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SUMARIO

La integridad de los genomas eucariotas puede verse amenazada durante la replicacion
del ADN. En este proceso se debe duplicar el genoma con la mayor fidelidad posible. Sin
embargo, situaciones que perturban la replicacion o cantidades limitantes de nucledtidos
causan estrés replicativo alterando la estructura de la cromatina, esencial para garantizar
una correcta replicacion, ya que establece donde se inicia el proceso y regula la expresion
génica. Las alteraciones en la estructura de la cromatina ponen en peligro la integridad
genética y epigenética de la célula, lo que genera graves consecuencias para el organismo.

Palabras clave: Daio celular, estructura de la cromatina, estrés replicativo, epigené-
tica, enfermedad, senescencia, envejecimiento y cancer.

SUMMARY

Genomic integrity in eukaryotic cells can be threatened during DNA replication. In
this process, the entire genome must be duplicated with the major possible accuracy. Ne-
vertheless, limited supply of nucleotides or situations in which replication is perturbed are
both a source of replication stress, disturbing chromatin structure, which is essential to
ensure a proper replication as it establishes where the process starts and regulate gene
expression. Alterations in chromatin structure risks genetic and epigenetic cell integrity,
which leads the organism to severe consequences.

1 Ignacio HERRERO TAPIA es Graduado en Biologia por la Universidad de Salamanca.
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1. INTRODUCCION

El codigo genético es universal. Pese a la gran diversidad de la vida, todos los
organismos vivos de la Tierra almacenan su informacion genética en moléculas de
ADN de doble cadena y todas las células replican su informacion hereditaria para
copiarla y transmitirla a la siguiente generacion. Los dafios en este proceso, comun
a todos los organismos vivos, son dafios importantes para la célula, que tiene que
reparar para mantener la integridad de su genoma y asi evitar que se transmitan a
la siguiente generacion, pues si los dafios en el ADN no fuesen reparados podrian
llevarla al envejecimiento, muerte celular o a una proliferacion excesiva que con-
duciria al desarrollo de tumores?.

El genoma es el conjunto de genes dispuestos en los cromosomas dentro de la
célula, es decir, la secuencia total de nucleotidos que constituye el ADN de un indi-
viduo o especie. La complejidad y el tamano de los genomas es caracteristica de
cada organismo. Asi, los genomas eucariotas, que segiin explica la teoria de la
endosimbiosis evolucionaron gracias a un proceso simbiotico® y tienen, por tanto,
genomas hibridos de gran tamafio, son mas grandes y complejos que los de los pro-
cariotas®.

Las células poseen un ciclo de vida y la replicacion sucede en la fase de sin-
tesis, es decir, en la fase S del ciclo celular. Empieza siempre en puntos concretos
del genoma, llamados origenes de replicacion, que en algunos organismos tienen
secuencias caracteristicas. La diferencia del tamafio y complejidad de los genomas
eucariotas y procariotas, previamente mencionada, puede apreciarse en el nimero
de origenes que presenta cada uno. En eucariotas hay multiples origenes de repli-
cacion, mientras que en el genoma procariota solo existe un unico origen.

La replicacion es un proceso esencial y por eso esta altamente regulado, ya que
la vulnerabilidad que presenta el ADN expuesto, debido a su desenrollamiento y

2 RoBLES, R. G., RAMIREZ, P. A. A., & VELASQUEZ, S. P. P. (2012). Epigenética: definicion,
bases moleculares e implicaciones en la salud y en la evolucion humana. Revista Ciencias de la
Salud, 10 (1), 59-71.

3 ZIMORsKl, V., Ku, C., MArTIN, W. F., & GouLb, S. B. (2014). Endosymbiotic theory for
organelle origins. Current opinion in microbiology, 22, 38-48.

4 LyNcH, M., & CONERY, J. S. (2003). The origins of genome complexity. Science, 302 (5649),
1401-1404.
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aparicion de cadenas simples de ADN enormemente sensibles, necesita un punto
de control o checkpoint que se active en presencia de dafios y que retrase la mitosis
para poder asegurar la reparacion del mismo’. Este mecanismo de control esta
regulado principalmente por un grupo de proteinas quinasas®. Por eso es muy
importante su correcto funcionamiento, ya que defectos en el checkpoint de la fase
S conllevarian la produccion de dafios y roturas en el ADN, que en mamiferos
podria acarrear letalidad embrionaria, determinados sindromes como ataxia telan-
giectasia’ o cancer?®.

2. DANOS EN LA REPLICACION: ALTERACIONES EN LA ESTRUCTURA
DE LA CROMATINA

El tamafio del genoma eucariota presenta un reto particular para la célula:
empaquetar y organizar el ADN para que quepa dentro de los limites del nucleo y
al mismo tiempo pueda presentar el dinamismo suficiente para permitir el acceso
a determinadas secuencias especificas, como genes o elementos reguladores’. En
las células que no se encuentran en periodo de division celular, el ADN se encuen-
tra enrollado en torno a una serie de proteinas llamadas histonas —pequenas fosfo-
proteinas basicas con una gran composicion de aminoacidos de carga positiva en
su cadena lateral, como arginina y lisina, que facilitan la union a la molécula de
ADN, cargada negativamente—, proteinas no histonicas y ARN, y diseminado por
el nacleo interfasico. Estos complejos entre el ADN eucaridtico, ARN y proteinas
conforman la cromatina, con una composicion aproximada del doble de proteina
que de ADN!'Y. La microscopia electronica ha demostrado que la unidad basica de
la cromatina es el nucleosoma y que las fibras de cromatina tienen la apariencia de
un collar de cuentas que se extiende con las cuentas separadas, en intervalos de 200
pares de bases.

5  HusTeDT, N., GASSER, S. M., & SHIMADA, K. (2013). Replication checkpoint: tuning and
coordination of replication forks in s phase. Genes, 4 (3), 388-434.

6 Takepa, D. Y., & Durta, A. (2005). DNA replication and progression through S
phase. Oncogene, 24 (17), 2827-2843.

7  LobisH, H., BERK, A., ZIPURSKY, S. L., MATSUDAIRA, P., BALTIMORE, D., & DARNELL, J.
(2000). Mutations Affecting Genome Stability.

8 Kastan, M. B., & BARTEK, J. (2004). Cell-cycle checkpoints and cancer. Nature, 432
(7015), 316-323.

9  MACALPINE, D. M., & ALMOUZNI, G. (2013). Chromatin and DNA replication. Cold Spring
Harbor perspectives in biology, 5(8), a010207.

