aging and neurodegenerative diseases.
Understanding how neurons tolerate persistent DNA damage without triggering
apoptosis, as well as defining the genomic regions that are more vulnerable to
DNA damage, is essential to find new potential targets for neurodegenerative
diseases.

RESUMEN

Las neuronas son células muy vulnerables a sufrir dafios en el DNA por agentes
genotoxicos. Estos pueden ser enddgenos, por el estrés oxidativo que se
produce durante el metabolismo oxidativo mitocondrial; o bien exdégenos, como
los generados por radiacion ionizante o agentes quimioterapicos. Las neuronas,
al ser células con un elevado metabolismo, presentan un alto riesgo de sufrir
dafnos en su material genético, particularmente roturas de la doble cadena del
DNA (DSBs). Estas lesiones producen una gran inestabilidad genémica, por lo
que las neuronas activan complejos mecanismos de reparacion (“DNA damage
repair”, DDR) que, sin desencadenar la apoptosis, evitan la transcripciéon de un
DNA dafado, lo cual impide la formacion de proteinas andémalas. Como
peculiaridad, las neuronas son células post-mitéticas, por lo que no poseen una
cromatida hermana que sirva como molde para su reparacion. Por ello, el DNA
neuronal se repara mediante la unién de extremos no homdlogos (“non-
homologous end-joining”, NHEJ), mecanismo con una alta tasa de error. No
obstante, la reparacién andbmala genera menos inestabilidad que la persistencia
del dafio. De esta forma, una alteracién en los mecanismos de reparacion,
conduce a una acumulacion de DNA dafado no reparado y, por tanto, a una
pérdida de la integridad gendmica. Asi, el dafio persistente o la alteracion de la



DDR parece ser la base del envejecimiento neuronal, asi como de diversas
patologias neurodegenerativas. Por ello, es fundamental entender cémo toleran
las neuronas la acumulacion del DNA danado sin desencadenar la apoptosis,
asi como estudiar si existen regiones gendmicas mas vulnerables a sufrir dafio
en el DNA, presumiblemente implicadas en la fisiopatologia de procesos
neurodegenerativos, que puedan ser potenciales dianas terapéuticas.

1. INTRODUCCION

El nucleo celular incluye varios compartimentos dinamicos, no limitados por
membrana, que estan implicados en la replicacion, transcripcion y reparacion
del DNA, asi como en el procesamiento y transporte de RNAs. Asi, el
compartimento cromosoémico, donde se localizan los cromosomas interfasicos,
contiene la cromatina con sus dos componentes, eucromatina vy
heterocromatina. Por su parte, el compartimento intercromosémico engloba
varios subcompartimetos, particularmente el nucleolo, los cuerpos nucleares de
Cajal, los “speckles nucleares” y otros cuerpos nucleares (Proudfoot et al.,
2002; Misteli, 2005; Berciano et al., 2002; Lafarga et al., 2017). Las neuronas
poseen una cromatina predominantemente laxa, en forma de eucromatina, que
es muy proclive a sufrir dafios que alteren su estructura, como son las DSBs,
debido a su conformacion “abierta” que facilita el acceso a agentes genotdxicos
endoégenos y exogenos. Esta conformacién “abierta” de la cromatina es
necesaria para mantener una elevada tasa de transcripcion. Por otra parte, la
intensa actividad del metabolismo oxidativo requerida para sostener la
bioenergética neuronal, produce niveles altos de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que, potencialmente, son muy dafiinas para el DNA (Soria et al., 2012;
Casafont et al., 2011).

Este trabajo de revision se centra en la respuesta neuronal al dafio en el DNA 'y
en sus diferentes vias de reparacion. Prestaremos especial atencion a los
estudios realizados en un modelo experimental de neuronas ganglionares y de
la corteza cerebral de ratas que han sido expuestas a una dosis subletal (4 Gy)
de radiaciones ionizantes (IR) con rayos X, dosis que mantiene la supervivencia
neuronal y permite estudiar la organizacion y dinamica nuclear de la DDR
(Casafont et al., 2011; Mata-Garrido et al., 2016, 2018). La IR genera DSBs,
que se pueden visualizar con inmunocitoquimica por la formacion de focos
nucleares inmunomarcados para la forma fosforilada de la histona H2AX
(YH2AX), marcador del dafio del DNA. En neuronas, las DSBs se reparan por la
via NHEJ. En respuesta a las DSBs, las quinasas ATM y DNA-PK fosforilan la
histona H2AX en el sitio de lesion y reclutan los factores necesarios para la
reparacion (Fernandez-Capetillo et al., 2004). La eucromatina neuronal es muy
vulnerable al dafo en el DNA (DSBs), pero, como contrapartida, permite un
rapido acceso a la maquinaria de reparacion gracias a su conformacién abierta.
Cuando se activa la NHEJ se generan numerosos y pequefios IRIF (“irradiation-
induced foci”) yH2AX-positivos en los sitios de DSBs, al tiempo que se inhibe la



transcripcion global de la célula para evitar la expresién de mRNAs y proteinas
aberrantes. La mayoria de estos IRIF son transitorios y desaparecen 24h
después de la induccién del dafio, recuperandose también la practica totalidad
la tasa de transcripcién. Sin embargo, los DSBs que no han sido reparados o
que son irreparables se agrupan en unos pocos focos en los que persiste la
sefalizacion del dafo, denominados focos persistentes de dafio en el DNA
(“persistent DNA damage foci”, PDDF). Tales focos se aislan de la eucromatina
adyacente y adoptan una conformacion especial de la cromatina para silenciar
los genes danados, mantener la estabilidad genomica y no interferir con la
expresion de los genes no dafados, permitiendo la supervivencia neuronal
(Mata-Garrido et al., 2016, 2018). No obstante, la acumulacién de dano en el
DNA subyace en el envejecimiento neuronal y juega también un importante
papel en la fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas (Madabhushi et
al., 2014; Casafont et al., 2011).

2. METODOLOGIA

Este Trabajo de Fin de Grado (TFG) ha sido planteado en forma de revision
bibliografica, basandose fundamentalmente en articulos indexados en PubMed
y paginas dedicadas al nucleo celular y al dafio en el DNA. En particular, la
bibliografia revisada se ha centrado en: i) caracteristicas del nucleo celular,
especialmente de la estructura de la cromatina; ii) vias de reparacion del dafio
del DNA, prestando especial atencién a la NHEJ, mecanismo principal por el
cual se repara el DNA en neuronas; iii) implicacion del dafio en el DNA en el
envejecimiento neuronal y en las enfermedades neurodegenerativas; iv)
respuesta al dafio del DNA en neuronas: organizacién de los focos de lesiéon y
reparaciéon del DNA en compartimentos especificos de cromatina; v)
identificacion de secuencias de DNA mas vulnerables al dafio y su implicacion
en enfermedades neurodegenerativas. Dicha revision ha sido complementada
con el analisis con microscopia electronica de un modelo experimental de
ganglio raquideo, del que se han obtenido algunas de las imagenes
presentadas en este TFG.

3. NUCLEO CELULAR

El nucleo celular es caracteristico de las células eucariotas y es aqui donde se
almacena la informacién genética (Fig.1). El nucleo estad limitado por la
envoltura nuclear y se organiza en multiples compartimentos nucleares, no
limitados por membrana, que estan implicados en las funciones nucleares, tales
como la replicacion y transcripciéon del DNA, procesamiento y exportacién de
RNAs, biogénesis de ribosomas en el nucleolo y reparaciéon del dafio en el
DNA. Los compartimentos nucleares incluyen el dominio cromosémico,
constituido por los territorios cromosémicos -el subvolumen nuclear ocupado
por cada cromosoma en la interfase- y el dominio intercromosémico en el que
se localizan el nucleolo, los cuerpos nucleares de Cajal (“Cajal bodies” en la



literatura internacional), las areas de factores de “splicing” (“Nuclear speckles”)
y otras estructuras nucleares como los cuerpos PML (“promyelocytic Leukemia”)
y los clastosomas (Berciano et al.,, 2002; Lafarga et al., 2009; Moore &
Proudfoot, 2009; Spector & Lamond, 2011).

3.1. Envoltura nuclear

La envoltura nuclear (NE) se compone de
una doble membrana que delimita el
compartimento nuclear del compartimento
citoplasmatico. Tenemos asi la membrana
nuclear interna (MNI), la membrana
nuclear externa (MNE) y, entre ambas, el
espacio perinuclear que se continua con el
lumen del reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). La MNI esta en contacto por su
cara nucleoplasmica con la lamina nuclear,
estructura que forma parte del
citoesqueleto de filamentos intermedios
gue son polimeros de las proteinas
denominadas laminas, mientras que la
MNE se continua con el RER. La NE esta
interrumpida por pequefas aperturas
conocidas como complejos del poro
nuclear, responsables de regular el transito
nucleo-citoplasma de RNAs y proteinas
(Talamas & Capelson, 2015) (Fig.2'y 3).

Figura 1. Neuronas de ganglio sensitivo.

~ . Se distinguen los somas neuronales por su
Durante afios se ha creido que la NE era prominente nucleo en el que se distingue un

simplemente una barrera que protegia el  gran nucleolo, que frecuentemente aparece

genoma Sin embargo ahora sabemos en la periferia. Ademas, se observan los
) ’ cuerpos de Nissl (CN), como granulos

que junto con las proteinas passfilos dispersos por el citoplasma. Entre

transmembrana (NETs), las proteinas |OS{ CLtJerpIos ng,uronales, ,ld?nd% SFDO?G

. Lo estructural, se disponen celulas de la glia
solubles asociadas, la lamina nuclear y el (fjecha). ‘Los axones neuronales se
complejo del poro, esta implicada en observan en cortes transversales, en los

funciones celulares como la organizacion 9ue la mielina aparece muy baséfila.
Asterisco: vasos. Imagen de ME con tincién

del genoma, la migracidn Yy gzl de toluidina cedida por Lafaraa M.
posicionamiento de los cromosomas en el

espacio nuclear, la regulacion del ciclo
celular, la sefalizacion y la diferenciacion celular (Gomez-Cavazos & Hetzer,
2012).

De esta forma, cuando se requiere reprimir o facilitar la transcripcion de un gen,

se produce una modificacion en la composicion de la NE. Asi, las NETs se
reorganizan generando un cambio en las interacciones con la lamina nuclear y
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con la cromatina de forma directa
(Talamas & Capelson, 2015). De
modo que cuando se requiere
silenciar un gen, éste interacciona
con las diferentes estructuras de la
NE promoviendo una compactacion
de la cromatina en la periferia
nuclear. Esto es fundamental en la
diferenciacion celular ya que se crean
patrones caracteristicos en la
disposicion espacial del genoma y de
sus territorios cromosémicos en cada
tipo celular; asi como también es
importante en distintos estados Figura 2. Estructura de la envoltura nuclear. Se
toldai | t encuentra separando el nucleoplasma (izquierda)
patologicos en oS que se encuentra  ge| citoplasma (derecha). En su porcion
modificada esta organizacidn. Asi, en  nucleoplasmica, se diferencia la MNI, a la que se
estudios realizados en células asocian dominios de heterocromatina (Hc). En su
i L. porcion citoplasmica, se distingue la membrana
pulmonares (neumocitos) y hepaticas nuclear externa. Entre ambas, el espacio
(hepatocitos) de raton se ha visto que perinuclear. Asterisco: NPC, donde se distingue
. . una porcién central mas palida donde se situan las
el cromosoma 5 tiende a situarse en N5 FG.

la periferia nuclear de los

neumocitos, mientras que toma una
disposicion central en el nucleo de los hepatocitos (Parada et al., 2004).
Ademas, se ha demostrado que la disposicién periférica observada en los
neumocitos esta favorecida por su interaccion directa con cinco NETs (NET 5,
NET 29, NET 39, NET 45, NET 47). Por tanto, es evidente que las NETs estan
directamente implicadas en la formacion de los patrones especificos de

organizacion cromosomica en los distintos tipos celulares (Zuleger et al., 2013).

El receptor de la lamina B (LBR) es un tipo de proteina transmembrana que
interactua de forma directa con la lamina B y la HP1 (proteina de la
heterocromatina 1), interaccionando asi de forma indirecta con la
heterocromatina. No obstante, recientemente se ha observado mediante
“arrays” de las colas peptidicas de diversas histonas, que el dominio
nucleoplasmico de LBR también se une a marcas especificas de
heterocromatina como H4K20me2, H4K20ac, H4R19me2, H4R20me2 (Hirano
et al., 2012).

3.1.1. Lamina nuclear

La lamina nuclear es una malla de filamentos intermedios tipo V que recubre la
cara nucleoplasmica de la MNI, esta compuesta por laminas de las que existen
cuatro tipos: A, B1, B2 y C. Las laminas Ay C son dos isoformas del transcrito
de un mismo gen (LMNA), mientras que las laminas B1 y B2 se transcriben de
dos genes distintos (LMNB1 y LMNBZ2). Cada tipo celular expresa distintos
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niveles de cada lamina y, ademas, su concentracién influye en el proceso de
diferenciacion celular. Su funcién es la de dar soporte estructural al nucleo, pero
ademas, junto a las NETs, es responsable de la organizacion espacial del
genoma (Ho & Lammerding, 2012).

En la mayor parte de los tipos
celulares, la heterocromatina
adopta una disposicion periférica,
distribucion que aumenta con el
grado de diferenciacion celular.
Esto se ha puesto en evidencia
gracias a la inmunoprecipitacion y
posterior secuenciacion masiva de
los “grandes dominios de
organizacion de la
cromatina” (LOCKDs, “large
organized chromatin k domains”),
que son dominios con abundantes
marcas de histonas modificadas,
particularmente la H3K9me2,
caracteristicas de la
heterocromatina. Se ha visto que

Figura 3. Envoltura nuclear separando el
citoplasma del nucleoplasma. A la izquierda se

encuentra el citoplasma, donde se observan
numerosas mitocondrias (Mt), asi como cortes

la presencia de LOCKDs aumenta
de un 17,5-24% en células
troncales humanas a un
39,3-44,8% en células
diferenciadas (Wen et al., 2009,

horizontales y sagitales del reticulo endoplasmico
rugoso (RER). A la derecha se dispone el nucleo, en el
que predomina cromatina en su forma laxa; aunque se
observan pequefos dominios de heterocromatina
asociados a la envoltura nuclear (asterisco). Patron de
cromatina caracteristico en las neuronas. Flecha:

envoltura nuclear.

2012). Los LOCKDs, ademas, se
solapan con los “dominios de
cromatina asociados a lamina nuclear (LADs)”, particularmente a la lamina B1
(“lamin B1 associated chromatin domains”), lo que indica que la lamina B1 es
responsable de la disposicion periférica de la heterocromatina. Asimismo, los
LADs parecen estar formados en su mayor parte por genes silentes, lo que
apoya la idea de que la lamina nuclear es una zona de represion transcripcional
(Amendola & Van Steensel, 2014; Peric-Hupkes et al., 2010) (Fig.16).

En el proceso de diferenciacion celular se producen modificaciones en la
distribucion de la heterocromatina. Asi, existe tanto en células madre como en
células diferenciadas un patron caracteristico de LADs periféricos. No obstante,
con cada etapa de la diferenciacion se produce una reorganizaciéon de los
mismos, dando lugar a cambios en la expresidn génica que tienen como
finalidad perder las propiedades de pluripotencialidad, para asi poder expresar
genes especificos del tipo celular (Peric-Hupkes et al., 2010).
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Sin embargo, no siempre encontramos este patron de distribucion de la
cromatina nuclear. En un estudio genético llevado acabo en ratones, Solovei et
al. (2013) han demostrado que en el nucleo de los bastones de la retina de
mamiferos nocturnos existe un patron de cromatina invertido. En este caso, la
eucromatina esta dispuesta en la periferia, mientras que la heterocromatina se
encuentra en el interior celular. Esta peculiaridad le concede mayor capacidad
para la transmision luminica, lo que adapta a estos animales para la visidon
nocturna. Este grupo descubrié que en estos nucleos celulares la expresion de
LBR y lamina A/C estaba ausente, mientras que en otros tejidos y en bastones
de animales diurnos alguna de estas dos proteinas es expresada. Ademas,
vieron que al modificar la expresion de LBR en los bastones de los ratones
transgénicos, la heterocromatina adoptaba la conformacion periférica tipica. Por
tanto, las laminas A y C, asi como el LBR estan también implicados en la
disposicion periférica de la heterocromatina (Amendola & van Steensel, 2014).