10 CoOPER, G. M., & HausMmaN, R. E. (2014). The Cell: a Molecular Approach, 6th edition.
Sunderland, Massachusetts, USA: Sinauer Associates.
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Existen cinco tipos importantes
de histonas: H1, H2A, H2B, H3 Y
H4. Estas cuatro tltimas moléculas,
dos veces repetidas: 2H2A, 2H2B,
2H3 y 2H4, conforman el nucleo
octamérico llamado core del nucleo-
soma, unidad basica de la cromatina.
El ADN se envuelve alrededor del
octdmero de histonas, da aproxima-
mente 1,8 vueltas que corresponden a
unos 147 pares de bases y es sujetado
por la histona H1, formando el nucle-
osoma, es decir, el conjunto del core
con la histona H1 y los 147 pares de

Imagen 1. Core del nucleosoma. bases de ADN. Esta estructura es
Fuente: Cooper, G. M., igual para todos los eucariotas excep-
& Hausman, R. E. (2014). to por la longitud del lazo internucleo-

The Cell: a Molecular Approach,
6th edition. Sunderland, Massachusetts,
USA: Sinauer Associates.

somico que puede variar entre 40 y
80 pares de bases. De esta manera,
existe una mayor o menor separacion
entre los nucleosomas, pero todos tienen aproximadamente unos 10nm de espesor.
En condiciones fisiologicas esta fibra de 10 nm sufre un segundo grado de enrolla-
miento sobre si misma para dar lugar a una estructura en forma de solenoide, con
6 nucleosomas por vuelta. Esta configuracion constituye la fibra de 30 nm, en la
que el grado de empaquetamiento del ADN es de unas 40 veces!''. El grado de con-
densacion varia durante el transcurso del ciclo celular.

Cuando las células no se dividen porque se encuentran en la interfase del ciclo
celular, una pequena proporcion de cromatina se encuentra en estado de heterocro-
matina, muy condensada, que recuerda a la condensacion que esta sufre en la mito-
sis, compactando el ADN cerca de 10.000 veces mdas para formar cromosomas
estables, sin embargo la inmensa mayoria se encuentra distribuida por el ntcleo en
estado de descondensacion, denominada eucromatina y es tremendamente accesi-
ble para la maquinaria de transcripcion y replicacion, facilitando asi la transcrip-
cion de genes y la duplicacion del material genético.

El hecho de que la célula replique su material genético y mantenga la organi-
zacion adecuada de la cromatina es un factor importante para la prevencion de

11 CoOPER, G. M., & HausMmaN, R. E. (2014). The Cell: a Molecular Approach, 6th edition.
Sunderland, Massachusetts, USA: Sinauer Associates.
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enfermedades. De hecho, el silenciamiento epigenético por hipermetilacion de la
cromatina estd muy estudiado y se manifiesta especialmente en las etapas tempra-
nas de la progresion tumoral'>. Durante la replicacion la cromatina se desenrolla
para dejar paso a la horquilla de replicacion y debe restaurarse, inmediatamente
una vez que esta ha pasado, en las dos nuevas hebras hijas. El ensamblaje de los
nucleosomas es el primer paso en este proceso, que incluye también el remodela-
miento de los mismos, la incorporacion de variantes en las histonas y la restaura-
cion de las marcas en el ADNB.

2.1. REGULACION DE LA CROMATINA E INICIO DE LA REPLICACION

Para que se inicie la replicacion es necesario que ocurran una serie de procesos
secuenciales:

Al final de la mitosis a los origenes de replicacion se unen los complejos de
reconocimiento de origenes de replicacion (ORC), que consisten en complejos con
seis subunidades ORC1-6'* que tiene actividad ATP-asa.

En la fase G1 el complejo de mantenimiento del minicromosoma MCM (que
contiene seis subunidades MCM2-7) es reclutado hacia los sitios de union a los
complejos de reconocimiento de los origenes, por la accion de la proteina de con-
trol de la division celular 6 (CDC6) y CDT1 formando el complejo de pre-replica-
cion (pre-RC)". Una vez que los anillos de MCM2 se unen al ADN, el origen se
ha “licenciado” y esta listo para ser activado.

A continuacion se produce la activacion del origen, formandose el complejo
de pre-iniciacion (Pre-IC) y la activacion de MCM. El montaje del complejo de
pre-iniciacion ocurre en la transicion de la fase G1/S y su activacion como repliso-
ma funcional ocurre en la fase de sinstesis del ciclo. Cuando el complejo MCM se
une por primera vez para formar el Pre-RC, es un doble hexdmero inactivo que
rodea el ADN. La activacion de los origenes de replicacion conlleva la separacion
de dicho par de hexameros MCM, en aras de conformar dos hexdmeros activos que
formen dos replisomas distintos que puedan desenrollar el ADN y generar dos hor-

12 BAYLIN, S. B., & JONES, P. A. (2016). Epigenetic determinants of cancer. Cold Spring Har-
bor perspectives in biology, a019505.

13 GROTH, A., ROCHA, W., VERREAULT, A., & ALMOUZNI, G. (2007). Chromatin challenges dur-
ing DNA replication and repair. Cell, 128 (4), 721-733.

14 MEcHALL, M. (2010). Eukaryotic DNA replication origins: many choices for appropriate
answers. Nature reviews Molecular cell biology, 11 (10), 728-738.

15 MEcHALL, M. (2010). Eukaryotic DNA replication origins: many choices for appropriate
answers. Nature reviews Molecular cell biology, 11 (10), 728-738.
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quillas de replicacion en cada origen'®. Este paso es generado por la actividad DDK
(Kinasa dependiente de Dbf4), que fosforila el complejo MCM. Sin embargo, la
fosforilacion por DDK no es suficiente y para promover la activacion del origen es
necesaria, también la actividad presentada por Kinasas dependientes de Ciclina
(CDKs) para fosforilar una serie de factores y permitir la uniéon de otras proteinas
de replicacion a la cromatina y asi establecer el Pre-IC".

La cromatina desempefia un papel fundamental en el inicio de la replicacion y
la reorganizacion del genoma. En relacion a este papel de la cromatina en la repli-
cacion, una cuestion a resolver es como los complejos ORC identifican origenes de
replicacion, ya que, en metazoos, es decir, en el reino Animalia, los origenes de
replicacion no presentan ninguna secuencia especifica de ADN'®. Si bien es cierto
que estos complejos ORC se encuentran abundantemente en zonas libres de nucleo-
somas o de baja ocupacion de los mismos en comparacion con las regiones inme-
diatamente circundantes'®, realmente no esté claro si la falta de nucleosomas faci-
lita el reclutamiento de ORC o si la union del complejo desplaza los nucleosomas.
Actualmente, sin embargo, si existen evidencias cada vez mas so6lidas de que fac-
tores de la cromatina no histonicos, como la proteina heterocromatinica 1 (HP1)
(proteina que favorece la represion de genes mediante la heterocromatinizacion de
la eucromatina y el mantenimiento de su integridad), o la proteina HMGAT1 (pro-
teinas cromatinica AT-hook del grupo de alta movilidad) que regula procesos como
la replicacion del ADN o la reorganizacion de la heterocromatina, pueden dirigir
los complejos ORC a regiones particulares para especificar los origenes de repli-
cacion®.