3.1.2. Complejo nuclear del poro

Los complejos del poro nuclear (NPCs) son estructuras multiprotéicas que
forman canales selectivos semipermeables a lo largo de la envoltura nuclear,
facilitando asi el intercambio
nucleocitoplasmatico de moléculas. El NPC

estd compuesto por mdltiples copias de H Hi:{ig}j’s‘,ﬁfjncos
unas 30 proteinas diferentes llamadas eﬁ?;,':go g« ? Nups FG
nucleoporinas (“Nups”), que se disponen Amno

dando lugar a una estructura con una alta Iuminal N
simetria rotacional, muy conservada a lo

largo de la evoluciéon. El nicleo del NPC .ﬁ{’c",',?o Nups de
esta constituido por una estructura en forma CCS‘O union

de anillo, embebida en la envoltura nuclear,

que se dispone alrededor de un canal

central. A su vez, este anillo se ancla a girg:nri‘;‘ac‘:én%ztlgl;cﬁ:f: Liglm:fmpgé
distintas estructuras accesorias que SON,  FG Nupe so dispone ooupando ol canal
una malla de Nups ricas en repeticiones de central, extendiéndose hacia el
fenilalanina-glicina (‘FG Nups”) que rellena ?i;;%)é?wtson;a‘cit((j)glnai?né?iios,sc;maagaloesl
el canal central, los filamentos nucleoplasma, donde se une a la cesta
citoplasmaticos y la cesta nuclear que se Gugl(;aé- Imagen tomada de Mata-Garrido
extienden al citoplasma y nucleoplasma, ’ '

respectivamente (D’Angelo and Hetzer,

2008) (Fig.4). Es interesante sefalar que, mientras las Nups que conforman el
anillo central son componentes estables de la estructura, las que forman parte
de la cesta nuclear o las FG-Nups son altamente dinamicas. Estas ultimas
pueden pasar a formar parte de la estructura del NPC o bien dejar de hacerlo

en pocos segundos (Rabut et al., 2004).
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Hay evidencia de que la presencia de un tipo u otro de Nups esta relacionada
con la diferenciacion celular y algunos estados patolégicos de la célula. Por
ejemplo, Nup133, un tipo de Nup estable que forma parte del anillo de NPC ha
demostrado ser necesaria para la diferenciacién neuronal en ratones. En
ratones transgénicos en los que se ha mutado ambos alelos de Nup133, se ha
visto que las células madre neuronales no son capaces de diferenciarse a
neuronas, provocando asi la muerte del raton (Lupu et al., 2008).

Gracias a su papel en el transporte nucleocitoplasmatico, el NPC juega un
papel fundamental en la regulaciéon génica, ya que controla la importacion de
factores de sefalizacion y transcripcién que ingresan en el nucleo, asi como la
exportacion de mRNAs recién sintetizados. Ademas, las Nups de forma
individual estan implicadas en la organizacion del genoma y la expresion génica
por su union directa con regiones especificas de la cromatina (Talamas &
Capelson, 2015). Asi, en multiples estudios realizados en genomas de distintas
especies, se ha encontrado que las Nups se unen tanto a regiones de la
cromatina con genes activos como a genes silentes.

El NPC se asocia con regiones de cromatina descondensada
transcripcionalmente activa. Esto es la base de la hipotesis de activacidn génica
(“gene gating hypothesis”), la cual se basa en la interaccion de los NPCs con la
eucromatina, lo que permite el acoplamiento entre transcripcion y una rapida
exportacion del mRNA naciente a nivel del NPC (Blobel, 1985). En estudios con
levaduras se ha demostrado que la interaccion genoma-NPC implica
componentes del complejo histona acetiltransferasa (HAT) SAGA, responsables
de la acetilacion caracteristicas de la eucromatina (Rodriguez-Navarro et al.,
2004), los complejos TREX2 y THO-TREX que se unen a la cesta nuclear para
permitir la exportacion del mRNA naciente (Rougemaille et al., 2008), y el factor
de transcripcion Put3.

A esta interaccion eucromatina-NPC se le ha atribuido, ademas, un papel en la
“‘memoria” epigenética. Asi, se ha demostrado en levaduras que los genes
INO2, GAL y HXK1 permanecen asociados al NPC, una vez inducidos, durante
varias generaciones después de ser reprimidos. Esto es importante, ya que
esta asociacion facilita la transcripcién durante la reinduccion de los mismos
(Light et al., 2010), suponiendo una forma de marcar los genes que van a ser
posteriormente reactivados.

Asimismo, el NPC se une a regiones con genes transcripcionalmente inactivos
y a elementos aislantes de la cromatina (CBEs, “chromatin boundary elements”)
como el factor CFCT. Los CBEs son fundamentales para mantener una correcta
organizacion de la cromatina en el nucleo del tipo celular especifico, asi
separan distintas regiones de cromatina como son la eucromatina de la
heterocromatina o entre TADs (“dominios asociados topolégicamente”, véase
mas adelante). Recientemente, se ha demostrado que Tpr, Nup de la cesta
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nuclear en mamiferos, esta implicada en delimitar regiones de eucromatina de
las transcripcionalmente inactivas (Krull et al., 2010). La caida en los niveles de
Tpr resulta en la pérdida de las regiones de eucromatina asociadas al NPC,
dando lugar a una expansion de los dominios de heterocromatina en el nucleo
celular. Por tanto, el NPC participa de forma directa en la formacion y
mantenimiento de la eucromatina, asi como regula la transcripcion de la misma.

3.2. Transcripcion de DNA y procesamiento de RNA

En el interior del nucleo se lleva acabo la transcripcion de los genes que
codifican proteinas que esta gobernada por la RNA polimerasa Il (RNA pol 1) y
genera un transcrito primario (pre-mRNA) que experimenta un procesamiento
cotranscripcional. Asi, el pre-mRNA necesita ser modificado antes de ser
traducido a proteinas. Este procesamiento incluye la modificacion de ambos
extremos, mediante la formacion de
una caperuza de metilguanosina en
el extremo 5’ (“capping”) y de una

. Capping & lyadenilati
cola de poli (A) en el extremo 5 8 Foyadoniation
y . . .z e () A ON

3 (polladenllg.c:lon_),' ademas de una Splicing ()

tercera modificacion, el “splicing”,

que consiste en la eliminacion de Pre-mRNA

los intrones y el empalme de
exones (Fig.5). Estos procesos

5
madurativos estan acoplados a la Nucleoplasm
transcripcion. Este procesamiento ) D)

Q

(
cotranscripcional estd mediado y — mRNA Cytoplasm mRNA
coordinado por el dominio C-
terminal (CTD) de la RNA
polimerasa Il que, sucesivamente,
recluta distintos factores implicados
en las d_IStmtaS etapas del Figura 5. Procesamiento cotranscripcional del
procesamiento de pre-mRNAS. pre-RNAm. Para completar su maduracion

Durante el proceso de transcripcion experimentan tres modificaciones: la adicion de la
caperuza de 7-metilguanosina en el extremo 3, la

mulltiples complejos de RNA  gjiminacion de intrones mediante el splicing y la
polimerasa Il se disponen a lo largo  adicién de una cola poli-A en el extremo 5'. Imagen

del gen (Cooper & Hausman. La obtenida de Berciano & Lafarga, 2012.
célula 6°edicion, 2014).

Polyribosome

Durante el procesamiento cotranscripcional, en primer lugar se modifica el
extremo 5 del transcrito mediante la adicion, tras los 20-30 primeros
nucledtidos de RNA, de una caperuza de 7-metilguanosina. Esta estructura se
forma en una reaccion de tres fases. La primera fase se inicia por acciéon de una
RNA 5’ trifosfatasa, que hidroliza el enlace trifosfato del primer nucleétido,
transformandolo en un enlace difosfato. Después, una guaniltransferasa une
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una molécula de GMP mediante un enlace 5-5 trifosfato. Por ultimo, una
metiltransferasa metila la posicion N7 de la molécula de GMP, dando asi una 7-
metilguanosina. Esta modificacion estabiliza el RNA, protegiéndolo de la
actividad de las 5’-3’ exonucleasas, y es necesaria para el reconocimiento por el
ribosoma en la traduccion (Proudfoot et al., 2002).

En segundo lugar, el transcrito se genera a
partir de un gen codificante para proteinas
que esta interrumpido por regiones no
codificantes. Por ello es necesario que
durante la transcripcion se eliminen estas
regiones —intrones-, para asi obtener un
mMRNA funcional. Este proceso es mediado
por un complejo llamado espliceosoma,
formado por cinco ribonucleoproteinas
nucleares (snRNP) y proteinas ricas en
serina y arginina (SR), todas ellas actuando
como factores de “splicing”. Los intrones
poseen tres secuencias muy conservadas: el
sitio de “splicing” 3’ (3'SS), el sitio de
“splicing” 5’ (5’SS) y el “branch point” (BP)
gque es una secuencia situada cerca del
extremo 3’. Estas son reconocidas por el
espliceosoma y son necesarias para que el
“splicing” se produzca de manera efectiva. La
reaccion se lleva a cabo en dos fases, en
primer lugar se escinde el extremo 5’ y en
una segunda fase el extremo 3’. Asi, la
primera fase comienza cuando la snRNP U1
reconoce el 5’SS, al cual se une provocando
la escision del extremo 5. Posteriormente, la
snRNP U2 reconoce la secuencia BP, a la
que se une. La snRNP U2 interacciona, a su
vez, con el complejo formado por las snRNP
U4/U6. Esta interaccion produce la escision
del complejo provocando la liberacion de la
snRNP U4. Por su parte, la snRNP U6
(formando un complejo con la snRNP U2) se
une a la secuencia 5’SS, dando lugar a un
bucle o lazo intrénico. Por tanto, las snRNP
U2 y U6 son los responsables de poner en
contacto el extremo 5’ y el BP. En la segunda
fase, la snRNP U5 reconoce el 3'SS y lo
corta, uniéndolo a el 5’SS. Por otra parte, la
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Figura 6. Formacién del espliceosoma
durante el proceso de splicing. Fase 7:
reconocimiento del extremo 5’ del intrén
y escision mediante la actividad
nucleasa de U1. Fase 2: reconocimiento
y escision del extremo 3’ por U5. U5
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snRNP U5 también tiene actividad ligasa, siendo responsable de la unién de
ambos exones (Patel & Steitz, 2003). Este mecanismo de corte y empalme
permite que a partir de un pre-mRNA se generen distintas isoformas de mRNAs
que daran lugar a diferentes proteinas (Fig.6).

Por ultimo, el extremo 3’ del pre-RNAm también debe ser protegido de la accion
de las nucleasas y esto lo hace mediante la adicion de una cola poli (A).
Cuando la RNA polimerasa |l se encuentra con la secuencia AAUAAA, sefial de
poliadenilacion, ésta es reconocida por el CPSF (factor estimulador de la
poliadenilacion por escisidn) que esta asociado al CTD de la RNA polimerasa |l.
Esto estimula el CstF (Factor de estimulacion del corte) y ambos factores
promueven la accion de las endonucleasas CFl y CFIl que cortan el extremo 3’,
a unos 10-30 nucleodtidos corriente arriba desde el motivo AAUAAA. Una vez
cortado, los factores se disocian y la poli(A) polimerasa, que solo acepta
moléculas de ATP, afiade una cola de unos 100 a 200 nucledétidos de adenina.
Las colas de poli (A) tienen también un papel importante en la regulacion de la
traduccién, ya que, dependiendo de la longitud de las mismas, el mRNA sera
traducido. Asi, colas de poli (A) largas se traduciran, mientras que aquellas mas
cortas no lo haran y destinan el mMRNA a la degradacion (Proudfoot et al., 2002).

Este procesamiento del RNAm que ocurre de forma simultanea a la
transcripcion, es posible unicamente en ceélulas eucariotas gracias a la
membrana nuclear, que ofrece una separacion entre el compartimento nuclear
donde se lleva acabo la transcripcién del DNA y la maquinaria de traduccion del
RNA que se encuentran en el compartimento citoplasmatico. En procariotas, al
no existir una divisién entre ambos espacios, la traduccion esta acoplada a la
transcripcion por lo que no son posibles estas modificaciones
cotranscripcionales. Ademas, la existencia del compartimento nuclear permite la
regulacion de la propia transcripcion a través de la interaccién con proteinas
citoplasmaticas que pueden estimularla o inhibirla al ser importadas al nucleo.
Por todo esto, el nucleo juega un papel fundamental en la regulacion de la
expresion génica (Cooper & Hausman, 2014).

3.3. Compartimentos nucleares

La organizacion nuclear en compartimentos ha demostrado aumentar la
eficiencia de los procesos celulares, ya que se favorece la interaccidon, en
tiempo y espacio, de los numerosos factores implicados en la replicacion y
reparacion del DNA, asi como en la sintesis de RNA y la maduracién de
ribonucleoproteinas (RNP) (Fig.7). Esto se produce por el aumento en la
concentracion de moléculas, requeridas para un proceso bioquimico dado, en
un subcompartimento concreto. Sorprendentemente, la importancia de la
compartimentalizacidn no comienza a apreciarse hasta los afios 90, cuando se
desarrollan extensos estudios con técnicas inmunocitoquimicas y de hibridacion
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in situ que permiten localizar secuencias especificas de proteinas y acidos
nucleicos (Misteli, 2005).

Figura 7. Compartimentos nucleares. La linea discontinua corresponde
a la envoltura nuclear que delimita el nucleo del citoplasma. En azul
encontramos los territorios cromosomicos, correspondiendo el azul
oscuro a dominios de heterocromatina y el azul claro a dominios de
eucromatina. Asociados a estos Ultimos, encontramos las factorias de
transcripcion: los cuerpos de Cajal (CB) y los speckles nucleares (NS),
los cuales, a su vez, poseen una estrecha relacion espacial. En el centro
se dispone el nucleolo, al que se asocian dominios de heterocromatina.
Asimismo, en la periferia encontramos dominios de heterocromatina en
intima relacion con la envoltura nuclear. Imagen obtenida de Lafarga M &
Berciano M.T. (2014).

3.3.1. Nucleolo

El nucléolo es el compartimento mas prominente del nucleo y es responsable
de la organizacién de los genes ribosomales formando repeticiones en “tandem”
de DNA ribosémico (rDNA), llamados regiones organizadoras nucleolares
(NORs) que estan distribuidos en los cromosomas acrocéntricos (Fatica and
Tollervey, 2002). Su principal funcidn es la de sintetizar y procesar el RNA
ribosomal (rRNA), para su posterior ensamblaje en subunidades ribosomales.
La biogénesis de rRNA se produce con la transcripcion de los genes
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ribosomales (rDNA) por la RNA polimerasa |, lo que da lugar a un transcrito
precursor, el pre-rRNA 45S. Este, es procesado y cortado por una ribonucleasa
para dar lugar a los pre-rRNAs 28S, 18S y 5.8S. El procesamiento post-
transcripcional del pre-rRNA 45S esta guiado por ribonucleoproteinas
nucleolares pequefas (snoRNPs) que participan en la maduracion mediante
dos modificaciones esenciales, la metilacion de ribosas y la conversion de
uridinas en seudouridinas en los tres tipos de rRNAs. Una vez modificados, los
RNAr 28S, 18S, 5.8S y 58S, este ultimo de origen extranucleolar, se combinan
con proteinas ribosomales - también importadas desde el citoplasma- para
formar las particulas pre-ribosomales pre-40S y pre-60S, que seran exportadas
al citoplasma mediante sefiales de exportacion nuclear presentes en las
proteinas de las subunidades (McStay & Grummt, 2008).

Este complejo proceso de biogénesis de ribosomas es llevado acabo en
distintos subcompartimentos del nucleolo, que pueden distinguirse por su
morfologia con el microscopio electrénico. Estos son los centros fibrilares (FCs),
el componente fibrilar denso (CFD), el componente granular (CG) y los
intersticios. EI CFD rodea los CFs formando su conjunto una unidad funcional
de transcripcion nucleolar, donde se produce la sintesis y procesamiento inicial
de los rRNA. Entre estas unidades se dispone el CG y el intersticio. La
organizacion de estos subcompartimentos se relaciona con la actividad celular.
Asi, cuando una célula presenta una elevada actividad transcripcional, muestra

Telémero

Figura 8. Estructura nucleolar. A: Imagen de microscopio electrénico donde aparece un nucleolo asociado a
la periferia nuclear. Disposicién muy frecuente en las neuronas, puesto que se sintetizan elevadas
concentraciones de ribosomas para suplir la alta tasa transcripcional de este tipo celular. Se visualizan los
subcompartimentos nucleolares: el centro fibrilar (asterisco), el centro fibrilar denso (CFD), el centro granular
(CG) y el intersticio (I). Se trata de un nucleo neuronal, por lo que presenta abundantes dominios de
eucromatina, mientras que los dominios de heterocromatina son escasos, situdndose asociados al nucledlo y
ala MNI. B: Esquema de un nucleolo y sus subcompartimentos. La linea violeta corresponde al DNAr que se
introduce en el CF, distinguiendo una linea de color oscuro correspondiente al DNAr silente y una linea de
color rosa que se continua con el CFD, la cual se corresponde con el DNAr activo. Esquema obtenido de
Mata-Garrido J, 2016.
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numerosos CFs pequefios distribuidos por todo el nucléolo (Raska et al., 2006)
(Fig.8-a).

El rDNA presente en los CFs puede estar transcripcionalmente activado o
inhibido, lo cual define su disposicion en la unidad. De esta forma, los genes
inactivos se situan, preferentemente, en la zona central mientras que los genes
que van a ser transcritos se disponen en la periferia, extendiéndose en el CFD.
Es por ello que la transcripcion tiene lugar en el limite entre el CF y CFD (Fig.8-
b). En los CFs se almacenan moléculas implicadas en la transcripcion del
rDNA, como son la RNA polimerasa |, la TBP (“TATA binding protein”) y el factor
de transcripcion UBF (“upstream binding factor”), ambos necesarios para la
formacion del complejo de pre-iniciacién de la RNA polimerasa, y la DNA
topoisomerasa | (Moss, 2004; Nomura et al., 2004).

Los CFD, por su parte, estan constituidos por fibrillas compactadas en las que
se disponen los genes ribosomales activos. En esta region se acumulan
moléculas de pre-rRNA recién sintetizado y es aqui donde tienen lugar los
primeros pasos de su procesamiento. Con este fin, los CFD albergan las
moléculas necesarias en el procesamiento de estos pre-rRNA: snoRNPs, los
‘proceosomas” que son complejos macromoleculares de RNPs, productos
génicos y los transcritos primarios de 45S rRNA. Ademas, destaca la presencia
de dos enzimas: la disquerina/NAP57, con actividad pseudouridina sintetasa, y
la fibrilarina, con actividad rRNA metiltransferasa. Estas llevan a cabo la
pseudouridinacion y metilacion de los pre-RNA, dos modificaciones post-
transcripcionales necesarias para la accion de la ribonucleasa sobre el pre-
rRNA 45S, que sera escindido en rRNAs 18S, 28S y 5.8S (Sweet et al., 2008;
Montanaro et al., 2008). Estos tres rRNAs se ensamblan en el CFD vy,
especialmente, en el CG con los proceosomas formando la subunidad pequefa
(40S) y grande (60S) del ribosoma. Existen dos tipos de proceosomas, los
pequefios que se localizan en el CFD, constituidos por U3 snoRNAs, y los
grandes que se situan en el CFD y el CG. Asi, el rRNA 18S unido al
proceosoma pequefio forma la subunidad pre-ribosomal 40S, mientras que los
rRNAs 28S, 5.8S, junto con el 5S, se unen al proceosoma grande formando la
subunidad pre-ribosomal 60S (Sirri et al., 2008).

El CG esta compuesto por granulos de 15-20 nm de diametro que estan, a su
vez, formados por las subunidades 40S y 60S pre-ribosomales. Aqui finaliza el
ensamblaje de estas subunidades y es donde se almacenan a la espera de ser
exportadas al citoplasma (Raska et al., 2006). En el CG se encuentra la
proteina B23 o nucleofosfomina (NPM) que es fundamental para el ensamblaje
de las subunidades, actuando como endonucleasa, ribonucleasa y chaperona
(Boisvert et al., 2007). Ademas, la NPM pertenece a la familia de proteinas
acidas “hub” que tienen la capacidad de interaccionar con diferentes moléculas
transportandolas o reclutandolas desde o hacia el nucléolo. De esta forma, la
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exportacion de las subunidades pre-ribosomales depende de la acciéon de la
NMP (Emmott & Hiscox, 2009).

Una funcién fundamental del nucléolo es la de anclar dominios de
heterocromatina, lo cual es esencial para mantener la estabilidad génica,
ademas de inhibir la transcripcién de las secuencias gendmicas que requieren
estar silenciadas para un correcto desarrollo y funcionamiento celular. Esto
ocurre gracias a la interaccion de NMP, la proteina aislante CTCF vy la proteina
nucleolina (Padeken et al., 2013). La nucleolina es una chaperona que,
ademas, actua junto a NMP en la sintesis y maduracién de los ribosomas (Lee
et al., 1992). Estudios en Drosophila han demostrado que la proteina
“nucleoplasmina-like” (NLP), homdloga a la NMP en humanos, tiene la
capacidad de unién a histonas especificas de la heterocromatina (Namboodiri et
al., 2003). Asi, la NMP, la CTCF y la nucleolina forman una plataforma de
interaccidn con la heterocromatina centromerica, principalmente, y de otras
regiones que requieren estar transcripcionalmente inactivas. Este es caso del
cromosoma X que permanece inactivo en las células de las hembras. Este se
une a la periferia nucleolar, gracias a la accion de un RNA no codificante
(ncRNA) llamado Xist. La deplecion de este ncRNA resulta en la pérdida del
estado de heterocromatina de este cromosoma vy, por tanto, de su
silenciamiento (Zhang et al., 2007).

3.3.2. Cuerpos nucleares de Cajal

El cuerpo nuclear de Cajal (“Cajal body” — CB) es una organela esférica del
nucleo que carece de DNA,
descubierta por Santiago Ramoén y
Cajal en 1903. En microscopia
electronica, se visualiza como una
estructura formada por hebras
arrolladas de material fibrilar denso,
que Monneron y Bernhard (1969)
denominaron “coiled body” (Fig.9).
El CB se dispone libre en el
nucleoplasma o, frecuentemente,
asociado al nucleolo y existe una
variacion en su numero y tamafo
segun la poblacién neuronal.
Aquellas poblaciones que tengan
mayor actividad metabdlica y el dominio intercromosémico de una neurona.
bioeléctrica y, por tanto, mayor tasa Se observa un nucleolo prominente central (No),
de transcripcion, tendran mayor  Yarios specles nuckares de gran emaric (SN)
numero de CBs (Lafarga et al., tamarioy el nimero de estas estructuras se debe a
2009, 2017). ElI CB esta implicado la gran actividad transcripcional de las neuronas.
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en la biogénesis de snRNPs y snoRNPs, la maduracién de histonas y en la
regulacion de la telomerasa.

Los snRNPs estan formados por proteinas del complejo Sm y RNAs pequefios
nucleares ricos en uridinas (“Small Nuclear RNAs, UsnRNAs). Ambos
componentes son ensamblados en el citoplasma por el complejo SMN que
actua de chaperona, formando el pre-snRNPs. EI SMN esta formado, a su vez,
por la proteina de superviviencia de motoneuronas (“survival of motor neuron”,
SMN) y una familia de proteinas llamadas Gemins (Li et al., 2014).

El proceso de biogénesis de snRNPs es complejo y presenta etapas
citoplasmaticas y nucleares, siendo clave el papel de SMN. En el citoplasma, el
complejo SMN interacciona y se une al complejo Sm formado por un anillo de
siete proteinas (Will and Ldhrmann, 2001). En el nucleo se transcribe el
UsnRNA, que sera exportado al citoplasma donde se une al complejo
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Figura 10. Biogénesis de los snRNPS. En el citoplasma, se esquematiza la interaccién del complejo
SMN/Sm con el pre-UsnRNA, que da lugar al pre-UsnRNP, y su modificacionTMG-cap, que le permite
interaccionar con la proteina importina, gracias a la cual se introduce en el interior nuclear. En el
nucleoplasma, el pre-UsnRNP interacciona con la proteina coilina, la que le permite el acceso al CB.
Aqui, el c-SMN se desensambla, dando lugar al pre-snRNP, que comienza su maduracion gracias a los
scaRNA. Los snRNP maduros se almacenan en los speckles nucleares, donde se ensambla el pre-
spliceosoma. El ensamblaje del espliceosoma maduro tiene lugar, como se observa en el esquema, en
los focos activos de transcripcion. Esquema obtenido de Mata-Garrido J, 2016.
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multiprotéico SMN/Sm para formar una pre-snRNP. Seguidamente, al UsnRNA
se le incorpora una caperuza de trimetilgunosina en el extremo 5’. Una vez se
produce esta modificacidn, gracias a la interaccion de la proteina WRAP53 con
SMN, la pre-snRNP interacciona con una importina especifica que dirige su
importacion nuclear para su reclutamiento en el CB (Nizami et al., 2010;
Henriksson and Farnebo, 2015). El reclutamiento de la pre-snRNP en el CB
esta mediado por la interaccion SMN con la proteina coilina del CB. Asi, una
vez en el CB, el SMN que “ha cumplido su funcién” se desensambla de la pre-
snRNP. En el CB culminan dos etapas madurativas de las shRNPs mediadas
por la acciéon de scaRNAs (“small cajal bodies RNAs”). Particularmente, los
scaRNAs guian los procesos de 2-O’ metilacion y la pseudouridinacion
necesarias para la formacion de snRNPs maduras (Xu et al., 2005). Estas
snRNPs espliceosomales se transfieren a los “speckles nucleares” donde se
almacenan transitoriamente y pre-ensamblan para ser finalmente destinados y
ensamblados en el espliceosoma, la maquinaria molecular que gobierna el
“splicing”, en los sitios de transcripcion activa (Fig.10).

Es interesante el papel de la proteina WRAPS53, facilitando interacciones
proteina-proteina y proteina-RNA, ademas de favorecer el reclutamiento de
determinados factores en el CB, telomeros y sitios de dafio del DNA (DSBs
“‘double-strand break”). Por tanto, WRAP53 es fundamental para el correcto
funcionamiento de la DSBR (“double-strand break repair”) (Venteicher et al.,
2009; Henriksson et al., 2014).

3.3.3. “Speckles” nucleares

Los “speckles” nucleares (NS) o
agregados de granulaciones
intercromatinicas (“interchromatin
granule clusters”, 1GCs), a nivel
ultraestructural, son regiones
nucleares donde se concentran los
factores de “splicing”, principalmente
snRNPs espliceosomales y proteinas
de la familia SR, ricas en residuos de
arginina y serina. Ademas de los
factores de splicing de los pre-RNAm,
destacan otras proteinas, como los &= :
factores de transcripcion, factores de Eeaii e togn ey o
procesamiento del extremo 3’, el factor  Figura 11. Speckles nucleares en un niicleo
de iniciacion de la transcripcién neuronal. Se observa un nucleo de predominio

. , . eucromatico, con un prominente nucleolo (No)
eucariota elF4E, la proteina eif4Alll  zsociado a la envoltura nuclear. En el
que inhibe el proceso de transcripcién nucleoplasma, se distinguen los speckles
y proteinas estructurales. Asimismo, nucieares (SN) porsu aspecto granulado.
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los NS poseen abundantes quinasas (CIk/STY, hPRP4 y PSKHI) y fosfatasas
(P1), que fosforilan y desfosforilan estos factores de splicing en funcion de los
requerimientos transcripcionales (Spector & Lamond, 2011). Por tanto, los NS
tienen una funcién reguladora del splicing co-transcripcional, asi como de la
propia transcripcion (Misteli et al., 1997).

Son estructuras muy dinamicas, su tamafio, aspecto y numero varian segun el
tipo celular e incluso entre distintas células de un mismo tipo, dependiendo de
la tasa de transcripcion (Fig.11). Su funcion principal es la de almacenar, pre-
ensamblar y modificar los factores de splicing, permitiendo asi que estos sean
transportados a zonas transcripcionalmente activas donde sean requeridos
(Lamond & Spector, 2003). La disposicidn espacial de los NS no es aleatoria,
sino que se localizan preferentemente en zonas con una alta tasa de expresiéon
génica (Shopland et al., 2003). Asi, se ha visto que genes que comparten
maquinaria de transcripcién se disponen alrededor de un mismo NS. Por ello,
se considera que el NS genera un microambiente en la eucromatina que facilita
la transcripcion de los genes espacialmente asociados a este dominio nuclear.
Ademas, los CB y los NS se encuentran frecuentemente asociados en el
espacio, lo cual facilita el intercambio molecular entre ambos (Lafarga et al.,
1998; Matera and Wang, 2014).

4. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

4.1. Niveles de plegamiento del DNA

Fibra DNA-nucleosoma de 11 nm de didmetro o eucromatina

El DNA es la molécula que almacena la
informacién necesaria para la :
supervivencia celular. Gracias a ella la =

™

H2A )

célula realiza sus funciones Vvitales,

trasmitiendo esta informacion a las _
células hijas. EI DNA presenta distintas
conformaciones que aseguran una

correcta expresion de los genes segun
el momento del ciclo celular en el que se

encuentre. |
N y. ‘
La estructura basica del DNA eucariota ! N -

esta compuesta por el nucleosoma: una
dObl_e hebra de DNA enr0||,ada Figura 12. Estructura del nucleosoma. Su
negativamente alrededor de un nucleo nucleo esta formado por dos dimeros H3-H4 y

H 5 dos dimeros H2A-H2B. Alrededor, se dispone
de histonas, el cual esta formado a su una hebra de DNA de 147pb. Entro. los

vez por dos dimeros H3-H4 y dos nycleosomas existe una separacion de 10-80
dimeros H2A-H2B (Soria & Polo, 2012). pb (DNA-linker). Cuando el nivel de

: compactacion aumenta, el DNA linker
El DNA nucleosomal lncluye unas 147 disminuye, haciendo que los nucleosomas se

pares de bases en 1,7 vueltas, que se encuentren mas préximos.
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continua con el siguiente DNA nucleosomal por un DNA espaciador, de entre
10-80 pares de bases, asociado a una histona H1. (Vergara & Gutierrez, 2017)
(Fig.12). Esta estructura, formada por sucesivos nucleosomas interconectados
por el DNA espaciador, adopta la forma de “collar de perlas”’, de 11nm de
diametro, y se conoce como cadena nucleosomal.

Las histonas de la cadena nucleosomal pueden sufrir modificaciones post-
traduccionales, por ejemplo en la H1, que promueven su plegamiento en
estructuras de orden superior y permiten, en ultimo término, la segregacion de
los cromosomas en la division celular. Asi pues, se forma en primer lugar la
fibra cromatinica de 30nm de didametro. La hélice que conforma, llamada
solenoide, se compone de unos 6 nucleosomas por vuelta. (Ghirlando &
Felsenfeld, 2013). La fibra cromatinica puede experimentar plegamientos
adicionales y adoptar una conformaciéon cerrada y compacta de
heterocromatina. Tanto la fibra de 11 nm como la de 30 nm corresponden a la
conformacién de la cromatina durante la interfase.

Para describir la estructura de la fibra
cromatinica de 30 nm se han
propuestos dos modelos. El primero
propone una hélice con un unico
inicio en el que cada nucleosoma
interacciona con el quinto o sexto
siguiente. En el segundo modelo se
describe una hélice con dos puntos
de inicio donde los nucleosomas
interaccionan de dos en dos,
formando un zig-zag. (Yusuf et al.,
2018).

short region of
DNA double helix

“beads-on-a-string” ‘%

form of chromatin

U AN NN N

30-nm chromatin
fiber of packed

nucleosomes J_

section of
chromosome in
extended form

Cuando la célula entra en mitosis los
niveles de compactacion aumentan
progresivamente formandose fibras
de 300 nm, 700 nm y 1400 nm. La
fibora de 300 nm se conoce como
cromonema en los cromosomas

condensed section / (7 A(]” ) |
of chromosome

( /& A/ﬁ 7(10 nm
‘\‘ /A\lromere
—

entire
mitotic
chromosome

1400 nm

NET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN

mitéticos, correspondiendo con el
cromosoma desespiralizado. ElI
siguiente nivel de plegamiento es una
fibora de 700 nm de diametro que, a
su vez, sufre plegamientos
adicionales para formar el
cromosoma metafasico de 1400 nm
(Alberts et al., 2015) (Fig.13).

PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
IS 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS EXTENDED LENGTH

Figura 13. Niveles de plegamiento de la
cromatina. De arriba hacia abajo tenemos: la
doble hebra de DNA, el primer nivel de
compactacion en nucleosomas (11nm), la fibra
helicoidal de cromatina (30nm), el cromosoma
desespiralizado (300nm), el cromosoma
condensado (700nm) y el cromosoma mitético
completo (1400nm). Imagen obtenida de Alberts et
al., quinta edicion.
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Por tanto, la cromatina es una estructura dinamica que adopta distintas
conformaciones segun los requerimientos funcionales de la célula. Asi, se ve
influida por la expresion génica y sus cambios son de vital importancia para la
reparacion, sefializacion y restriccion del dafio en el DNA. Estas modificaciones
se producen gracias a las chaperonas de las histonas que regulan la posicidn
de las histonas; las variantes de histonas que se incorporan a la cromatina
segun el contexto transcripcional; las modificaciones post-traduccionales de las
histonas, especialmente metilacion y acetilacion, y el remodelamiento de
cromatina dependiente de ATP (Pan et al., 2014).

4.2. Eucromatina y heterocromatina
4.2.1. Eucromatina

La eucromatina o cromatina “abierta” es de vital importancia para los procesos
de transcripcion, replicacion, asi como de reparacion del DNA. Gracias a su
conformacién laxa, la maquinaria

necesaria para estas actividades | : .

puede acceder faciimente a la . ‘.

hebra de DNA y hacer su funcion. L s
Por contrapartida, la hace ; SRR e
vulnerable a agentes genotoxicos Lo Ow Rl e PN :
tanto endoégenos, como las G s ATES % 5
especies reactivas de oxigeno e o e
(ROS), que son productos del = SRS TR L
metabolismo celular, o exdégenos : % A

como las radiaciones ionizantes y \ = :
los agentes quimioterapicos = = oo o0

(Casafont et al., 2011). Por
T da;g‘.v 2/26;20;;.’ :§;md‘ic”aé‘eq p 1;3t b @

En los nucleos neuronales este ™ :
Figura 14. Patrén de predominio eucromatico.

es el tipo de cromatina ;
. Imagen de ME en la que se observa un nucleo neuronal
predominante, ya que estas con dos nucleolos, ocupado en su mayoria por una

células tienen una elevada tasa  estructura dispersa que corresponde a la eucromatina.
q ‘. - =) tant Asociados al nucleolo y a la periferia nuclear
€ expresion genica. For 1anto,  gncontramos dominios de heterocromatina, que se

reconoceremos estos nucleos en observa como una estructura compacta sefialada con
: : 2ot flechas. SN: speckles nucleares; CB: cuerpos de Cajal;

microscopia optlgg por sus |\ e,

extensas areas palidas y en

microscopia electrénica por la

presencia de una estructura altamente dispersa, descondensada (Mata, 2016)

(Fig.14).