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas, como la monometila-
cion en la lisina 20 de la histona H4 (H4K20mel), pueden también regular el reclu-
tamiento de ORC. Después del comienzo de la fase S, se produce la degradacion
de la metiltranferasa SET8 (proteina que contiene un dominio SET) que cataliza la

16 NGUYEN, V. Q., Co, C., Irig, K., & L1, J. J. (2000). Clb/Cdc28 kinases promote nuclear
export of the replication initiator proteins Mcm2—7. Current Biology, 10 (4), 195-205.

17 ON, K. F., BEURON, F., FRITH, D., SNUDERS, A. P., MORRIS, E. P., & DIFrLEY, J. F. (2014).
Prereplicative complexes assembled in vitro support origin-dependent and independent DNA replica-
tion. The EMBO journal, e201387369.

18 MEcCHALL, M. (2010). Eukaryotic DNA replication origins: many choices for appropriate
answers. Nature reviews Molecular cell biology, 11 (10), 728-738.

19 Cavrou, C., COULOMBE, P., VIGNERON, A., STANOICIK, S., GANIER, O., RivALs, E., ... &
MECHALL, M. (2011). Genome-scale analysis of metazoan replication origins reveals their organiza-
tion in specific but flexible sites defined by conserved features. Genome research, gr-121830.

20 SCHWAIGER, M., KOHLER, H., OAKELEY, E. J., STADLER, M. B., & SCHUBELER, D. (2010).
Heterochromatin protein 1 (HP1) modulates replication timing of the Drosophila genome. Genome
research, 20 (6), 771-780.
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monometilacién de H4K20, interacciona con el antigeno nuclear de proliferacion
celular y es necesaria para el avance de la horquilla de replicacion. De hecho, alte-
raciones en su expresion conllevan una menor proliferacion y estancamiento de las
células en fase S?!. Su degradacion da lugar a pérdida de H4K20mel en los origenes
de replicacion e inhibicidn del licenciamiento de origenes, lo que podria suponer
un mecanismo eficaz para prevenir una replicacion de nuevo en el mismo ciclo?.
Sin embargo, en la fase G2/M, esta marca de monometilacion es reestablecida por
SETS, posiblemente con la finalidad de marcar los origenes de replicacion a los
que se unira ORC en el siguiente ciclo celular®.

Después de la union de
ORC, CDC6 y CDT1 facili-
tan la union de la helicasa
MCM2-7** y la formacion
del complejo pre-RC. Al ser
un campo de estudio muy
reciente todavia, se ha pro-
puesto que la acetilacion de
las histonas podria estimular

el ensamblaje del complejo I . S

A magen 2. Complejo de pre- replicacion.
de pre-replicacion y/o la Fuente: Alabert, C., & Groth, A. (2012).
actividad de los origenes, sin Chromatin replication and epigenomemaintenance.
embargo el mecanismo Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.

exacto es hasta ahora desco-
nocido, mas una posibilidad que se sopesa es que la acetilacion de histonas facilite
el reclutamiento de la helicasa MCM2-7%.

21 JoRGENSEN, S., ELVERS, 1., TRELLE, M. B., MENZEL, T., ESKILDSEN, M., JENSEN, O. N., ... &
S@RENSEN, C. S. (2007). The histone methyltransferase SETS is required for S-phase progression. The
Journal of cell biology, 179(7), 1337-1345.

22 JORGENSEN, S., ESKILDSEN, M., FUGGER, K., HANSEN, L., LARSEN, M. S. Y., KOUSHOLT, A.
N., ... & SORENSEN, C. S. (2011). SET8 is degraded via PCNA-coupled CRL4 (CDT2) ubiquitylation
in S phase and after UV irradiation. The Journal of cell biology, 192(1), 43-54.

23 RICE, J. C., NISHIOKA, K., SARMA, K., STEWARD, R., REINBERG, D., & ALLIS, C. D. (2002).
Mitotic-specific methylation of histone H4 Lys 20 follows increased PR-Set7 expression and its
localization to mitotic chromosomes. Genes & development, 16(17), 2225-2230.

24  MEcCHALL M. (2010). Eukaryotic DNA replication origins: many choices for appropriate
answers. Nature reviews Molecular cell biology, 11(10), 728-738.

25 Miotto, B., & STRUHL, K. (2010). HBOL1 histone acetylase activity is essential for DNA
replication licensing and inhibited by Geminin. Molecular cell, 37(1), 57-66.
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El complejo MCM2-7 aparece como dos hexameros®® que, tras la iniciacion de
la replicacion se divide, avanzando en direcciones opuestas?’. Sin embargo, un
correcto complejo de pre-replicacion no asegura la activacion del origen. De
hecho, solo el 10% de los origenes son activados, quedando el 90% en estado dur-
miente?. Este exceso de posibles origenes puede servir como apoyo para asegurar
la correcta duplicacion del genoma bajo condiciones de estrés replicativo®. Los
origenes que se activaran son seleccionados en la fase G1, y aunque el mecanismo
que determina esta seleccion es desconocido, parece que la organizacion espacial
del genoma es enormemente relevante.

Si todos los origenes se activaran a la vez, el genoma humano en su totalidad
podria ser duplicado en menos de una hora. Sin embargo, la replicacion del geno-
ma sigue un patron determinado conocido como programa temporal de replicacion,
esto es, el orden en que se replican los elementos a lo largo de la longitud del cro-
mosoma*’. El genoma sigue un programa para replicar al mismo tiempo regiones
de megabases de ADN contiguo, conocidas como “dominios temporales” y esto, a
su vez, depende del tipo de cromatina que se replica y del anclaje de los segmentos
cromosdmicos en ubicaciones especificas dentro del nucleo. La replicacion tem-
prana al principio de la fase S se correlaciona con la accesibilidad del ADN y con
la acetilacion H4K 16 (H4K16ac). Comparada con la histona H3, la acetilacion de
los residuos de H4 ha sido poco estudiada, al menos, en células de mamiferos. El
estudio de la acetilacion de H4K 16 presenta un interés particular por su capacidad
de descompactar nucleosomas in vitro y de alterar la estructura altamente organi-
zada de la cromatina. Parece ser, que la estabilidad de la cromatina y la proximidad
espacial de las regiones que se replican simultdneamente puede ayudar a explicar
patrones especificos de alteraciones gendmicas en el cancer’!.

26 Remus, D., BEURON, F., TOLUN, G., GRIFFITH, J. D., MORRIS, E. P., & DIFFLEY, J. F. (2009).
Concerted loading of Mcm2-7 double hexamers around DNA during DNA replication origin licens-
ing. Cell, 139 (4), 719-730.