Este tipo de cromatina se caracteriza por un patrén de histonas especifico que
consiste en la hiperacetilacion de las histonas nucleosomales
(H3,H4,H2A,H2B), por la actividad de histonas acetil-transferaras (HATs), y la
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trimetilacion de la histona 3 en distintos residuos (H3K4me3, H3K36me3 y
H3K79me3) por histona metil-transferasas (HMTs) (Jasencakova et al., 2000;
Castillo-Aguilera et al, 2016).La metilacion es una modificacidén que se suele
producir en los residuos de lisina que forman parte de las colas de las histonas,
aunque también se ha visto en residuos de arginina. Las HMTs encargadas de
estas modificaciones pueden afiadir uno, dos o tres grupos metilo. Este proceso
es reversible por la actividad de las histona-desmetilasas (HDMs) que disocian
los grupos metilo.

4.2.2. Heterocromatina

La heterocromatina tiene una conformacién mas compacta (Fig.15), lo que hace
dificil el acceso de factores reguladores de la transcripcion, y es
transcripcionalmente inactiva. Se han descrito dos tipos de heterocromatina, la
facultativa y la constitutiva. ElI primero alberga genes que se encuentran
silenciados en el transcurso de la diferenciacion celular por no ser necesarios
en el fenotipo concreto; sin embargo, puede pasar a la conformacién de
eucromatina cuando sea necesaria la expresion de dichos genes. Por el
contrario, la heterocromatina constitutiva se halla permanentemente silenciada
y generalmente no posee secuencias génicas codificantes, estando formada
mayoritariamente por secuencias repetidas de DNA (DNA satélite) de las
regiones pericentromeéricas y teloméricas.

En la mayor parte de los metazoos, las secuencias de las regiones teloméricas
estdn conservadas y enriquecidas
en la histona H3K9me3. Los
telomeros estan protegidos por el
DNA telomérico, formado por
multiples repeticiones de un
haxanucleétido, y un complejo
proteico, llamado “shelterina”, que
se acopla al extremo libre de los
telomeros y evita que la maquinaria
de respuesta al dafo del DNA se
active al reconocer el final de las
hebras de DNA. La conservacion de
estas secuencias de DNA y la union
de Ias. proteinas del complejo Figura 15. Dominios de heterocromatina. Imagen
shelterina hace pensar que la ge ME de células gliales. Se observan extensos
regulacion epigenética de dichas dominios de heterocromatina, altamente
regiones no es vital para su funcién. ~ SoTEASATE, Sue se asodian preferentemente  la
Las regiones pericentromeéricas, sin

embargo, no estan tan conservadas

por lo que en ellas los cambios epigenéticos cobran mayor peso (Alberts et al.,
2015).
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La heterocromatina, al igual que la eucromatina, presenta un patrén especifico
de histonas. En este caso, se caracteriza por una hipoacetilacién global de las
histonas nucleosomales y trimetilacion de la histona H4 en la lisina 20
(H4K20me3) y de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9me3), en el caso de la
heterocromatina constitutiva, y en la lisina 27 (H3K27me3) en la facultativa.
Esto hace que la cromatina se compacte, evitando el acceso de los factores
reguladores de la maquinaria de transcripcion y produciendo en consecuencia
un silenciamiento génico.

La hipoacetilacion se lleva a cabo por enzimas deacetilasas (HDACs). En
mamiferos las mas conocidas son las HDAC1, HDAC2 vy las sirtuinas
deacetilasas (SIRT) dependientes de NAD* de las que existen 7 tipos (SIRT
1-7). Estas acttan sobre un amplio espectro de substratos. Por ejemplo, el
papel de SIRT 1 en la regulacion de la cromatina se demuestra porque su
deficiencia produce cambios epigenéticos en la célula, presentando aumento en
la acetilacion de la histona H4 en la lisina 16 (H4K16ac) y desmetilacion en
H3K9 y H4K20 (Alberts et al., 2015; Mata, 2016).

Ademas de la metilacion en histonas, podemos encontrar metilacion del DNA
que suele darse en regiones ricas en uniones de citosina con guanina mediante
un enlace fosfato, conocidas como islas CpG, aunque también se produce en
regiones no CpG de células madre embrionarias. Estas regiones CpG suponen
un gran porcentaje de promotores y en ellas se produce una desmetilacion de
las citosinas cuando existe una activacion de la expresion génica (Fatemi et al.,
2005). Las enzimas que llevan a cabo la metilacién del DNA son las DNA metil-
transferasas (DTM 1, 3Ay 3B). La DTM 1 se encarga de propagar los patrones
de metilacion hereditarios mientras que la 3A y 3B metilan DNA de novo (Fatemi
et al., 2005).

Unido a estos cambios epigenéticos, la proteina de la heterocromatina 1 (HP1aq,
HP1B, HP1y) se une a la histona H3K9me3 y a otros factores que ayudan a la
regulacion de la heterocromatina, la expresion génica, la respuesta al dafio del
DNA (DDR) y a la diferenciacién y regulacion del ciclo celular. Esta proteina, en
sus distintas isoformas, al igual que la histona H3K9me3, es un marcador muy
conservado de la heterocromatina (Raurell-Vila et al., 2017).

4.3. Dominios asociados topolégicamente (TADs)

Durante la interfase, la eucromatina y heterocromatina se pliegan en dominios
de unas 500 Mb, llamados dominios topolégicamente asociados (TADs),
tomando asi una distribucion en el nucleo que las hace caracteristicas del tipo
celular al que pertenecen (Fig.16). La cromatina en los TADs forma bucles que
permiten la interaccion intracromosdmica, haciendo posible el encuentro entre
promotores y “enhancers” que se hallan distantes en la secuencia lineal del
DNA, pero que en el espacio tridimensional se encuentran proximos. Por tanto,
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estos territorios enriquecidos en interacciones génicas son de vital importancia
en la regulacion de la expresion génica tanto en la transcripcidn como en la

replicacion.

La organizacion de los TADs depende de la interaccion de la cromatina con
proteinas barrera que los delimitan, siendo especialmente relevantes las
cohesinas y el factor CFCT. Este ultimo cuenta con 11 dominios de zinc que se
unen a la secuencia especifica CCCTC- en una unica direccion (Adriaens et al.,
2018). Se ha propuesto que las cohesinas y CTCF son las responsables de la

A compartment

B compartment

Key:

™ Active gene

[~ Repressed gene

B Enhancer
Promoter gene

S Lamin

Trends in Genetics

Figura 16. Organizacion de la cromatina en TADs. Estos se pueden dividir en dos
compartimentos: A que corresponde a dominios transcripcionalmente activos -eucromatina- y B
que son dominios inactivos -heterocromatina-. Dentro de los TADs se producen numerosas
interacciones dinamicas entre enhancers y promotores que facilitan la activacion o inhibicion de la
transcripcion génica. Los TADs asociados a la lamina interna se conocen como LADs. Es
importante destacar que un LAD puede estar formado por varios TADs o bien un TAD puede
contener varios LADs. Imagen tomada de Gonzalez-Sandoval and Gasser, 2016; doi: https://

doi.org/10.1016/j.tig.2016.05.004

formacion de bucles de cromatina por su unidon a dos loci cromosomicos.
Ademas, CTCF estable la barrera de separacion entre TADs adyacentes.
Curiosamente, las zonas que flanquean estas proteinas barrera o aislantes
poseen un patron peculiar de los nucleosomas, caracterizado por la metilacién
de la histona H3K4me3 y/o la presencia de variantes de histona como la H2AZ,
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por lo que podrian ser un factor adicional
implicado en la formacion de estos

dominios (Oomen et al., 2019) (Fig.17). =

:
La alteracion del factor CFCT o de la N ‘
secuencia CCCTC- a la que se une, ’ -,

provoca la pérdida de los limites de estos
dominios, encontrandose interacciones
aberrantes entre promotores y
“‘enhancers” de distintos TADs que
resultan en una funciéon celular alterada {

(Adriaens et al.,2018). Se ha visto que

esto sucede en células tumorales, .

.. d 2rdida d lacic Figura 17. Estructura de un TAD. Las
originando una perdida de Su regulacion.  aghesinas, unen dos regiones cromosémicas
Sin embargo, las consecuencias de estas distantes mediante la formacion de un bucle,

: 2 it At que es mantenido gracias al anillo de
alteraciones en celulas POSt, mItOtI_Cas cohesinas. Estas regiones estan delimitadas
como las neuronas, es aun imprecisa, de otros TADs por el factor CTCF que se une
apuntando hacia un posible papel en la alareaion CCCTC- del DNA

neurodegeneracion.
5. DANO Y REPARACION DEL DNA
5.1. Introduccién

El DNA es una molécula susceptible al dafio generado por distintas fuentes,
conocidas como agentes genotoxicos. En primer lugar, tenemos una fuente
enddgena, el metabolismo mitocondrial, que genera especies reactivas de
oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrogeno y lipidos peroxidados como
residuos. Esta es la principal fuente de dano en el DNA neuronal, debido a la
gran demanda metabdlica que posee el cerebro. Se estima que el 25% de
glucosa y el 20% de oxigeno corporal son utilizados en la funcidn cerebral. Las
lesiones mas comunes producidas por estos agentes en el DNA son la pérdida
de bases puricas o pirimidinicas (abasic sites, AS), la oxidacion de bases y las
roturas de hebra unica (single-strand breaks, SSBs). Por otra parte, tenemos
una fuente exdgena, por ejemplo la radiacion ionizante, ultravioleta, el humo del
tabaco o los farmacos quimioterapicos. La radiacién UV y el humo del tabaco
son los agentes ambientales que producen dafio en el DNA con mayor
frecuencia, afectando principalmente a las células de la piel y pulmonares,
respectivamente. El sistema nervioso central esta protegido por el craneo y la
barrera hematoencefalica, siendo mas dificil el dafio neuronal por estos agentes
exogenos; aunque se ha demostrado que la radiacion ionizante y algunos
farmacos quimioterapicos son capaces de llegar al DNA neuronal y danarlo
(Pan et al., 2014). Por su parte, las neuronas del sistema nervioso periférico,
que estan desprovistas de barrera hematoenceféica, son mas vulnerables al
dafio en el DNA inducido por los farmacos antineoplasicos. Este efecto
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genotoxico queda reflejado, por ejemplo, en la induccion de neuropatias
periféricas producidas por la disfuncion de las neuronas de los ganglios
raquideos.

Los agentes genotoxicos generan dafo en distintos tipos de moléculas, ademas
del DNA; por ejemplo proteinas y lipidos, pero éstas pueden volver a
sintetizarse. Sin embargo, el dafio en el DNA puede causar mutaciones en
regiones transcripcionalmente activas, resultando en una alteracion de la
expresion génica que puede conducir a la produccion de mRNAs y proteinas
aberrantes. Por tanto, el dafio en el DNA generara una inestabilidad en el
genoma, pudiendo alterar la funcion celular y, en ultimo término, poniendo en
peligro la supervivencia celular (Madabhushi et al., 2014). Es por ello que
existen mecanismos muy rigurosos para detectar y reparar eficazmente el dafio
en el DNA celular, fendbmeno conocido como respuesta al dafio del DNA celular
(DNA damage response, DDR).

La DDR no solo detecta y repara el dafo, sino que ademas pone en marcha
otros procesos celulares, tales como cambios en la transcripcidén, remodelacién
de la cromatina, modificaciones del ciclo celular y/o apoptosis. Para ello se
requieren elaborados cambios epigenéticos en las histonas y la cromatina, de
manera que los multiples procesos implicados en la DDR se coordinen para
generar una respuesta dinamica y lo mas eficaz posible. Asi, ante un dano en el
DNA la cromatina se hace mas accesible, laxa y abierta, sefializando dicho
dafio y favoreciendo el reclutamiento de la maquinaria molecular de reparacién
para, posteriormente, tomar una conformacién cerrada y evitar la transcripcién
de una region aun dafiada (Soria et al., 2012).

El papel de la DDR es claramente beneficioso para evitar alteraciones mayores
en la funcién celula; sin embargo, consume mucha energia, por lo que una
hiperactivacidén de la misma puede también generar dafios. Se estima que para
reparar una unica DSB se necesitan unas 104 moléculas de ATP (Pan et al.
2014).

Una de las principales caracteristicas de la DDR es que no se trata de un
mecanismo unico, sino que segun el tipo de lesién que se produzca, distintos
mecanismos de deteccidn y reparacion se pondran en marcha. Por ejemplo, la
exposicion a la radiacion UV produce dimeros de timina que son reparados
mediante un mecanismo llamado “nucleotide excision repair’ (NER). Sin
embargo, el mismo tipo de lesion también se puede reparar por otros
mecanismos dependiendo del momento del ciclo celular en el que se encuentre,
el estado madurativo o el tipo celular. Asi, por ejemplo, las roturas de doble
hebra (“Double-strand breaks”, DSBs) son generalmente reparadas por la unién
de extremos no homologos (“nonhomologous end joining”, NHEJ); sin embargo,
en la fase S o G2 del ciclo celular se pueden reparar por recombinacién
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homdloga (“homologous recombination”, HR) al tener una cromatida hermana
que pueda ser usada como molde (Madabhushi et al., 2014).

5.2. Mecanismos de reparacion del dano en el DNA: la via NHEJ

La DDR consiste en la deteccion del daio, el procesamiento de los extremos en
el caso de tratarse de una rotura de una o de las dos hebras, la reposicion de
los nucledtidos lesionados, la religacion de los extremos y la restauracion de la
cromatina al estado previo a la lesion. Aunque esto ultimo se ha visto que no
siempre ocurre, en ocasiones la cromatina presenta cambios persistentes en su
conformacion (Pan et al., 2014).

Existen cuatro tipos principales de mecanismos de reparacion del DNA, cada
uno correspondiente a un tipo de daio concreto. La reparacidon por escision de
bases (BER) es un mecanismo que repara danos producidos por modificacion
en las bases, por ejemplo debido a oxidacion, alquilacién, deaminaciéon o
pérdida de la base. El componente basico de este mecanismo son las DNA
glicosilasas que detectan la base modificada y la escinden (Lindahl, 1974).

Otro tipo es la reparacién por escision de nucleétidos (NER). Este mecanismo
se activa por modificaciones que distorsionan la doble hélice, como los enlaces
cruzados causados por la radiacion UV, agentes quimicos o especies reactivas
de oxigeno. Esta forma de activacion la hace muy versatil para actuar frente a
distintos tipos de lesiones. En
mamiferos, este mecanismo
se ha subdividido en dos
tipos, la GG-NER (“Global-
genome nucleotide excision
repair”), que reconoce
lesiones a lo largo de todo el
genoma, y la TC-NER
(“Transcription-coupled NER?”),
que tan solo reconoce el dafio
en el DNA cuando se produce
en sitios activos de
transcripcion y comporta un

bloqueo de la RNA polimerasa Figura 18. Esquema de la DSBR. Ante un dafio en el DNA,

Il. Cabe destacar que la GG- como el producido por radiacion (IR), se genera una rotura
. de doble hebra (DSB). Esto genera la fosforilacién de la

NER se atenua con la proteina ATM, la cual fosforila la histona H2A, creando un
diferenciacion en muchos sitio de unién para MDC1. MDC1 a su vez recluta el
; ; complejo MRN que estabiliza el lugar de la rotura.
tIpOS celulares, mcluy_endo las Posteriormente se fosforilan distintos sustratos, que llevaran
neuronas, permaneciendo la  ala unién de 53BP1 0 BRCA1 al lugar de la rotura. Cuando
TC-NER como mecanismo 93BP1 se une, desencadena la via NHEJ; mientras que
., cuando es BRCA1 la que se une, se lleva a cabo la

preferente de reparacion del reparacion homologa (HR). Esquema obtenido de Mata-

DNA (De Laat et al., 1999). Garrido J, 2016.

HR (S/G2) NHEJ Go/G1
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La rotura de las hebras de DNA se reparan por otros mecanismos. La rotura de
hebra unica, SSB tiene su propia ruta de reparacién en la que lo mas
importante es procesar los extremos de tal forma que se puedan ligar. Para ello,
se necesita un extremo 3’ hidroxilo y un extremo 5’ fosfato. Sin embargo, en
determinadas ocasiones los SSBs pueden transformarse en DSBs, utilizando
otro mecanismo para su reparacion. Estas situaciones son, por ejemplo, la
presencia de varios SSBs cercanos, la activacion de la maquinaria de
transcripcion o replicacion en un lugar con SSB y la formacion de “R-loops”,
hibridos de RNA y la cadena no-molde del DNA en las horquillas de
transcripcion (Jackson, 2002).