27 GAMBUS, A., JONES, R. C., SANCHEZ-D1Az, A., KANEMAKI, M., VAN DEURSEN, F., EDMOND-
SON, R. D., & LaBIB, K. (2006). GINS maintains association of Cdc45 with MCM in replisome pro-
gression complexes at eukaryotic DNA replication forks. Nature cell biology, 8 (4), 358-366.

28 Brow,J. J., GE, X. Q., & JACKSON, D. A. (2011). How dormant origins promote complete
genome replication. Trends in biochemical sciences, 36 (8), 405-414.

29 IBARRA, A., SCHWOB, E., & MENDEZ, J. (2008). Excess MCM proteins protect human cells
from replicative stress by licensing backup origins of replication. Proceedings of the National Aca-
demy of Sciences, 105 (26), 8956-8961.

30 GiLBERT, D. M., TakKEBAYASHI, S. 1., RyBa, T., Lu, J., Popg, B. D., WILsON, K. A., &
Hirarany, 1. (2010, January). Space and time in the nucleus developmental control of replication tim-
ing and chromosome architecture. In Cold Spring Harbor symposia on quantitative biology (Vol. 75,
pp. 143-153). Cold Spring Harbor Laboratory Press.

31 De, S., & MICHOR, F. (2011). DNA replication timing and long-range DNA interactions
predict mutational landscapes of cancer genomes. Nature biotechnology, 29 (12), 1103-1108.



MECANISMOS CELULARES QUE MANTIENEN LA INTEGRIDAD... 153

2.2. PROGRESO DE LA HORQUILLA Y SINTESIS DE LA CROMATINA

La replicacion del ADN sucede gracias a numerosos eventos coordinados por
la helicasa replicativa que desenrolla la doble hélice y las polimerasas que sinteti-
zan ADN en sentido 5°-3"%2. El complejo CMG, formado por CDC45 (proteina 45
de control del ciclo celular), MCM2-7 (complejo 2-7 de mantenimiento del mini-
cromosoma) y GINS (acréonimo japonés de go-ichi-ni-san: 5,1,2,3 por las cuatro
subunidades de proteinas que conforman el complejo: SId5, Psfl, Psf2 y Psf3;
esencial para la iniciacion y elongacion de determinadas fases de la replicacion),
conforma el core de la helicasa replicativa en eucariotas®>. CDC45 y GINS se aso-
cian al hexamero MCM2-7 para permitir a la helicasa desplazarse a lo largo del
ADN*,

La helicasa CMG es parte de un complejo proteinico superior llamado Com-
plejo de Progresion del Replisoma (RPC)*, que incluye numerosos factores como
el Factor de Replicacion C (RFC), el antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA), la proteina A de replicacion (RPA) y otras ADN polimerasas que convier-
ten el pre-IC en dos horquillas de replicacion funcionales, que avanzan en direc-
ciones opuestas desde el origen activado, con el replisoma en cada horquilla. La
polimerasa €, es la responsable de la sintesis continua de la hebra lider, mientras
que la hebra retardada es sintetizada de manera discontinua por la uniéon de los
fragmentos de Okazaki. Cada fragmento se inicia por el complejo primasa-Polime-
rasa o, mediante la sintesis de un cebador de ARN con una corta extension de
ADN, lo que cominmente se entiende como Polimerasa 3. El cebador y parte del
ADN se eliminan, mientras que dos de los fragmentos de Okazaki se ligan por
accion de la Endonucleasa flapl (FEN1) y la ADN ligasa 1°°.

32 JOHNSON, A., & O’DONNELL, M. (2005). Cellular DNA replicases: components and dyna-
mics at the replication fork. Annu. Rev. Biochem., 74, 283-315.

33 BoCHMAN, M. L., & SCHWACHA, A. (2009). The Mcm complex: unwinding the mechanism
of a replicative helicase. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 73(4), 652-683.

34 Costa, A., ILvEs, 1., TAMBERG, N., PETOJEVIC, T., NOGALES, E., BOTCHAN, M. R., & BER-
GER, J. M. (2011). The structural basis for MCM2-7 helicase activation by GINS and Cdc45. Nature
structural & molecular biology, 18(4), 471-4717.

35 GAMBUS, A., JONES, R. C., SANCHEZ-D1Az, A., KANEMAKI, M., VAN DEURSEN, F., EDMOND-
SON, R. D., & LaBIB, K. (2006). GINS maintains association of Cdc45 with MCM in replisome pro-
gression complexes at eukaryotic DNA replication forks. Nature cell biology, 8(4), 358-366.

36 FRAGKOS, M., GANIER, O., COULOMBE, P., & MECHALIL M. (2015). DNA replication origin
activation in space and time. Nature Reviews Molecular Cell Biology,16(6), 360-374.
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Imagen 3. Estructura del replisoma.
Fuente: Alabert, C., & Groth, A. (2012). Chromatin replication and epigenome
maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.

2.3. ENSAMBLAIJE DE LA CROMATINA

El replisoma eucariota dirige la replicacion a una velocidad aproximada de 2
a 3 kb/min’’. Esto supone que la cromatina tiene que desenrollarse en unas tasas
de, aproximadamente, 10 a 15 nucleosomas por minuto por delante de la horquilla
de replicacion. Para reproducir un ambiente de cromatina similar al existente en las
nuevas hebras de ADN, tienen que transferirse las histonas y otra serie de compo-
nentes*® unidos a la cromatina de las hebras parentales a las hebras hijas*®. Ademas,
para mantener la densidad nucleosdémica hay que incorporar nuevas histonas, y sus

37 MEcHALL, M. (2010). Eukaryotic DNA replication origins: many choices for appropriate
answers. Nature reviews Molecular cell biology, 11 (10), 728-738.

38 Francis, N. J., FOLLMER, N. E., SIMON, M. D., AGHIA, G., & BUTLER, J. D. (2009). Poly-
comb proteins remain bound to chromatin and DNA during DNA replication in vitro. Cell, 137 (1),
110-122.

39 GROTH, A., ROCHA, W., VERREAULT, A., & ALMOUZNI, G. (2007). Chromatin challenges dur-
ing DNA replication and repair. Cell, 128 (4), 721-733.
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modificaciones postraduccionales deberian asemejarse a las de las histonas anti-
guas en el ambiente cromatinico local.

Una consecuencia inmediata de la replicacion del ADN es la disrupcion de la
estructura existente de la cromatina por el paso de la horquilla de replicacion. Exis-
ten varias vias que contribuyen al reensamblaje de la cromatina en el nuevo ADN.
La primera es la disrupcion de la cromatina: la liberacion del octamero de histonas
por delante de la horquilla de replicacion genera histonas parentales que pueden ser
recicladas detras de la horquilla®’; y la segunda: facilitar la deposicion de nuevas
histonas sintetizadas por el nuevo ADN*'. La segregacion de histonas parentales
combinadas con las sintetizadas de novo es un proceso esencial para la estabilidad
y heredabilidad de los estados de la cromatina.

Imagen 4. Disrupcion de la cromatina. La ciclina A-CDK2 es reclutada en la horquilla,
probablemente gracias a la asociacion con PCNA y MCM2-7, y esto puede facilitar
la fosforilacion de la histona H1, que causa su liberacion de la fibra de cromatina.
Los nucleosomas sufren disrupcion inmediatamente delante de la horquilla y las histonas
permanecen en cercana proximidad para asegurar un reciclado eficiente.
Fuente: Alabert, C., & Groth, A. (2012). Chromatin replication and epigenome
maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.

40 Xu, M., Long, C., CHEN, X., HuaNG, C., CHEN, S., & ZHu, B. (2010). Partitioning of his-
tone H3-H4 tetramers during DNA replication—dependent chromatin assembly. Science, 328 (5974),
94-98.

41 ANNUNZIATO, A. T. (2012). Assembling chromatin: the long and winding road. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 1819 (3), 196-210.
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2.3.1. Disrupcion de la cromatina

Andlisis en la dinamica del complejo MCM en células vivas sugieren que la
cromatina que se replica esta descondensada*’. Un mecanismo podria ser la fosfo-
rilacion de la histona H1 en la fase S por la Kinasa dependiente de ciclina A-
CDK2%, pues incrementa la movilidad de la histona H1 y, en consecuencia, favo-
rece la descompactacion de la cromatina*. En el moho mucilaginoso Physarum
polycephalum la deplecion de la histona H1 aceleraba la progresion de la fase S 'y
el tiempo de replicacion®. En células humanas la ciclina A-CDK2 es reclutada a
los sitios de replicacion e interacciona directamente con PCNA y MCM74. Ade-
mas, la ciclina A-CDK1 de G2/M, que también fosforila a la histona H1, puede
activar origenes de replicacion tardios si se sobreexpresa en células en fases tem-
pranas de la fase S*.

La disrupcion de los nucleosomas sucede fundamentalmente en las zonas mas
proximas a la horquilla de replicacion®, quiza como resultado de la colision con
las helicasas replicativas®. No se sabe si influyen otros factores, pero posiblemente
el superenrrollamiento generado delante de la horquilla pueda aumentar potencial-
mente el riesgo de disrupcion®, por tanto, el grado de enrollamiento de las molé-
culas de ADN también juega un papel fundamental.

42 KuUIPERS, M. A., STASEVICH, T. J., SAsaki, T., WILsSON, K. A., HAzeLwooD, K. L., MCNALLY,
J. G., ... & GILBERT, D. M. (2011). Highly stable loading of Mcm proteins onto chromatin in living
cells requires replication to unload. The Journal of cell biology, 192 (1), 29-41.

43 THOMSON, A. M., GILLESPIE, P. J., & BLow, J. J. (2010). Replication factory activation can
be decoupled from the replication timing program by modulating Cdk levels. The Journal of cell bio-
logy, 188 (2), 209-221.

44 CONTRERAS, A., HALE, T. K., STENOIEN, D. L., ROSEN, J. M., MANCINI, M. A., & HERRERA,
R. E. (2003). The dynamic mobility of histone H1 is regulated by cyclin/CDK phosphorylation. Mole-
cular and cellular biology, 23 (23), 8626-8636.

45 THRIET, C., & HAYES, J. J. (2009). Linker histone phosphorylation regulates global timing
of replication origin firing. Journal of Biological Chemistry, 284 (5), 2823-2829.

46 CHIBAZAKURA, T., KAMACHI, K., OHARA, M., TANE, S., YOSHIKAWA, H., & ROBERTS, J. M.
(2011). Cyclin A promotes S-phase entry via interaction with the replication licensing factor
Mcm7. Molecular and cellular biology, 31 (2), 248-255.

47 KatsuNo, Y., Suzukl, A., SUGIMURA, K., OKUMURA, K., ZINELDEEN, D. H., SHIMADA, M.,
... & NAKANISHI, M. (2009). Cyclin A-Cdk1 regulates the origin firing program in mammalian
cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 106 (9), 3184-3189.

48 GASSER, R., KOLLER, T., & S0GO, J. M. (1996). The stability of nucleosomes at the replica-
tion fork. Journal of molecular biology, 258 (2), 224-239.

49 GROTH, A. (2009). Replicating chromatin: a tale of histones. Biochemistry and cell biolo-
gy, 87 (1), 51-63.

50 Branzei, D., & Foiani, M. (2010). Maintaining genome stability at the replication
fork. Nature reviews Molecular cell biology, 11 (3), 208-219.
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2.3.2. Reciclaje de las histonas

Fuertes evidencias sostienen un modelo en el que los tetrameros parentales de
H3-H4 se segregan aleatoriamente a las dos hebras hijas formando nucleosomas
con nuevos o viejos dimeros de histonas H2A-H2B. Esta poco claro si los dimeros
de histonas H2A y H2B se reciclan eficientemente, debido a su naturaleza mas
dindmica. Sin embargo, la mayoria de los tetrdmeros H3-H4 con histonas parenta-
les tienden a permanecer en zonas proximas a su locus original®'.

El como se transfieren las histonas antiguas a las nuevas hebras de ADN sigue
siendo un misterio, pero parece ser que la helicasa MCM2-7 podria ser importante,
ya que la histona H3 se une fuertemente y con gran afinidad al dominio amino ter-
minal de MCM232, Ademads, en humanos la chaperona de histonas ASF1 forma un
complejo con MCM2-7 y una parte de ASF1 colocaliza con MCM2 en la cromati-
na®. Esta interaccion aparece favorecida por el dimero de H3-H4%*. La clave de la
cuestion aqui es si MCM2-7 une dimeros o tetrameros de H3-H4 liberados de los
nucleosomas parentales y qué mecanismos aseguran la transferencia de estas his-
tonas al nuevo ADN. Los complejos de histonas con ASF1 portan modificaciones
tipicas de nuevas histonas, aunque las marcas especificas de la cromatina que esta-
rian presentes en las histonas parentales pueden detectarse en asociacion con ASF1
cuando la replicacion se perturba®. Una posibilidad es que ASF1 se encargue de
las histonas parentales en las horquillas activas, en cuyo caso H3-H4 serian trans-
feridas como dimeros®. La chaperona ASF1 esta claramente ligada a la replicacion
del ADN, como resulta evidente de las observaciones realizadas en organismos con

51 RADMAN-LIVAJA, M., VERZIJLBERGEN, K. F., WEINER, A., VAN WELSEM, T., FRIEDMAN, N.,
RANDO, O. J., & VAN LEEUWEN, F. (2011). Patterns and mechanisms of ancestral histone protein inheri-
tance in budding yeast. PLoS Biol, 9 (6), ¢1001075.