Los DSBs son extremadamente dafiinas para la célula por la gran inestabilidad
genomica que producen, pudiendo dar lugar a recombinaciones génicas
inapropiadas o0 reorganizaciones

cromosomicas con severas JH2AX H2A-Ub

alteraciones funcionales que B

: oS- NHEJR
predisponen a la tumorogénesis e G0/G1
incluso pueden inducir la muerte
celular. Este tipo de lesiones tienen &:A-m(}gzggg

dos mecanismos de reparacidon

(“double stranded break repair”, :_%72

DSBR): la reparacion homodloga Enzimas para o Artemis
(HR) y la unién de extremos no © p'wesfe"éﬁﬂﬁl( g'ggi’
homodlogos (NHEJ) (Fig.18). La HR )

tiene lugar unicamente en la fase S 5 O > 3
y G2 del ciclo celular, y utiliza una 3:{3) Ct s

cromatida hermana como molde

para una reparacion sin errores de C‘,’,;‘;;';;;’ L;g*iézév

la secuencia lesionada. Sin

embargo, las células post- . Goma v s
mitoéticas, como las neuronas, 3 &F 8:5
estan paradas en el periodo GO del

ciclo celular y carecen de (a) tigacien

cromatidas hermanas que sirvan

de molde para la reparacion 5 — e 3
fidedigna del DNA dafiado. En este : e 5

caso, la reparacion se realizara

empalmando los extremos rotos Figura 19. Esquema de la via c-NHEJ. En esta via,

mediante la via de reparacién el heterodimero Ku70/80 se une a ambos extremos

; . del DSB, sirviendo de plataforma para el ensamblaje
NHEJ. Esta via es muy eﬂCIent_e y del resto de componentes de la DSBR. Asi, la DNA-
opera en todas las fases del ciclo  PKcs se une a la estructura y se autofosforila, lo cual
celular. siendo especialmente recluta nucleasas encargadas de procesar los
. ’ extremos. Una vez procesados, se une al lugar el
importante en G1 y GO complejo ligasa IV/XRCC4/XLF, que une ambos
(Madabhushi et al., 2014)_ extremos. Esquema obtenido de Mata-Garrido J,

2016.
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La via NHEJ es la principal estrategia para reparar DSBs en las células de
mamiferos, a pesar de su gran tendencia a producir errores y pequenas
deleciones de nucleétidos que afectan al marco de lectura en la transcripcion.
Se han descrito dos tipos de NHEJ, la clasica o NHEJ candnica (c-NHEJ) y la
NHEJ alternativa (alt-NHEJ); la segunda con una tasa de errores aun mayor
que la primera. Sin embargo, su importancia es crucial, puesto que la rotura en
si produce mucha mas inestabilidad en el genoma que las posibles mutaciones
debidas a su reparacién aberrante (Della-Maria et al., 2011).

La reparacion c-NHEJ se activa por la union de la proteina 53BP1 a la histona

H2A ubiquitinada en el sitio de lesién del
DNA. La reparacidn se inicia por un
complejo proteico en forma de anillo, el
heterodimero Ku70/80, que se une a
ambos extremos rotos del DNA. Esta
unién sirve como plataforma molecular
para el ensamblaje de otros
componentes de la maquinaria de
reparacion del DNA que promueven el
alineamiento de los dos extremos
terminales del DNA. Asi, las proteinas ku
del complejo ku70/80 interaccionan, entre
otras, con la quinasa DNA-PK. En
particular, la subunidad catalitica de la
DNA-PK (DNA-PKcs) juega un papel
fundamental en la via NHEJ. Las
moléculas DNA-PKcs pueden
interaccionar formando un puente
molecular entre los extremos del DSB.
Esta unidon, sinapsis, induce la
autofosforilacion de DNA-PKcs y la
fosforilacion por esta quinasa de otras
proteinas de la ruta NHEJ a las que
activa. Asi son reclutadas nucleasas
como ARTEMIS, PNPK, APE1 y TDP1/2
que se encargan de procesar los
extremos, escindiendo los extremos 3’ y
5’ danados. Esta etapa no es necesaria si
los extremos 3’ hidroxilo y 5’ fosfato estan
expuestos. En ocasiones, ademas de la
escision es necesario anadir nucleotidos
y para ello se recluta la DNA polimerasa
IV, uniendo nucledtidos al extremo 3’ de
la hebra. Una vez procesados, se
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Figura 20. Esquema de la via alt-NHEJ. La
activacion se lleva a cabo mediante la
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para el procesamiento de los extremos del
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obtenida de Mata-Garrido J, 2016.



requiere la religacion de los extremos para reparar la rotura del DNA, proceso
mediado por la actividad de la ligasa IV, que forma un complejo con otras
proteinas como XRCC4 y XRCC4-like factor (XLF) (Madabhushi et al., 2014)
(Fig.19).

La reparacion c-NHEJ es de vital importancia para la estabilidad gendmica y su
activacion es inmediata, a los pocos segundos de producirse el DSB. Sin
embargo, no siempre es posible su puesta en marcha, por lo que existen
alternativas, como la alt-NHEJ. Los mecanismos enzimaticos responsables de
esta via han sido menos estudiados (Fig.20), aunque se conoce que la histona
H1 esta implicada en su activacién y se cree que la PARP1 (poli ADP-ribosa
polimerasa 1) juega un papel similar al de la DNA-PK en la c-NHEJ. Mediante la
unién de cadenas de poli ADP-ribosa (PAR), la PARP1 activaria las enzimas
necesarias para esta via, entre ellas el complejo MRN (formado por Mre11,
Rad50 y Nbs1) del que forma parte la endonucleasa Mre11 - que escinde
nucledtidos del extremos 5 permitiendo el procesamiento de los extremos
danados-. Posteriormente la fusién la llevara a cabo en este caso la ligasa lll,
que forma un complejo con la proteina XRCC1 (Della-Maria et al., 2011).

6. DANO EN EL DNA Y NEURODEGENERACION
6.1. Dano en el DNA y envejecimiento neuronal

El envejecimiento neuronal se debe fundamentalmente a una inestabilidad en el
genoma causada por tres factores principales: acumulacion de dafio en el DNA,
reparaciones aberrantes del dafio y cambios en la organizacién de la cromatina
(Madabushi et al. 2014) (Fig.21).

Estudios recientes muestran que la propia actividad fisiolégica neuronal, como
por ejemplo la generada durante el aprendizaje, produce DSBs transitorias que,
normalmente, son reparados en menos de 24 horas, por lo que la formacion de
DSBs depende en gran medida de la actividad neuronal (Pan et al. 2014). Si
este dafno no es reparado adecuadamente, se acumula, produciendo una gran
inestabilidad gendmica, que al mantenerse en el tiempo se convierte en uno de
los factores implicados en el envejecimiento. Ademas del dafio en el DNA, otros
constituyentes y procesos celulares se ven afectados por el envejecimiento
celular; sin embargo, éstos pueden ser reparados y restituidos con mayor
facilidad (Chow & Herrup, 2015).

Es destacable que el envejecimiento neuronal se acompafa de una reduccion
significativa en la expresion de genes con funciones criticas para la
homeostasis neuronal, tales como los que controlan la plasticidad sinaptica,
concomitantemente con un aumento del dano en el DNA en promotores de
genes que se inducen por estrés oxidativo. Ante una lesion en una regidn
transcripcionalmente activa, la RNA polimerasa |l se detiene en la horquilla de
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transcripcion y, si no se repara, puede activar la apoptosis mediada por p53,
una proteina que actia como un “guardian del genoma”. Otra de las
alteraciones ocurridas durante la transcripcion esta relacionada con la hebra de
RNA naciente, que puede introducirse en la doble hebra de DNA y combinarse
con la hebra no transcrita, dando lugar a los llamados R-loops que son hibridos
de DNA/RNA. El RNA es mucho mas sensible a los danos, por lo que la forma
de procesarlos es transformandolos en SSBs o DSBs (Pan et al., 2014).

Dafio en el DNA

/
(111111 TTTTLT

Acumulacién de mutaciones /V Redistribucion de los marcadores
(irreversible) m epigenéticos enfs sitios de lesion
Acumulacién de dafio no reparado Alteracion de la
(reversible) expresion
genética en las
l zonas de lesion
Pérdida de la ‘
homeostasis Bloqueo de la
neuronal transcripcion en los Desregulacion
sitios de dafio de las funciones
‘ neuronales

Pérdida de funciones
neuronales,
senescencia

v

Envejecimiento /
Neurodegeneracion

Figura 21. Consecuencias del dafio en el DNA en el envejecimiento y la neurodegeneraciéon. Una
reparacion erronea del DNA (izquierda), da lugar a mutaciones que se propagan dando lugar a una
pérdida de la homeostasis neuronal. Estas mutaciones se pueden producir en genes que codifican para
componentes de las rutas de reparacién del DNA, lo que provoca una gran inestabilidad gendmica. En
otros casos, el DNA no es reparado (centro) por una deficiente DDR, esto provoca un bloqueo de la
transcripcion, que conlleva una disminucion en las funciones neuronales en la que los genes afectos
estén implicados. El dafio en el DNA también implica una modificacién del marco epigenético, lo que
afecta a la expresion génica.
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Ademas, a esta progresiva acumulacién del dafio se suma una menor
reparacion global del genoma. Asi, en neuronas envejecidas se ha observado
una disminucion en la actividad de enzimas necesarias para la DDR, por
ejemplo, en las DNA-glicosilasas responsables de la reparacion por escision de
bases, y la DNA-PK implicada en la NHEJ (Madabushi et al., 2014). Sin
embargo, esta disminuciébn en la reparacion parece selectiva, siendo mas
eficiente la reparacion de genes transcripcionalmente activos. Ademas, el
patron transcripcional de dos neuronas cualesquiera es completamente distinto,
por lo que las regiones con dafio no reparado en el DNA varian mucho de una
célula a otra. Sumado a esto, si las neuronas activas sufren mas dafo vy
reparaciones que aqueéllas menos activas, también veremos grandes
diferencias en la acumulacion de dafio con el paso del tiempo. Todo esto crea
una cierta vulnerabilidad en determinadas regiones en las que encontraremos
neuronas mas envejecidas que en otras. Estos distintos patrones de dafio
tienen gran interés, dada su estrecha relacion con los distintos fenotipos
existentes en las diferentes enfermedades neurodegenerativas (Chow &
Herrup, 2015).

En ocasiones, el dano es reparado pero de forma aberrante, por lo que se
acumulan mutaciones permisivas que contribuyen a la inestabilidad genémica al
generar mMRNAs y proteinas anormales que pueden conducir a una disfunciéon
neuronal. Es importante sefalar que la reparacion aberrante del DNA es
irreversible, mientras que la acumulacién de lesiones no reparadas es
reversible (Madabushi et al.,, 2014). Una vez se ha producido una mutacion,
ésta se propaga, lo que se conoce como variacion en el numero de copias
(CNVs), que no es mas que una alteracién de la secuencia génica - ya sea por
insercién, duplicacion, delecion, inversidn y/o traslocacion-. Se ha observado,
mediante tecnologias de secuenciacion gendomica avanzadas, que las neuronas
post-mortem presentan un elevado numero de CNVs comparado a las que
aparecen en otras células o en progenitores neuronales (Pan et al.,, 2014).
Ademas, cuando una CNV se presenta en genes que codifican para factores de
la DDR encontramos un envejecimiento prematuro, siendo evidencia directa de
su implicacién en la neurodegeneracion (Madabushi et al., 2014).

Recientemente se ha descubierto que durante la reparacion del dafio al DNA se
sintetizan pequefas hebras de RNA (miRNAs) que parecen reclutar factores
modificadores de la cromatina y proteinas sefializadores de las DBSs. Ademas,
algunas proteinas de union a RNA, como FUS y RBMX, son rapidamente
reclutadas en los sitios de dano mediante PARP1 y contribuyen también a
regular la reparacion de DSBs (Pan et al., 2014). Por tanto, su alteracién
también estara implicada en una respuesta al dafo ineficaz.

Durante la DDR se producen cambios en la conformacién de la cromatina, que
por una parte permiten el acceso a la maquinaria de reparacion mediante la
relajacion de la estructura, mientras que, por otro lado, compactan aquellas
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zonas que contienen genes dafiados, evitando su expresion y la posible
produccion de proteinas aberrantes. Asi, una vez reparado el dafio la cromatina
vuelve a su conformacion original, previa a la lesion. Sin embargo, esto no
siempre es asi, pudiendo quedar, como “memoria” celular del dafio en el DNA,
una alteracion persistente en los patrones epigenéticos de expresion génica.
Por otro lado, el dafo puede no ser reparado, permaneciendo la sefalizacion
del mismo a través de una redistribucion de SIRT-1, enzima encargada de la
deacetilacion de histonas para la conformacién de heterocromatina. Estos
mismos cambios se han visto en cerebros envejecidos de modelos animales
(Madabushi et al., 2014).

Los cambios degenerativos, asociados a la inestabilidad gendmica dependiente
de la acumulacion de lesiones en el DNA, finalmente llevan a una pérdida de
sinapsis o de arborizacion dendritica, dando como resultado una atrofia cerebral
tipica del envejecimiento, ademas de desencadenar un estado proinflamatorio
cronico. Asi mismo, se puede producir la acumulacion y agregacion de
proteinas mal plegadas y no funcionales (Chow & Herrup, 2015) que pueden
contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

6.2. Daino en el DNA en las enfermedades neurodegenerativas

La generacion de lesiones en el DNA y su reparacion son procesos que ocurren
constantemente y forman parte de la fisiologia normal del nucleo. No obstante,
cuando el balance entre ambos procesos se descompensa comienza a
acumularse DNA no reparado que lleva a una progresiva pérdida de la funcién
neuronal. Asi, cuando existe una alteracion en alguno de los factores que hacen
posible una correcta reparacion del dafio, se acumulan lesiones que pueden
desembocar en una enfermedad neurodegenerativa (Kirkwood, 2005).

Esta relacién entre la alteracion de la reparacion del DNA y el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas se ha puesto de manifiesto gracias a
diversos estudios en ratones transgénicos portadores de déficits en
determinados componentes de la DDR. Por ejemplo, el estudio de Vegh et al.
(2012), en el que se observa la pérdida de Ercc1 (proteina de reparacion por
escision del grupo de complementacion cruzada 1) que es un componente
esencial en multiples rutas de reparacion como en la BER, NER y DSBR. En
este modelo experimental, se observé que los portadores de esta mutacion en
heterocigosis desarrollaban un fenotipo neurodegenerativo, mientras que los
homocigotos morian durante la gestacion.

De la misma forma, se ha demostrado experimentalmente que la deficiencia en
Ku70, Ku80 o LIG4, todos ellos factores implicados en la NHEJ, conduce a una
apoptosis masiva en neuronas postmitéticas, una vez que han alcanzado su
estado maduro; mientras que las células progenitoras neuronales no se ven
afectadas. Esto recalca la gran importancia de este mecanismo de reparacion,
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el cual es absolutamente necesario para la supervivencia neuronal (Chow &
Herrup, 2015).

6.2.1. Enfermedades neurodegenerativas relacionadas con DSBR

Es importante destacar que son varias las enfermedades relacionadas con un
déficit en la reparacion de DSBs. Una de las mas estudiadas es la ataxia
telangiectasia (AT). Es una enfermedad autosdmica recesiva causada por una
mutacion en ATM (ataxia telangiectasia mutada), una proteina que, en
respuesta a DSBs, fosforila la histona H2AX (yH2AX), TP53B1 (“tumor protein
P53 binding protein”) y NSB1, un componente del complejo MRN necesario
para una correcta activacion de la NHEJ. En estos pacientes encontramos una
inactivacion de p53 con aumento de las DSBs que dan lugar a
radiosensibilidad, inmunodeficiencia y una predisposicion a la transformacion
maligna tumoral. Ademas, se acompafia de sintomas neuroldgicos
caracteristicos secundarios a la atrofia cerebelosa: déficits en el movimiento y la
coordinacion desde muy jovenes, apraxia oculomotora y disartria. (White&Vijg,
2016; Madabushi et al.,, 2014). La enfermedad “ataxia telangiectasia
like” (ATLD) cursa con la misma fisiopatologia, pero de una forma mas tardia.
Su causa subyace en una mutacién en

MRE11, proteina del complejo MRN que se

compone ademas por RAD50 y NBS1. Una o éﬁ;ﬁiﬂz
vez reconocida la lesién este complejo se une ? 5 L
a ella reclutando mas factores implicados en | -

la reparacion.

Immune defects

Por otra parte, mutaciones en NBS1
producen otra enfermedad llamada sindrome
Nijmegen (“Nijmegen breakage syndrome, N
NBS”) que, en lugar de presentar atrofia
cerebelosa, se caracteriza por una marcada o
microcefalia. No obstante, si que comparte la s ?
radiosensibilidad, inmunodeficiencia y -
predisposicidon a malignizar con la AT y la

ATLD (Digweed&Sperling, 2004).

Cancer

Radiosensitivity

Figura 22. Caracteristicas de un

. . . paciente con ataxia telangiectasia.

enfermedades, ya que las tres afectan la enfermedades causadas por una

.. . . alteracion en la DSBR causan
actividad ATM. Sin embargO’ mientras que la inmunodeficiencia, radiosensibilidad, un

AT y la ATLD evitan la apoptosis, permitiendo  aumento del riesgo a padecer cancer y

la supervivencia de neuronas dafiadas, el neurodegeneracion. En el caso de los
pacientes con AT y ATL la

NBS desenCadena Ia muerte Ce|U|ar neurodegeneracién se manifiesta

generando microcefalia (Madabushi et al., principalmente en forma de atrofia
2014) (Fig 22) cerebelosa, mientras que en el NBS

cursan con microcefalia. Imagen
obtenida de McKinnon, 2004.
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Junto al NBS, hay otras tres enfermedades que por déficits en factores de
reparacion de DSBs cursan con microcefalia. Este es el caso del sindrome de
Seckel producido por una mutacion en ATR, una proteina quinasa que sefaliza
los DBSs. El sindrome LIG4 también cursa con esta caracteristica, pero en este
caso la mutaciéon es en la ligasa 4 o también llamada XRCC4 que es la
encargada de religar los dos extremos de la rotura. El sindrome XLF afecta la
proteina XLF (“XRCC4-like factor”) que también interviene en la unién de los
extremos (Pan et al., 2014).