52 IsHmM, Y., ICHINOSE, S., OMORI, A., SaTO, K., & KiMURA, H. (1996). Binding of human
minichromosome maintenance proteins with histone H3. Journal of Biological Chemistry, 271 (39),
24115-24122.

53  JASENCAKOVA, Z., SCHARF, A. N., Ask, K., CORPET, A., IMHOF, A., ALMOUZNI, G., & GROTH,
A. (2010). Replication stress interferes with histone recycling and predeposition marking of new his-
tones. Molecular cell, 37 (5), 736-743.

54 GROTH, A., CORPET, A., COOK, A. J., ROCHE, D., BARTEK, J., LuKkaAs, J., & ALMOUzNI, G.
(2007). Regulation of replication fork progression through histone supply and demand. Science, 318
(5858), 1928-1931.

55 JASENCAKOVA, Z., SCHARF, A. N., Ask, K., CORPET, A., IMHOF, A., ALMOUZNI, G., & GROTH,
A. (2010). Replication stress interferes with histone recycling and predeposition marking of new his-
tones. Molecular cell, 37 (5), 736-743

56 ENGLISH, C. M., ADKINS, M. W., CARSON, J. J., CHURCHILL, M. E., & TYLER, J. K. (20006).
Structural basis for the histone chaperone activity of Asfl. Cell, 127 (3), 495-508.
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defectos en la fase S del ciclo celular que tenian una deplecion de ASF1°7. La fun-
cion de ASF1 durante la replicacion del ADN, para evitar el silenciamiento de
secuencias y facilitar el ensamblaje de la cromatina, parece ser independiente de
CAF-1 (factor 1 de ensamblaje de la cromatina en humanos), una chaperona con
una propiedad unica, favorecer la deposicion de las histonas H3-H4 sobre el ADN
que se replica, una funcion evolutivamente muy conservada’. El complejo CAF-1
comprende tres subunidades (p150, p60 y RbAp48, en mamiferos)”. CAF-1 es
dirigido hacia las horquillas de replicacion a través de la interaccion con PCNA,%.
Estas interacciones entre CAF-1 y PCNA, dependen de la fosforilacion de la subu-
nidad grande de CAF-1 (p150) por la kinasa replicativa Cdc7-Dbf4, en células
humanas. Sin embargo, parece ser que la interaccion de CAF-1 y ASF1 no es sufi-
ciente para promover una deposicion de histonas®'. La formacion de un complejo
ternario (CAF-1- ASF1- H3- H4) puede asi actuar como un intermediario que
transmita histonas de una chaperona a la siguiente. La transferencia de histonas
desde ASF1 a CAF-1, es parte del proceso de ensamblaje que aseguraria una depo-
sicion eficiente de histonas en la replicacion del ADN®2,

Experimentos recientes han demostrado que durante el estrés replicativo ASF1
puede asociarse con histonas parentales, pudiendo tener un rol de aceptor de histo-
nas. Para apoyar estos experimentos, los estudios estructurales sugieren que ASF1
se una al extremo carboxilo terminal de H4 y que esta captura de la hebra puede
facilitar la division de tetrameros en dimeros®. Ademas, ASF1 suele tomar el con-
trol cuando se perturba la dinamica de las histonas durante el estancamiento de la
horquilla.

57 FormosA, T. (2012). The role of FACT in making and breaking nucleosomes. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 1819 (3), 247-255.

58 Lovora, A., BoNALDI, T., ROCHE, D., IMHOF, A., & ALMOUzNI, G. (2006). PTMs on H3
variants before chromatin assembly potentiate their final epigenetic state. Molecular cell, 24 (2), 309-
316.

59 ENGLISH, C. M., ADKINS, M. W., CARSON, J. J., CHURCHILL, M. E., & TYLER, J. K. (20006).
Structural basis for the histone chaperone activity of Asfl. Cell, 127 (3), 495-508.

60 MaGA, G., & HUBSCHER, U. (2003). Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a dancer
with many partners. Journal of cell science, 116 (15), 3051-3060.

61 MELLO, J. A., SILLIE, H. H., RocHE, D. M., KIRSCHNER, D. B., NIGG, E. A., & ALMOUZNI,
G. (2002). Human Asfl and CAF-1 interact and synergize in a repair-coupled nucleosome assembly
pathway. EMBO reports, 3 (4), 329-334.

62 KM, J. A., & HABER, J. E. (2009). Chromatin assembly factors Asfl and CAF-1 have over-
lapping roles in deactivating the DNA damage checkpoint when DNA repair is complete. Proceed-
ings of the National Academy of Sciences, 106 (4), 1151-1156.
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Human Asf1 regulates the flow of S phase histones during replicational stress. Molecular cell, 17 (2),
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También la chaperona FACT (facilitador de la transcripcion de la cromatina)
une varios componentes del replisoma y viaja con la horquilla de replicacion.
FACT es indispensable para la replicacion en algunos organismos. Esta chaperona
interactia con las histonas H2A-H2B y H3-H4 de muchas maneras, promoviendo
tanto el ensamblaje como la disrupcion del nucleosoma, pero sus funciones exactas
no estan claras todavia.

2.3.3. Provision de nuevas histonas

Durante la duplicacion de la cromatina se necesita un suministro eficiente de
nuevas histonas a las regiones de sintesis del ADN. Para satisfacer tan alta demanda
de histonas y, al mismo tiempo, evitar la acumulacion potencial de histonas toxicas
libres, la produccion de las histonas mas importantes (H3.1, H3.2, H4, H2A, H2B y
HI) en la fase S estd minuciosamente regulada a nivel de estabilidad en la transcrip-
cion, traduccion y estabilidad de ARNm®. Poco después de su sintesis, las histonas
H3.1 y H4 forman un dimero que se dirige rdpidamente al ntcleo y donde interac-
ciona con el factor 1 de ensamblaje de cromatina (CAF1)%. Esta via de transporte
conlleva una secuencia de chaperonas, entre las que se incluyen HSC70 Y HSP90
(proteinas de choque térmico que promueven un plegamiento y estructura de las
proteinas, necesarias para el correcto desarrollo fisiologico de la célula)®®; NASP
(proteina nuclear autoantigénica de esperma, requerida para la replicacion del ADN,
avance del ciclo y proliferacion celular); o RBAP46 (proteina de union al retino-
blastoma, componente de diversos complejos que regulan el metabolismo de la cro-
matina)®’. NASP forma un complejo citoplasmatico con HSP90 y estimula su acti-
vidad ATPasa, juntos transportan las histonas al nticleo de las células en division®®
y mantienen un grupo de histonas H3-H4 solubles, disponibles para su deposicion.

Las modificaciones que las histonas adquieren antes de la deposicion podrian
facilitar determinados pasos especificos para el ensamblaje y/ o influenciar la

64 MaRrzLUFF, W. F., WAGNER, E. J., & DURONIO, R. J. (2008). Metabolism and regulation of
canonical histone mRNAs: life without a poly (A) tail. Nature Reviews Genetics, 9 (11), 843-854.

65 ANNUNZIATO, A. T. (2012). Assembling chromatin: the long and winding road. Biochimica
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66 MoraNoO, K. A. (2007). New Tricks for an Old Dog. Annals of the New York Academy of
Sciences, 1113 (1), 1-14.

67 QIAN, Y. W, & EvA, Y. H. L. (1995). Dual retinoblastoma-binding proteins with properties
related to a negative regulator of ras in yeast. Journal of Biological Chemistry, 270 (43), 25507-
25513.

68 Kato, D., OSAKABE, A., TACHIWANA, H., TANAKA, H., & KUrRUMIZAKA, H. (2015). Human
tNASP promotes in vitro nucleosome assembly with histone H3. 3. Biochemistry, 54 (5), 1171-1179.
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estructura de la cromatina tras su incorporacion®. La marca de pre-deposicion mas
prominente y conservada evolutivamente es la diacetilacion de la histona H4 en K5
y K12. Esta diacetilacion se encuentra en el 95% de las histonas unidas a ASF17%
puede estimular la importacion nuclear del complejo H3-H4-ASF1 por la importi-
na 47!, Casi todos los organismos eucariotas la presentan. La histona acetiltransfe-
rasa (HAT) responsable de H4K5K12ac es HAT1, formando un complejo con el
dimero H3-H4, CAF-1 y ASF1 antes de la deposicion. Su funcion sigue siendo un
enigma, aunque es probable que sea importante en el mantenimiento y propagacion
de la heterocromatina.

Otra marca de pre-deposicion es la acetilacion de la histona H3, aunque el resi-
duo acetilado varia entre especies. En la levadura de gemacion, Saccharomyces
cerevisiae, se ha propuesto que la acetilacion H3K56ac proporciona una accesibi-
lidad superior al ADN nucleosomal y promueve un acceso al ADN dafiado para
facilitar la reparacion del estancamiento de las horquillas de replicacion y roturas
en la doble hélice. Mas atn, la acetilacion de H3K56 aumenta la afinidad de CAF-
1 por la histona H3 y promueve el ensamblaje de nucleosomas durante la fase S.

La nueva cromatina se encuentra, por tanto, altamente acetilada debido a la
incorporacion de nuevas histonas. Este estado altamente acetilado permite una
mayor accesibilidad al ADN, a su reparacion, activacion de la transcripcion y union
de factores de transcripcion’. Sin embargo, las marcas de cromatina asociadas con
las nuevas histonas H3 y H4 son transitorias y rapidamente eliminadas durante la
maduracion de la cromatina. La eliminacion de H4kS5 y la diacetilacion de K12 es
un proceso critico para la asociacion de HP1 y el mantenimiento de la heterocro-
matina silenciada’ y fallos en la eliminacion de estas marcas de acetilacion, ponen
en peligro el silenciamiento de la organizacion de la heterocromatina, conllevando
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try, 286 (20), 17714-17721.
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variants before chromatin assembly potentiate their final epigenetic state. Molecular cell, 24 (2), 309-
316.
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D. (2010). The program for processing newly synthesized histones H3. 1 and H4. Nature structural
& molecular biology, 17 (11), 1343-1351.
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defectos en la segregacion del cromosoma’™. La desacetilacion y maduracion de la
cromatina son un requerimiento importante para el progreso y estabilidad de la hor-
quilla”. En células humanas, un tratamiento breve con inhibidores de histonas des-
acetilasas (HDAC) demostr6 que puede disminuir la velocidad de la horquilla. En
fibroblastos embrionarios de ratones, un mutante condicional de HDAC3 favorecia
la acumulacion de marcas tipicas de nuevas histonas, y esto se correlacionaba con
un dafio en el ADN en la fase S, fragilidad cromosdmica e incluso carcinoma hepa-
tocelular’®. De manera similar, la desacetilacion de H3K56 en S. cerevisiae durante

Imagen 5. Los nucleosomas se ensamblan a partir de histonas parentales recicladas
e histonas sintetizadas de nuevo. Los tetrameros de histonas parentales (H3-H4) segregan
aleatoriamente sobre las dos hebras hijas. El mecanismo sobre cémo se transmiten H3-H4
esta claro, pero se cree que el complejo MCM2-7 puede tener una funcidon importante
junto con chaperonas como ASF1 y FACT. Las nuevas histonas ya traen la diacetilacion
H3K56ac son cedidas a CAF1 por ASF1, que es reclutado por PCNA.
Fuente: Alabert, C., & Groth, A. (2012). Chromatin replication and epigenome
maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.
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la maduracion de la cromatina es también importante para la estabilidad del geno-
ma. La pérdida de los dos HDACs, Hst3 e Hst4, cuyo objetivo es eliminar la marca
H3k56ac, produce dafio en el ADN y sensibilidad al estrés replicativo’’. Por tanto,
la maduracion adecuada de la cromatina es esencial para la estabilidad del genoma.

Para completar la formacion del nucleosoma, PCNA recluta a CAF1, promo-
viendo el primer paso de su ensamblaje’®, la deposicion del dimero de histonas
H3.1-H4 sobre el ADN”. Las histonas H2A-H2B se asocian rapidamente para
completar el nucleosoma favorecidas, probablemente, por las chaperonas FACT.
En los minicromosomas del virus SV40 en replicacion, los nucleosomas se encuen-
tran a unos 225 y 285 nucleodtidos de distancia tras la horquilla en la hebra lider y
retardada, respectivamente®. En la hebra lider, CAF1 puede enlazarse con PCNA
y actuar simultaneamente con la Pol €. Sin embargo, en la hebra retardada, la for-
macion del nucleosoma debe estar coordinada con la maduracion de los fragmen-
tos de Okazaki por accion de FEN1 (Endonucleasa flap 1) y la ADN ligasa 18!

La maduracion de la cromatina de nueva sintesis a una estructura que muestra
una resistencia a nucleasas similar a la de la cromatina en interfase dura unos 20
minutos, aproximadamente®’. La maduracion no implica que los estados epigené-
ticos sean restaurados por completo en este periodo tan corto de tiempo. Sin embar-
g0, la eliminacién y adquisicion de determinadas modificaciones post traducciona-
les en las histonas, como la metilacion del ADN y la remodelacion de nucleosomas
ocurren en la cromatina naciente, y estos procesos son guiados a menudo a través
de las interacciones con la maquinaria de replicacion. La abrazadera PCNA recluta
algunas actividades moduladoras de la cromatina y estd en un lugar ideal para inte-
grar el ensamblaje y la maduracion de la cromatina con la replicacion y reparacion
de la horquilla. Anélisis de células vivas sugieren que las abrazaderas, una vez car-
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gadas, son sorprendentemente estables y permanecen en el ADN replicado hasta
unos 20 minutos®.