6.2.2. Enfermedades neurodegenerativas relacionadas con SSBR

Al igual que el dafio producido por DSBs, el generado por SSBs es también
sumamente importante ya que éste, a pesar de causar menos inestabilidad
genomica, es tres veces mas frecuentes en el sistema nervioso que el
producido por DSBs. Las alteraciones en su mecanismo de reparacion también
se relacionan con el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas.
Asi la ataxia con apraxia oculomotora

(AOA1) es producida por mutaciones " ‘Apraxta oculomotora

en el gen de la aprataxina (APTX) que " Inmunodeficiencia

codifica una proteina que permite la TN T
union de los extremos de la cadena / \
lesionada de DNA al interactuar con ce’,‘;{,‘f.':sa
XRCC1/LIG3 y PARP1, dos factores | + Albmina - Deteror cognive |
implicados en la SSBR. AOA1 al igual * Caopterol
que AT produce ataxia, apraxia Nuseant 7 N\U aomt

oculomotora y atrofia cerebelosa,
ademas de presentar deterioro

cognitivo, hipoalbuminemia e en la SSBR y DSBR. AT, AOA1 y

hipercolesterolemia. .Sin Pjnj.bargo,. SCAN1 comparten como manifestacion
AOA1 no presenta radiosensibilidad ni comun Ia atrofia cerebelosa. A diferencia

predisposicion a desarrollar cancer de AT, en la que los pacientes presentan
(Fig.23). Otra enfermedad mucho alteraciones en la inmunidad y cancer,
menos frecuente es la ataxia AOA1y SCAN1 estan mas restringidas
espinocerebelosa con neuropatia al SNC.

axonal (SCAN1), que es producida por

una mutacion en la tirosil-DNA fosfodiesterasa 1 (TDP1) que es una enzima
encargada de hidrolizar enlaces fosfotirosina en el extremo 3'. Este tipo de
enlaces son generados cuando la actividad de la topoisomerasa 1 (TOP1) es
abortada. La TOP1 produce roturas transitorias en la hebra de DNA 'y se une a
su extremo 3’ a través de residuos tirosina para inducir la relajacion de la hebra
de DNA y permitir que la RNA polimerasa pueda progresar a lo largo del molde
de DNA vy llevar acabo la transcripcion. El déficit de TDP1 impide la reparacion
de las lesiones ocasionadas por la actividad fisiologica de la TOP1, lo que
conduce a la acumulaciéon de dafio en el DNA. En la ataxia espinocerebelosa

Figura 23. Esquema de alteraciones
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los pacientes presentan atrofia cerebelosa, sin deterioro cognitivo ni apraxia
oculomotora, y tampoco exhiben tendencia a malignizar. No obstante, si
presentan discreta hipercolesterolemia e hipoalbuminemia (Madabhushi et al.,
2014; Pan et al., 2014).

6.2.3. Enfermedades neurodegenerativas relacionadas con NER

Mutaciones en componentes de esta ruta de reparacién también se han visto
relacionados con varias enfermedades como la xeroderma pigmentosa (XP), el
sindrome Cockayne (CS) y la tricotiodistrofia (TTD). Estas tres enfermedades
estan caracterizadas por fotosensibilidad, ademas de presentar alteraciones
neurologicas (Fig.24).

Figura 24. Fenotipo de xeroderma pigmentoso y sindrome de cockayne. A. Nifio de
4 meses con XP que debuta con una quemadura severa. B. Lesiones cutaneas tipicas
del XP: atrofia cutanea, efélides, maculas hipopigmentadas y telangiectasias. C.
Microcefalia y facies tipica de los pacientes con CS. D. Caquexia y distonia en un
paciente de 6 afios con CS. Imagenes obtenidas de Rapin et al., 2000.

41



La XP se produce por una mutacién en el gen que codifican la proteina XPA que
sirve como proteina estructural para el ensamblaje de otros componentes de la
ruta NER (GG-NER y TC-NER), tales como XPB y XPD, dos DNA helicasas que
también pueden encontrarse mutadas en esta enfermedad. Asimismo, también
podemos tener alteradas XPF y XPG que son endonucleasas implicadas en el
procesamiento del DNA a través de la via NER. Estos pacientes tienen mayor
tendencia a padecer distintos tipos de cancer, ademas de presentar
manifestaciones neuroldgicas en un 25% de los casos, siendo caracteristica la
microcefalia y el retraso mental. Sin embargo, la mutacion en XPC que es una
proteina encargada de sefializar la lesion en GG-NER no provoca sintomas
neuroldgicos, lo que nos senala la importancia de la TC-NER en la reparacién
del DNA neuronal (Anttinen et al., 2008).

Los pacientes con CS pueden tener mutaciones en XPB o XPD y manifiestan
un fallo del desarrollo, acompanado de envejecimiento prematuro y
neurodegeneracion progresiva. Por su parte, los pacientes con TTD presentan
otros tipos de mutaciones en el gen XPD, dando en un 80% de los casos
sintomas neurolégicos como microcefalia y retraso mental (Madabhushi et al.,
2014; Kralund et al., 2013).

6.2.4. Enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la expansion de
repeticiones de trinucleotidos

Existen varias enfermedades que tienen como causa una expansion de
repeticiones de trinucledtidos. Las mas conocidas son la enfermedad de
Huntington (HD) y el sindrome de X fragil (FXS).

La HD es una enfermedad autosomica dominante que se debe a una repeticion
de CAG en el gen de la huntingtina (HTT) que se expande con el paso del
tiempo. En esta enfermedad el sintoma clave es la disquinesia; sin embargo,
también presentan alteraciones cognitivas y neuropsiquiatricas que pueden
debutar mucho antes que los movimientos coreiformes. El gen HTT codifica una
proteina, la hungtingtina, que en respuesta al dafio en el DNA colocaliza con la
proteina ATM, una quinasa implicada en la sefializacién del dafo que constituye
un componente esencial de la DDR (Maiuri et al., 2019). Se ha demostrado que
la expansion de CAG en la mutacién del gen HTT puede deberse a los
mecanismos de reparacion BER o TC-NER. En este contexto, se ha
demostrado que la pérdida de 7,8-dihidro-8-oxoguanina-DNA glicosilasa, una
enzima de BER, en modelos animales con HD produce una supresion en la
expansion de trinucledtidos. Asimismo, la supresiéon de CSB, una proteina
especifica de TC-NER, estabiliza la expansion (Pan et al. 2014).

El FXS es una enfermedad ligada al cromosoma X causada por una expansion
de CGG en el extremo 5UTR del gen FMR1 (“fragile X mental retardation 17).
Se caracteriza por retraso mental en diferentes grados, aumento del volumen
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testicular y dismorfias faciales. De la misma forma que ocurre en HD, la
expansion de CGG parece tener una relacion con los mecanismos de
reparacion del DNA. Se ha visto que la pérdida de LIG4, una DNA-ligasa
necesaria para la c-NHEJ, aumenta la expansion de CGG. Por tanto, en este
caso es probable que la causa de la expansidn sea una alteracion en los
mecanismos de reparacion, en lugar de ser producto de los mismos como
ocurre en HD (Gazy et al., 2018).

6.2.5. Otras enfermedades neurodegenerativas

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa que
se caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo que se acompafa de
alteraciones conductuales. La AD, también conocida como demencia senil de
tipo Alzheimer, ocurre generalmente en pacientes mayores de 65 afos, por lo
que ya existe una base de alteraciones gendmicas propias del envejecimiento.
Se ha demostrado que en los pacientes con AD existe un aumento del dafio en
el DNA y una disminucion de las proteinas implicadas en la reparacién de
DSBs, como la DNA-PKcs, y en la BER (Herrup et al., 2013). Sin embargo, esto
también ocurre en el envejecimiento normal, por lo que hay que discernir si
estos hallazgos estan implicados directamente en la etiopatogenia de la
enfermedad.

Para profundizar en esta hipotesis se han realizado estudios en el modelo
murino p25/Cdk5. Cdk5 es una proteina quinasa que necesita la ciclina p35
como unidad catalitica para asi fosforilar la proteina ATM. Esta ciclina, en
condiciones de neurotoxicidad, se degrada dando lugar a la ciclina p25 que se
une a Cdk5 cambiando la especificidad del complejo y su localizacion celular.
En este caso, los ratones presentan caracteristicas similares a los pacientes
con AD, como el depdsito de B-amiloide, los ovillos neurofibrilares de tau, la
astrogliosis, la reduccion de las sinapsis y la pérdida neuronal. Al hacer un
analisis comparativo entre los ratones p25/Cdk5 presintomaticos y los que ya
presentaban signos patolégicos se vio un incremento de DSBs en los
segundos. Por tanto, es evidente que la persistencia de DSBs sin reparar juega
un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (Madabhushi et al.2014).
Sobre la base de este descubrimiento, se ha investigado por qué se acumulan
DSBs en estos ratones p25/Cdk5, observandose que existe una inhibicion de
las histona deacetilasas HDAC1 y SIRT1, lo que aumenta la acetilacion de
histonas y hace al DNA mas susceptible al dafio (Chow & Herrup, 2015). De
esta forma, la pérdida del patron de hipoacetilacion, ademas de aumentar la
susceptibilidad por la conformacién laxa de la cromatina, permite que el dafo
en el DNA se perpetue dando lugar a mayor inestabilidad gendmica.

La segunda patologia neurodegenerativa mas frecuente es la enfermedad de
Parkinson (PD) que se caracteriza por alteraciones motoras a causa de una
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. En este
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caso se ha visto que existe dafio en el DNA sin reparar, no por una alteracién
en las proteinas implicadas en la DDR, sino por una disfunciéon mitocondrial que
provoca estrés oxidativo y alteraciones metabdlicas. Asi una respiracion
mitocondrial ineficaz provoca un dafio directo en el DNA, ademas de poder
alterar los mecanismos de reparacion del mismo (Pinto et al., 2018). Las
mutaciones en los genes PRKN y PINK1 son, entre otros factores,
responsables de la acumulacion de mitocondrias alteradas que producen un
estrés oxidativo que conduce a la forma familiar de PD (Finsterer 2011). De la
misma forma, algunas toxinas ambientales, como es el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP), tienen un efecto neurotoxico sobre las neuronas
dopaminérgicas al inhibir la cadena de transporte de electrones mitocondrial y
aumentar la generacion de ROS. Esto provoca unos sintomas muy similares a
los que aparecen en la enfermedad de Parkinson (Bose & Beal, 2016).

Otra enfermedad en la que se ha demostrado un claro papel de los DSBs y de
alteraciones en la DDR en su patogenia es la esclerosis lateral amiotréfica
(ALS). Esta puede ser esporadica (90% de los casos) o familiar (10%). ALS es
una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las neuronas motoras del
cortex, tronco del encéfalo y médula espinal dando lugar a la denervacion del
musculo estriado y por tanto causando una atrofia muscular progresiva
(Kwiatkowski et al., 2009).

Mutaciones en la proteina FUS (“Fused in sarcoma”) se han relacionado con las
formas familiares de la enfermedad (fALS). FUS es una proteina de union a
DNA/RNA que esta implicada en la senalizacion de la DDR. Asi al producirse un
dafo en el DNA es fosforilada por ATM y DNA-PKcs promoviendo el
reclutamiento de XRCC1/LIG3 a través de PARIilaciéon (Poli-ADP Ribosilacion)
que es llevada a cabo por PARP1. Estas son proteinas implicadas en las vias
SSBR y alt-NHEJ, por lo que la mutacion de FUS conllevara una alteraciéon de
las mismas. FUS ademas posee dominios de interaccion con la histona
deacetilasa HDAC1, que son los que encontramos mutados en muchas de las
fALS. Este hecho, puede indirectamente modular la reparacion del DNA, ya que
HDAC1 es necesaria para que la cromatina cambie de conformacién y asi
pueda permitir el acceso a la maquinaria de reparacion (Wang et al., 2018).

Otra proteina de union a DNA/RNA, TDP-43 (“TAR DNA-binding protein 43”),
también ha sido implicada en la patogenia de fALS. TDP-43 se localiza
normalmente en el nucleo, sin embargo en los casos con fALS la proteina se
transloca al citoplasma (Mackenzie et al., 2010). En un estudio llevado a cabo
por Mitra et al. (2018) se demuestra que en células madre derivadas de
motoneuronas que carecen de TDP-43 existe un aumento de DSBs y una
disminucion en la activacion de la via NHEJ debida a un menor reclutamiento
de XLF/LIG4.
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7. RESPUESTA NEURONAL AL DANO EN EL DNA
7.1. Estructura del nacleo neuronal: Organizacion de la cromatina

La arquitectura nuclear es especifica del tipo celular y del estadio madurativo en
el que se encuentre, ademas puede verse alterada de diversas formas ante
distintos estados fisiopatolégicos. Su organizacion es fundamental, puesto que
de ella dependen las funciones celulares. De esta forma, la estructura nuclear
estd determinada por la organizacién de los cromosomas en territorios
especificos, la posicidén de los genes dentro de los cromosomas vy la distribucion
de los cuerpos nucleares. La funcién nuclear depende de esta organizacion,
asegurando una adecuada interaccion entre los distintos compartimentos
nucleares (Takizawa and Meshorer, 2008).

En general, el nucleo neuronal se identifica por el predominio de eucromatina,
su prominente nucléolo y las granulaciones intercromatinicas, donde reside la
maquinaria de “splicing”. Ademas, el cuerpo o soma neuronal presentan un
citoplasma caracteristico, debido a una amplia distribucién de la maquinaria de
traduccién formando la sustancia de Nissl. El nucleo esta ocupado por un gran
volumen de eucromatina, que se extiende entre el nucleolo y la periferia, donde
existe un ambiente permisivo para la transcripcion. En cambio, la
heterocromatina supone una minima parte del volumen nuclear, disponiéndose
asociada al nucléolo y a la lamina nuclear de la MNI (Fig.25). Este patréon se
explica por la elevada actividad transcripcional que presentan las neuronas
(Sarkander & Uthoff, 1976). Por esta razén, el DNA neuronal es altamente

Figura 25. Estructura neuronal. A. El citoplasma es abundante en organulos, entre las que destaca un
gran numero de mitocondrias (asterisco), dado su elevado metabolismo energético. Asimismo, presenta
abundantes cuerpos de Nissl, que corresponden a RER donde se lleva a cabo la traduccion de
proteinas. Entre los organulos, se distribuyen elementos del citoesqueleto que dan aportan soporte
estructural, denominados neurofibrillas (flecha). B. Nucleo neuronal, en el cual se observa la distribuciéon
dispersa de la cromatina (eucromatina), entre la que se disponen los granulos intercromatinicos (NS y
CB). Asociada al nucleolo, se encuentran dominios de cromatina altamente compactados (flecha:
heterocromatina).
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susceptible a sufrir DSBs, ya que la conformacion abierta de la cromatina
facilita el acceso a agentes genotéxicos (Mata-Garrido et al., 2016; Misteli &
Soutoglou, 2009).

Los cambios que se producen en la estructura y organizacion de la cromatina
son estudiados con diferentes aproximaciones metodoldgicas que demuestran
una gran reorganizacion de los dominios de heterocromatina durante la
diferenciacion neuronal. En ESCs (“embryonic stem cells”) indiferenciadas
aparecen pocos focos de gran tamafio, en ESCs derivadas de progenitores
neuronales se disponen en numerosos focos pequenos, mientras que en las
neuronas maduras aparece pocos focos altamente compactados (Aoto et al.,
2006; Meshorer and Misteli, 2006). Mediante estudios con enzimas de
restriccion se pueden observar los cambios en la longitud de repeticion del
nucleosoma (“nucleosome repeat length”, NRL), que es el espacio
correspondiente al DNA espaciador entre dos nucleosomas. La modificacion del
NRL esta directamente relacionado con cambios en la expresion génica, de tal
forma que cuando disminuye su longitud, la cromatina aumenta su
compactacion, generando un silenciamiento génico. Esto se produce durante la
diferenciacion neuronal y el envejecimiento, asi como en enfermedades
neurodegenerativas (Jaeger and Kuenzle, 1982; Berkowitz et al., 1983). Por
ejemplo, se ha visto que, al comparar sujetos sanos con pacientes con EA,
existe en los ultimos una menor sensibilidad a la nucleasa microcdcica, la cual
se encarga de cortar el DNA espaciador (Lewis et al., 1981; Lukiw et al., 1990).
La sensibilidad a esta nucleasa depende directamente del NRL, por lo que una
disminucion en su longitud conllevara una menor sensibilidad. Este hallazgo
demuestra una disminucion de los NRL en los pacientes con AD, lo que parece
indicar una disminucion de la actividad transcripcional y esto, en ultimo término,
se traduce en un deterioro de la actividad neuronal.

Estos estudios, y otros, revelan un elevado dinamismo de la estructura de la
cromatina, la cual se modifica con los cambios morfolégicos y funcionales de
células o tejidos. Esto ocurre de forma fisiologica durante los distintos estadios
de la diferenciacion celular, asi como en determinadas condiciones
fisiopatologicas, por ejemplo, en enfermedades neurodegenerativas. No
obstante, antes de producirse grandes cambios en la conformacién de la
cromatina, aparecen modificaciones mas sutiles: cambios en la posicidén
espacial de distintas regiones de los cromosomas, de diferentes “loci” de genes
e incluso de cromosomas completos (Takizawa and Meshorer, 2008).

Como se ha comentado anteriormente, la posicién de los cromosomas en el
espacio nuclear no es al azar, sino que se disponen en territorios cromosdémicos
altamente regulados que aseguran una correcta funcion celular. Para estudiar la
topografia cromosdmica, se pueden utilizar dos regiones compuestas de
secuencias repetitivas que son facilmente detectables mediante
inmunofluorescencia e hibridacion in situ durante la mitosis y la interfase, estas
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son los centrédmeros y los teléomeros (Misteli, 2005). De esta forma, se ha visto
que, en las células de Purkinje los centromeros, al igual que los telomeros, se
encuentran agrupados en forma de heterocromatina, situandose en la periferia
y asociados al nucléolo. Ademas, los centromeros de algunos cromosomas -
como es el caso del cromosoma 2 y el 11 en las células de Purkinje-, se
disponen en proximidad formando un patrén caracteristico, mientras que en las
células granulares del cerebelo este patron es completamente distinto, lo que
indica que estos patrones son especificos del tipo celular (Vadakkan and Li,
2006). Es interesante sefialar que esta disposicion, en las células de Purkinje -
célula post-mitotica-, de los centrédmeros en forma de heterocromatina es la que
poseen al salir del ciclo celular. Por el contrario, en otros tipos celulares, como
los fibroblastos, los centromeros no se encuentran siempre agrupados, sino que
cambian su conformacién segun la fase del ciclo celular en la que se
encuentren, para asi facilitar la replicacion del DNA (Martou and Boni, 2000;
Bartholdi, 1991). Estos resultados demuestran la importancia de la localizacién
nuclear de los cromosomas y sugieren que los dominios cromosémicos son
moviles, pudiendo reorganizarse en el interior nuclear.

Esto cobra vital importancia en respuesta al dafio en el DNA ya que, con el fin
de facilitar la reparacion de las lesiones en el DNA y evitar la inestabilidad
gendmica, se generan reorganizaciones cromosomicas en el interior nuclear.
Asi, ante un DSB “se reactiva” el ciclo celular, pasando de GO a G1 (Casafont et
al., 2011). Sin embargo, la entrada en la fase G1 no supone una reactivacion
efectiva del ciclo celular como tal, ya que no llega a pasar a la fase S. La
transiciéon G0-G1 esta inducida por la expresion de la ciclina D -un marcador de
la fase G1 y regulador de la progresién a fase S-, pero con la ausencia de
expresion de ciclina E -un marcador de la fase S y G2-. Por tanto, esta entrada
en fase G1 sin activacion franca del ciclo celular, posiblemente se trate de un
mecanismo para facilitar la reorganizacion cromosomica en el espacio,
favoreciendo la movilizacibn de regiones cromosomicas dafadas hacia
ambientes de represién transcripcional, asi como un modo de inducir la
expresion de las proteinas necesarias para la DSBR vy facilitar su interaccién
con el DNA lesionado.

De la misma forma, cambios en la posicion espacial de los “loci” génicos en el
interior nuclear también siguen una regulacion estricta. Por ejemplo, en las
células de Purkinje, el gen Plc3 aumenta progresivamente su expresion entre el
dia 2 y 7, por lo que debe cambiar su posicion desde la periferia, donde existe
un ambiente represivo, hacia el interior nuclear entre el dia 3 y 5. En cambio, un
gen con expresion constante, como Ror, no cambia su posicion (Martou and
Boni, 2000). Por tanto, el reposicionamiento de genes esta directamente
relacionado con su expresion. Asi pues, la reorganizacion de regiones
genodmicas tiene como objetivo modular la expresién de la informacion genética
contenida en las mismas.
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7.2 Reparacion del daio en el DNA neuronal: focos de lesion transitorios y
permanentes

7.2.1. Respuesta al dafio del DNA

El dafio en el DNA desencadena una serie de mecanismos reparadores que
tienen repercusion en la organizacion nuclear y, consecuentemente, inciden en
la regulacién de la transcripcion y el ciclo celular. De esta forma, durante la
DDR se forman dos compartimentos de cromatina, en los cuales tiene lugar el
procesamiento de los DSBs. Un compartimento transitorio, que tiende a
desaparecer dentro de las 24h de producirse el dafio, y otro persistente, donde
se acumula el DNA dafado no reparado o irreparable. Ambos compartimentos
concentran componentes de la DDR, como yH2AX, Ub-H2A, pATM y 53BP1, lo
que significa que las rutas de sefnalizacion del dafio en el DNA permanecen
activas hasta que la DDR haya concluido (Casafont et al., 2011).

La activacion de la DDR se inicia con la fosforilacion de la variante de la histona
H2A, H2AX, en la serina 139, a una
distancia de 4 residuos del extremo
carboxi-terminal. La H2AX es una de las
variantes de histona mas conservadas,
representa de un 2-25% del pool de
histona H2A. Al producirse DSBs, la forma
fosforilada de H2AX, yH2AX, se presenta
en forma de focos nucleares (Fig.26), los
cuales alcanzan su maxima expresion a
las 0.5h de inducirse el dafno en el DNA.
La fosforilacion de H2AX se extiende a los
flancos de lesién del DNA y es llevada a
cabo por quinasas de la familia de la
fosfatidil inositol 3 quinasa, que son la

. . . Figura 26. Focos yH2AX positivo. Se
ataxia-telangiectasia mutada (ATM), observan neuronas mediante microscopia

ataxia-te|angiectasia y Rad3-related confocal. En ellas se distinguen varios focos

. . . de dafio permanente, inmunomarcados con
(ATR)’ y la proteina quinasa dependiente YH2AX de color verde. Véase como estos se

de DNA (DNA-PK). Asi, YH2AX actua disponen asociados al nucleolo. Imagen
como marcador del dafo del DNA, obtenida de Lafarga M & Berciano M.T.
ademas se propaga hasta 1 megabase en (2014)

los flancos de la lesién con el fin de

amplificar la sefal de dafio y promover el reclutamiento de las moléculas
efectoras de la DDR (Rogakou et al., 1998) (Fig.18).

En este contexto, la histona yH2AX proporciona un sitio de unién para la
molécula MDC1 (“Mediator of DNA Damage Checkpoint 17). MDC1 es una
proteina que, mediante la fosforilacion de su dominio SDT, recluta al complejo
MRN, estabilizando los extremos rotos del DNA. A su vez, el complejo MRN
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capta moléculas de ATM fosforilado (pATM), lo que permite la fosforilacion de
sustratos. Asi, el complejo ATM-MRN asociado a MDC1 es el responsable de la
propagacion de la sefal de yH2AX. MDC1, también recluta la ubiquitina ligasa
RNF8, que produce la ubiquitinacién de la histona H2A y yH2AX. RNF8 es
transportada al lugar del dafio gracias a su unién a WRAP53, que se une al
dominio FHA de RNF8 y al motivo WD40 de MDC1. La ubiquitinacion de las
histonas H2A es fundamental para el reclutamiento de proteinas efectoras de la
DSBR, tales como 53BP1, BRCA1 y RAD51, que son ensambladas gracias a
su interaccion con WRAPS3, la cual actua como estructura mediadora para
facilitar la interaccién con los factores de la DDR (Henriksson et al., 2014). La
interaccion de H2A-Ub con una u otra proteina de la DDR, indica la ruta de
reparacion que se va a llevar a cabo. Asi, cuando H2A-Ub interacciona con
53BP1, el DSB se reparara mediante la ruta NHEJ; mientras que cuando
interacciona con BRCA1, lo hara mediante la via HR. En el caso de las
neuronas, que son células post-mitéticas, la ruta que se activara sera la NHEJ.

7.2.2. Organizacion espaciotemporal y dinamica de los focos de lesion en
neuronas: focos transitorios y permanentes

Para estudiar los focos de lesion neuronal se analizan los patrones de
expresion de yH2AX, como marcador del dafno en el DNA, y 53BP1, como
factor clave para la reparacion del DNA por la via NHEJ, con técnicas
inmunocitoquimicas (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Dimitrova et al., 2008).
Para analizar la respuesta neuronal al dafio en el DNA, Casafont et al. (2011)
realizaron un estudio en neuronas del ganglio sensitivo de la rata, comparando
animales control con ratas que habian sido expuestas a una dosis subletal de
radiacion ionizante (4Gy) de rayos X y sacrificadas a distintos tiempos post-
irradiacion (p-IR) (Fig.27). Posteriormente, Mata-Garrido et al. (2018) obtuvieron
los mismos resultados en neuronas corticales de ratas y ratones, lo que sugiere
que la respuesta al daio en el DNA es universal en las poblaciones neuronales
del sistema nervioso, al menos de los mamiferos.

Oh post-IR 3h post-IR 15d post-IR 30d post-IR 45d post-IR

—

vH2AX 2. 53BP1

Figura 27. Doble inmunomarcaje para yH2AX y 53BP1 en neuronas disociadas de ganglio
sensorial. A. Neurona control, no radiada, con inmunomarcaje nucleoplasmico difuso para 53BP1 y
ausencia de sefal para yH2AX. B. A las 3h post-radiacion, yH2AX y 53BP1 se co-localizan en
numerosos focos de dafio transitorio, que se distribuyen por todo el nucleo a excepcién del nucleolo. C-
E. Alos 15, 30 y 45 dias post-radiacion, aparecen entre 1-3 grandes focos persistentes, intensamente
marcados para YH2AX y 53BP1, que van disminuyendo de intensidad a lo largo del tiempo. Imagen
obtenida de Mata-Garrido, 2016.
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Asi pues, los referidos autores observaron que en las neuronas control yH2AX
era casi indetectable, mientras que existia una expresién difusa en el
nucleoplasma de 53BP1. Resulta de gran interés la existencia de una respuesta
muy temprana, ya detectable a las 0,5 h p-IR, consistente en la paricién de
numerosos focos pequefios (0,4-1um2), conocidos como “Irradiation induced
foci” (IRIF), inmunorreactivos para yH2AX 'y 53BP1 y distribuidos por el nucleo
con excepcidon del nucleolo. Este patrén refleja la fosforilacion de H2AX en los
sitios donde existen DSBs y el reclutamiento de 53BP1 al foco.
Progresivamente, en las primeras 24h p-IR, los IRIF dramaticamente
disminuyen en numero, mientras los que persisten son de mayor tamano (hasta
2,5um2). Este curso temporal de la respuesta al dano en el DNA pone de
manifiesto la existencia de focos transitorios, que desaparacen tras 1 dia p-IR,
gracias a una DDR rapida y eficaz. A partir del tercer dia y hasta el ultimo
periodo p-IR analizado (15 dias), persisten muy pocos IRIF (de uno a tres), son
de gran tamano (hasta 6,5um?2) y se localizan preferentemente asociados al
nucléolo (70%) o a la periferia nuclear (25%), dos regiones con un
microambiente represivo que se mantienen transcripcionalmente inactivas.
Estos focos de dafo persistente (“persistent DNA damage foci”, PDDF) son
regiones en las que la conformacion de la cromatina no puede ser restaurada a
su estado nativo, previo al dano, debido a la persistencia de DSBs que son
dificiles de reparar o irreparables (Mata-Garrido et al., 2018).

Se ha visto que los focos de lesion en el DNA se producen en el 100% de las
neuronas a las 0,5h p-IR y que el porcentaje de neuronas portadoras de PDDF
permanece elevado, aproximadamente un 80%, a los 15 dias. Estos datos
reflejan la existencia, en la mayoria de las neuronas, de dominios con dafio en
el DNA que no ha sido reparado. Por el contrario, en las neuronas control solo
el 5% presentan focos de yH2AX aislados, lo que probablemente sea producto
de un dafo enddgeno en el DNA (Casafont et al., 2011).

Otra cuestion importante es determinar si la acumulacién de lesiones en el
DNA, inducidas con la dosis de radiacion ionizante utilizada (4 Gy), produce
degeneracion y apoptosis neuronal. Para ello, se utilizé la tincion convencional
con violeta de cresilo de cortes semifinos de 1um de espesor, que demuestra
de manera muy precisa la citologia neuronal. Este estudio revela la ausencia de
cambios significativos en la estructura de las neuronas irradiadas respecto a las
no irradiadas control 24h p-IR. Asimismo, se utilizo la técnica TUNEL (“Terminal
deoxynucleotidyl transferase -TdT- dUTP Nick-End Labeling”), que marca la
fragmentacion internucleosomal del DNA en las células que estan
experimentado la apotosis. Esta técnica se basa en el reconocimiento de los
extremos de los DSBs gracias a la accion de la TdT, que es capaz de catalizar
la adicion de dUTPs marcados al extremo 3’ hidroxilo de la hebra, sin necesidad
de cebadores. Las neuronas irradiadas fueron también TUNEL-negativas,
corroborando la ausencia de apoptosis (Kyrylkova et al., 2012).
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Tomando los resultados del estudio en su conjunto, se evidencia que la
radiacion genera daino en el DNA que, sin inducir la degeneracion y apoptosis,
promueve su procesamiento a través de la NHEJ de forma eficiente. Asi, a
pesar de que el dafio no es reparado en su totalidad, se asegura la estabilidad
genodmica con la formacion de PDDF, encargados de aislar el material genético
dafiado, lo que permite una correcta expresidn de los genes intactos y, por
tanto, una buena funcion neuronal (Gémez-Herreros et al., 2014).

7.3 Organizacion de la cromatina en los focos de lesién permanente

Los PDDF son considerados un compartimento nuclear bien definido, debido a
sus claros limites con la eucromatina adyacente (Mata-Garrido et al., 2018).
Con el microscopio electronico
aparecen como areas
nucleoplasmicas bien delimitadas
en regiones de eucromatina,
pero preferentemente asociadas
a microambientes nucleares de
represidon transcripcional,
particularmente el dominio
perinucleolar y la periferia
nuclear. A mayores aumentos,
exhiben una conformacidn
mayoritariamente laxa de la
cromatina, que esta compuesta
por por una red de pequehias
fibras de cromatina de 11nm, que
permiten una gran accesibilidad
a la maquinaria de reparacion del
DNA, asi como algunas “fibras
cromatinicas” convencionales de
aproximadamente 30nm de
diametro (Mata-Garrido et al.,

2016; Dorigo et al., 2004). EI
estudio inmunocitoquimico
ultraestructural con particulas de
oro coloidal, pone de manifiesto
que esta red laxa de fibras
cromatinicas esta enriquecida en
53BP1 y WRAP53 (Fig.28 a-b).
Asi, las particulas de oro decoran
fuertemente las fibras de
cromatina con el anticuerpo
anti-53BP1 y, en menor medida,
con el anticuerpo anti-WRAP53.

B

Figura 28. Organizacion de los PDDF. A.

Inmunomarcaje con ME para 53BP1 en el interior del
PDDF, que se dispone entre dominios de eucromatina,
cercanos al nucleolo (No) B. Ensayo transcripcional
insitu con ME en el que no existe incorporacion de 5’FU
en el PDDF C-E. Inmunomarcaje para yH2AX, donde se
observan dos PDDFs perinucleolares, y para CTCF,
distribuido de forma difusa a lo largo del nucleo y
concentrado en los limites de los PDDFs. F-G.
Inmunomarcaje de CTCF en la periferia de los PDDF,
aunque se encuentran algunas particulas de oro en el
interior del PDDF (asterisco). Imagen obtenida de Mata-
Garrido, 2018.
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Mientras que 53BP1 es un factor esencial para la reparacion del DNA via NHEJ,
WRAPS3 es especialmente importante por su implicacion en el remodelado
permanente de la cromatina, ya que facilita el acceso a los factores de la DDR
(Henriksson et al., 2014).

Para comprender los limites entre la eucromatina transcripcionalmente activa y
el DNA danado de los PDDF, se ha estudiado la posible implicacion de la
proteina CTCF, que actua como aislante entre diferentes regiones de la
cromatina. Asi, mediante estudios de inmunofluorescencia y microscopia
confocal con anticuerpos dirigidos contra CTCF se observa un patron nuclear
difuso de distribucion de CTCF, pero que presenta focos de elevada
concentracion en la periferia de los PDDF. La concentracion de CTCF en la
interfase entre el PDDF y la eucromatina adyacente ha sido confirmada a nivel
ultraestructural utilizando inmunomarcaje con particulas de oro coloidal (Mata-
Garrido et al.,, 2018) (Fig.28 d-g). Por tanto, la proteina CTCF parece ser
necesaria para aislar el DNA no reparado de la eucromatina que lo rodea, y asi
poder mantener la estabilidad gendmica.

7.4 Influencia del dafo en el DNA sobre la expresion génica

Existe una estrecha coordinacion entre los mecanismos de reparacion del DNA
y la actividad transcripcional global. Asi, se ha visto que la transcripcién global
del genoma es extremadamente sensible al dafio en el DNA. Mediante un
ensayo de transcripciodn in situ, Casafont et al., 2011 estudiaron la incorporacién
de 5-fluorouridina (5’-FU), un precursor de RNA, en el RNA naciente en ratas
control y ratas expuestas a radiacion ionizante a diferentes tiempos p-IR. Los
resultados indican una caida global en la sefal de incorporacion de 5’FU a las
0,5h p-IR, tanto nucleolar (sintesis de rRNAs) como extranucleolar, en la
eucromatina (sintesis de mRNAs). Existe, por tanto, una inhibicion de los
complejos de RNA polimerasa | y Il y reduccion de las factorias de
transcripcion. En esta fase muy temprana p-IR, las factorias de transcripcidon
preservadas probablemente correspondan a la transcripcion de genes
directamente implicados en la DDR y en la respuesta de estrés celular. Sin
embargo, resulta de gran interés la observacion de que la tasa de transcripcion
global se recupera en mas del 90% 24h p-IR. Esta inhibicién transitoria de la
transcripcion global se correlaciona con la aparicion de los focos transitorios de
dafio del DNA (IRIF) en multiples dominios del genoma y su posterior
desaparicion (Casafont et al., 2011). Por tanto, las DSBs de los IRIF parecen
interferir con la progresion de los complejos de la RNA pol Il en la horquilla de
transcripcion, dando como resultado una parada transitoria de la transcripcion
hasta que se produzca la reparacion del DNA. Esta respuesta es importante
para mantener la estabilidad gendmica y evitar generar mRNAs y proteinas
anomalas.
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Asi pues, la reparacion de los focos
transitorios permite la restauracion de
la tasa de transcripcion global y, por
ende, el correcto funcionamiento
celular. No obstante, a la estabilidad
genomica contribuye la formacioén de
los PDDF, donde el material genético
dafado, no reparado o irreparable, es
aislado evitando la expresién de
proteinas aberrantes y manteniendo la
supervivencia neuronal. Las neuronas
de mamiferos son células diploides,
por lo que el bloqueo de la
transcripcion de genes atrapados en
los PDDF puede ser compensado por
la expresidon de la segunda copia del
gen (Mata-Garrido et al., 2018).

Para confirmar el bloqueo de la
expresion génica en el interior de los
PDDF, Mata-Garrido et al. (2016) han
estudiado la expresion génica en los
PDDF. Para ello realizaron tres
aproximaciones experimentales.
Primero, el ensayo de transcripcion in
situ con 5’FU. A nivel ultraestructural
reveld una intensa incorporaciéon de
5FU en los extensos dominios de
eucromatina (sintesis de mRNAs), asi
como en el componente fibrilar denso
del nucléolo, donde tiene lugar la
transcripcion del rDNA para generar
los rRNAs. Por el contrario, en los
PDDF no se detectd RNA naciente,
creandose un limite muy nitido entre la
eucromatina transcripcionalmente
activa y la inactiva de los PDDF (Fig.

*

Figura 29. Expresion génica en los PDDF. La
imagen inferior, muestra la incorporacion de 5’FU
al RNA naciente, observandose la ausencia de
incorporacion en el interior del PDDF (asterisco).
Por el contrario, alrededor se observa una
captacién dispersa por el resto del nucleo,
creando una interfase entre el PDDF, donde no
existe transcripcién, y la eucromatina no dafiada
de alrededor. En la imagen superior, observamos
CTCF, inmunomarcado con particulas de oro
coloidal, situado preferentemente en la periferia
del PDDF, con alguna particula adherida en el
interior del compartimento. Imagen cedida por
Lafarga M.

29). Segundo, la tincion preferencial EDTA para ribonucleoproteinas (RNPs),
que permite destacar estructuras ricas en RNA, como son el nucléolo, la
eucromatina, los CBs y “speckles” nucleares. Con esta técnica, mientras que la
eucromatina adyacente a los PDDF aparecia intensamente contrastada por la
abundancia de complejos de RNPs, relacionados con el procesamiento y
transporte de pre-mRNAs, los PDDF tenian una apariencia electrolucida debido
a la escasa concentraciéon de RNPs. Por ultimo, el andlisis de la expresion de la
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RNA polimerasa Il activa, utilizando el anticuerpo H5 que reconoce la RNA pol Il
fosforilada en la Ser2, implicada en la fase de elongacion de la transcripcion. El
estudio con inmunoelectrénica de la distribucion de esta RNA polimerasa ha
revelado la ausencia de marcaje en los PDDF, que si estaba presente en la
eucromatina adyacente. Por tanto, a la vista de estos resultados se confirma
que los PDDF son regiones en las que existe una clara inhibicién de la
expresion génica. Asimismo, la regidon con represion transcripcional
corresponde con exactitud a la distribucion de yH2AX, por lo que la expresion
de YH2AX puede ser considerada, no solo un marcador del dafio, sino también
del silenciamiento génico en las neuronas con dafo en el DNA (Mata-Garrido et
al., 2018). De acuerdo con la presencia de pATM y Ub-H2A en los PDDF,
estudios recientes demuestran que esta inhibicion de la transcripcion es
mediada por la ubiquitinacién de la histona H2A de forma ATM-dependiente.
Asi, la ubiquitinacion de H2A por la ubiquitina ligasa RNF8 produce un
silenciamiento génico, mientras que la desubiquitinacion de H2A supondria una
restauracion de la transcripcidon (Shanbhag et al., 2010).

7.5 Asociacion espacial de los focos de dafio permanente con
microambiente de represién transcripcional

Los PDDF no se distribuyen de forma £, & - P §
: , . 5'-FU | ol 4
aleatoria dentro del nucleo, sino que XNes 4 =« K
se encuentran preferentemente : ¢ T et S
asociados al nucléolo y, en menor ; '
medida, a los dominios de
heterocromatina situados en la : :
periferia nuclear, con sélo una A
minima proporcion de PDDF
localizados en el interior del nucleo
(Mata-Garrido et al., 2018) (Fig.30 y
31). Asociados al nucléolo y la
periferia nuclear, los PDDF estan
bajo la influencia de un ambiente de
represion transcripcional (Politz et al.,
2013). En las neuronas de
mamiferos, estos ambientes

represivos se forman por el
agrupamiento de la heterocromatina
de las regiones centroméricas y
teloméricas en la superficie nucleolar
y la periferia nuclear (Akhmanova et
al., 2000). Es bien conocido que junto
a la heterocromatina se encuentran
numerosas proteinas de
silenciamiento como la proteina

FEVIEI A N
Figura 30. Asociacion del PDDF al nucleolo. En
esta muestra, el PDDF (asterisco) aparece
asociado al nucleolo (No) en un ambiente de
represion transcripcional. La eucromatina de su
alrededor aparece transcripcionalmente activa,
incorporando moléculas de 5FU. Véase cémo
existe inmunomarcaje para 5FU en el nucleolo,
correspondiendo a la transcripcion del DNAr. CB:
Cuerpo de Cajal. Imagen cedida por Lafarga M
(Mata-Garrido et al., 2018).

]
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metilada de unién al DNA (“methylated DNA-binding protein”) MeCP2 y los
complejos de represion polycomb (PRC1 y PRC2), que pueden silenciar los
genes que se encuentren en su proximidad. Asi, esta localizacion de los PDDF
facilita el silenciamiento de genes dafiados de forma selectiva, lo cual
contribuye a preservar la estabilidad gendmica. Asimismo, hay evidencia de que
las DSBs contenidos en el nucleolo y en la heterocromatina periférica pueden
moverse a la periferia de estos compartimentos para asi asociarse a la
eucromatina, donde hay un ambiente mas permisivo que favorece el acceso a
los componentes de la DDR (Jakob et al., 2011). Queda por determinar si los
PDDF perinucleolares y de la periferia nuclear pueden reclutar DSBs no
reparadas del rDNA o de la heterocromatina.

& Fibrillarin & Fibrillarin & Coilin

& H4k20m3 & HP1y & TMG-cap

g;,-ﬁ?\ b

¢

Figura 31. Organizacion espacial de los PDDF. A y B. Asociacion del PDDF al nucleolo. En rojo
yH2AX inmunomarcado en rojo. En verde encontramos la fibrilarina, componente de varias
ribonucleoproteinas, entre las que destacan las snoRNPs implicadas en el procesamiento del RNA
ribosomal en el nucleolo. C. Asociacion del PDDF con los cuerpos de Cajal (CB). En verde encontramos
inmunomarcada la proteina coilina, la cual se encuentra en los CB y es necesaria para la biogénesis de
los snRNPs. D y E. Asociacién del PDDF a la heterocromatina. Inmunomarcados en verde encontramos
los marcadores de heterocromatina H4K20me3 y HP1y. F. Asociacion del PDDF a los speckles
nucleares (SN). Inmunomarcaje de TMG-cap en verde, esta estructura se encuentra en los snRNAs que
se almacenan en los SN. Imagen obtenida de Lafarga M & Berciano M.T. (2014).

7.6 Identificacion de las secuencias de DNA mas vulnerables al dafno en el
DNA y su implicacidon en procesos neurodegenerativos

Con el fin de conocer si existen secuencias mas vulnerables a sufrir una lesion,
se han estudiado las secuencias contenidas en los PDDF, comparando los
resultados de neuronas que han sido irradiadas con neuronas control. Para ello,
Mata-Garrido et al. (2018) realizaron un estudio de inmunoprecipitacion de
cromatina asociado a una PCR cuantitativa (ChlP-qPCR) para analizar las
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secuencias de DNA asociadas a la histona yH2AX, un marcador de lesién en el
DNA. Asi, en primer lugar, se fijan las uniones proteina-proteina y proteina-DNA
con formaldehido, lo cual evita redistribuciones en las histonas durante el
proceso de preparacién de la muestra. En segundo lugar, las células se lisan y
la cromatina se fragmenta mediante sonicacion o mediante enzimas de
restriccion. Con los fragmentos de DNA-proteina se lleva a cabo la
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-yH2AX. Una vez obtenidos estos
fragmentos inmunomarcados, las uniones DNA-proteina estabilizadas con
formaldehido son revertidas con una reaccion térmica a 65°C (Dubrana, 2001).
Asi pues, el DNA liberado es por ultimo amplificado mediante PCR vy
secuenciado.

De esta forma, Mata-Garrido et al. 2018 observaron que el 90% de las
secuencias de DNA unidas a YH2AX encontradas en las neuronas irradiadas
también estaban presentes en las neuronas control, lo que confirma la
existencia de regiones gendmicas mas vulnerables, con mayor susceptibilidad a
sufrir dafos en el DNA o mas refractarias a su reparacion. El analisis de las
secuencias, ademas revelo que muchas de ellas contenian o se encontraban
cercanas a genes con funciones esenciales para la homeostasis neuronal, tales
como la neurotransmision, la plasticidad sinaptica, la ruta de la pentosa-fosfato,
la ruta autofagica-lisosomal y el control de calidad de las proteinas. De gran
interés fue la identificacion de 16 genes que aparecen catalogados en OMIM
(“Online Mendelian Inheritance in Man”) por su implicacion en enfermedades
genéticas, la mayoria relacionados con enfermedades neuroldgicas vy
neuropsiquiatricas (Fig.32). Entre ellos, y por su especial importancia en
neuropatologia, voy a comentar 4 de los genes mas vulnerables al dafio en el
DNA o refractarios a su reparacion que estan enriquecidos en los PDDF, a
saber, epmZ2a, serpinii, il1rapl1y scn4a.

El gen epm2a que codifica para la proteina laforina, una glicogeno fosfatasa,
implicada en la autofagia. Una alteracion de epm2a, produce una acumulacién
de poliglucosanos, dando lugar a la enfermedad de Lafora. Esta es un tipo de
epilepsia mioclénica progresiva, que se manifiesta durante la adolescencia con
crisis generalizadas tonico-clonicas, mioclonias, ausencias, “drop attacks” y
alucinaciones visuales. Esta enfermedad produce una neurodegeneracion que
conduce a la muerte prematura del paciente hacia los 10 afios (Aguado et al.,
2010).

Otro caso es el del gen serpini1 que codifica para la proteina neuroserpina, un
inhibidor de la serin-proteasa. Cuando este gen esta dafiado se produce una
acumulacion de esta proteina, provocando la encefalopatia familiar con cuerpos
de inclusion de neuroserpina (“Familial encephalopathy with neuroserpin
inclusion bodies”, FENIB), que se caracteriza por una epilepsia mioclénica
progresiva de aparicion en la tercera década de la vida y demencia de tipo
frontal en la quinta década (Zarranz; Neurologia, 6° edicion 2018).
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aga Aspartilglucosaminidasa Aspartilglucosaminuria
appl2 Proteina adaptadora, con un dominio central de Adiccion a sustancias
interacciéon PH, un dominio C-terminal fosfotirosina (Ptb)
y un dominio cremallera de leucina

cdh10 Cadherina 10 Autismo

epm2a Laforina glucanofosfatasa Enfermedad de Lafora

fbxo30/fbxw7 Proteina 7 con repeticion f-box/WD Glioma, inestabilidad genémica

griatl Receptor glutamato 1 Esquizofrenia, trastorno bipolar,
trastorno depresivo, trastornos de
aprendizaje y memoria

gria2 Receptor glutamato 1 Esquizofrenia, trastorno bipolar,
trastorno depresivo

htr1a Receptor de serotonina 5-HT-1A Esquizofrenia y trastorno depresivo

il1b Interleuquina 1 Enfermedad de Alzheimer

il1rapl1 Proteina accesoria del receptor de interleuquina 1 Autismo, retraso mental

Ibr Receptor lamina B Sindrome de Reynolds

rab38 Proteina relacionada con Ras Rab38 Demencia frontotemporal

scn4a Subunidad alfa del canal de sodio 1.4 Paralisis periédica hiperkalemica,
miotonia agravada por potasio,
paralisis periddica hipokalemica,
paramiotonia congénita, miotonia
fluctuante, mioclonia

serpini1 Neuroserpina Encefalopatia familiar con
inclusiones de neuroserpina

sugct Succinil-CoA; Glutarato-CoA transferasa Migrafha

tkt

Transketolasa

Sindrome de Wernicke-Korsakoff,

encefalopatia de Wernicke

Figura 32. Esquema de los genes contenidos en secuencias vulnerables al dafno. Secuencias
inmunomarcadas con yH2AX en los PDDF de neuronas corticales, que han sido relacionadas con
enfermedades neurolégicas y neuropsiquiatricas en humanos. Esquema obtenido de Mata-Garrido et
al., 2018

El gen il1rapl1, también encontrado en estas secuencias, codifica una proteina
accesoria del receptor de interlequina 1, y su alteracién ha demostrado estar
implicada en el retraso mental asociado al cromosoma 21, asi como en algunos
fenotipos del espectro autista, en los cuales existe retraso mental. Se ha
observado que el il1rapl1 situado a nivel post-sinaptico, media el impulso
excitatorio mediante la interaccion con la proteina presinaptica tirosina fosfatasa
(TPT). Por lo tanto, cuando este receptor se ve alterado, se genera una
disfuncion sinaptica que es el sustrato de estas dos enfermedades (Hayashi et
al., 2013).

Por su parte, el gen scn4a, que codifica la subunidad alfa 1.4 del canal de
sodio, también se ha visto relacionado con secuencias vulnerables al dafio. Las
alteraciones en este canal, produce varios fenotipos de afectacion de la
musculatura esquelética, bien sean aumentando o disminuyendo la actividad de
este canal. Asi, una elevada actividad del canal, genera un aumento en la
excitabilidad muscular, pudiendo producir miotonia, miotonia agravada por K+y
paramiotonia congénita. La miotonia se presenta en forma de rigidez muscular,
ya que se producen contracciones involuntarias, que permanecen durante
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varios segundos tras haber cesado el movimiento voluntario. Generalmente, la
rigidez es mayor al iniciar el movimiento, pero ésta va disminuyendo con la
actividad. Por el contrario, los pacientes con paramiotonias son aquellos en los
que la rigidez empeora con la actividad muscular repetida. El descenso en la
actividad del canal, produce una disminucion de la excitabilidad muscular,
generando paralisis periddicas, que a su vez pueden ser hipercalémicas e
hipocalémicas. La paralisis periédica consiste en periodos de debilidad que
puede ir desde moderada a severa, debidas a una despolarizacion sostenida de
la fibra muscular, lo que inactiva los canales de sodio. Un episodio tipico se
instaura en unos minutos pudiendo durar desde horas hasta unos pocos dias,
siguiéndose de una recuperacion espontanea. No obstante, muchos pacientes
desarrollan de forma tardia, alrededor de la cuarta década de vida, una
debilidad permanente que progresa lentamente. En los casos de paralisis
periddica hipercalemica, los ataques suelen asociarse a niveles de K* elevados
en suero (K*>5mM), y se suelen asociar a miotonia, que suele manifestarse
antes de la paralisis. En los casos de paralisis peridodica hipocalemica, los
ataques se desencadenan por una disminucion de los niveles de K* en suero
(K*<3mM), generalmente provocado por vomitos, diarreas o un aumento de la
ingesta de carbohidratos, y a diferencia de la hipercalémica, no asocia miotonia
(Cannon, 2017).
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