Ademés de unir factores reguladores de la cromatina, PCNA contribuye a res-
taurar estados epigenéticos de la cromatina por otros mecanismos. Por ejemplo, se
ha propuesto que la union de PCNA potencia las concentraciones locales de
DNMT1 (ADN metiltransferasa 1, una enzima que metila el carbono cinco de las
citosinas) y facilita el reconocimiento rapido de las regiones hemimetiladas en la
estructura abierta de la cromatina naciente®.

La maduracion de la cromatina también incluye la remodelacion del nucleo-
soma. El factor de transcripcion del Sindrome de Williams (WTSF-SNF2) es reclu-
tado junto con SMARCADI1 por PCNA a la cromatina de nueva sintesis, pero pare-
ce ser que desempefian funciones opuestas. El complejo WTSF-SNF2, que
pertenece a la familia ISWI de enzimas remodeladoras, se localiza en sitios de
replicacion a lo largo de la fase S y parece que contrarresta la heterocromatiniza-
cion®. SMARCADI, es un factor de remodelacion que se requiere para restaurar
el silenciamiento de la heterocromatina, probablemente facilitando la desacetila-
cion de histonas y la metilacion H3K9me3. Ademas, es parte de un gran complejo
represor junto con HDAC1, HDAC2, la H3K9 metiltransferasa G9A y el factor de
heterocromatina KAP1 y, por lo tanto, es muy adecuado para coordinar el espacia-
miento del nucleosoma con la desacetilacion y monometilacion de H3K9%6.

3. DANOS EN LA REPLICACION: ESTRES REPLICATIVO

Pese a que el estrés replicativo sea una amenaza sumamente reconocida para
la estabilidad del genoma y la supervivencia de la célula, no existe una definicion
exacta o un conjunto de marcadores que caractericen inconfundiblemente este esta-
do. De hecho, el que sea consecuencia de causas tan diversas y tenga tan amplia

83  SPORBERT, A., GAHL, A., ANKERHOLD, R., LEONHARDT, H., & CARDOSO, M. C. (2002). DNA
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bly at adjacent origin clusters. Molecular cell, 10 (6), 1355-1365.
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multitud de repercusiones en la célula contribuye a tal confusion. Es por esto que
la definicion de estrés replicativo evoluciona constantemente y es dificil de preci-
sar: se entiende por estrés replicativo el enlentecimiento o estancamiento en el
avance de la horquilla de replicacion y/o en la sintesis de ADN.?” Esto no se pro-
duce necesariamente por defectos en la replicacion, como la pre-replicacion o un
numero reducido de origenes, ni por dafos en la estructura fisica del material gené-
tico, como roturas en la doble hélice (DSBs). Puede generarse también por un
amplio rango de obstaculos fisicos y usualmente culmina con la formacion de
regiones de ADN de cadena sencilla (ssDNA), que se forman frecuentemente cuan-
do la helicasa replicativa contintia separando el ADN parental después de que la
horquilla se haya estancado.®®

3.1. FUENTES DE ESTRES REPLICATIVO

La replicacion se basa en la sintesis y disponibilidad de ADN, junto con nume-
rosos componentes de la cromatina, entre los que se incluyen: nucleotidos, histonas
o chaperonas. Asi como una maquinaria de replicacion intacta. El suministro limi-
tado de cualquiera de estos componentes puede ser fuente de estrés replicativo,
aunque muchas veces la disponibilidad inadecuada de estos factores no tiene por
qué ser la causa.® Por ejemplo, la rotura del enlace entre dos nucleotidos vecinos,
la aparicion de huecos en la secuencia y la existencia de regiones monocatenarias
de ADN pueden ser tanto fuentes como sintomas de estrés replicativo. Las roturas
de enlaces y presencia de huecos en las secuencias son, muchas veces, estados tran-
sitorios en algunas respuestas de reparacion del dafio causado en el ADN y también
productos de manipulaciones comunes del mismo. Cuando se producen estos
dafios en el genoma de la célula, esta reacciona ralentizando la progresion por la
fase S con el fin de disponer de mas tiempo para reparar el dafio antes de que llegue
la horquilla®, pues si estos huecos de cadena sencilla fuesen encontrados por la
maquinaria de replicacion podrian convertirse en roturas de la doble hélice, ya que
las lesiones no reparadas del ADN son algunas de las causas mas frecuentes de
estrés replicativo. Dichas lesiones pueden actiar como barreras fisicas que impiden
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el avance de la horquilla de replicacion o pueden ser solucionadas por vias de repa-
racion especializadas, conocidas como vias de tolerancia al dafio de ADN (DDT).
Estas vias permiten a la célula sortear o tolerar la lesion en el ADN utilizando tanto
polimerasas especializadas y cromatidas hermanas como moldes de la secuencia de
nucledtidos y asi poder rellenar el hueco®. DDT puede ocurrir también en la hor-
quilla replicativa estancada, simplemente intercambiandola por otra o a través de
la remodelacion de la misma. Juntos, estos procesos favorecen que la replicacion
se lleve a cabo, evitando y previniendo que se prolongue el estancamiento de la
horquilla.

Ademas, existe una amplia variedad de fuentes endogenas y exdgenas de dafio
al ADN, entre las que se incluyen subproductos del metabolismo celular, luz ultra-
violeta y quimicos mutagenos®. Evidencias recientes sugieren que en esta lista
deberian incluirse las lesiones causadas por aldehidos reactivos, como los que se
generan durante el metabolismo del alcohol®® o la desmetilacion de las histonas®,
pues agentes como el alcohol se asocian con cancer y pueden dafiar el ADN. Estu-
dios recientes muestran que las lesiones inducidas por aldehidos metabolicos pue-
den ser la fuente enddgena primaria de entrecruzamientos entre las hebras y, muy
posiblemente, también de uniones entre las proteinas con el ADN.

La falta de ribonucleo6tidos también puede ser una causa de estrés replicativo,
aunque las polimerasas replicativas son muy especificas en cuanto a lo que a apa-
rear bases se refiere, tanto la Pol 6 como la Pol € son menos rigurosas discriminan-
do desoxirribonucleétidos (ANTPs) de ribonucledtidos (rNTPs), por lo que los
incorporan en tasas sorprendentemente altas®. Los rNTPs que no se incorporan son
reconocidos y eliminados a través de la via de reparacion de escision de nucleoti-
dos (RER), catalizada por una enzima especializada en el proceso, la RNasa H2,
una enzima de vigilancia del genoma requerida para la eliminacion de ribonucleo-
tidos, junto con otras endonucleasas como Fenl o Exol. Existen dos tipos de ribo-
nucleasas tipo H en eucariotas, la RNasa H2 es un complejo multimérico compues-
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to por 3 subunidades: RNASEH2A, RNASEH2B, RNASEH2C, que digiere el
ARN de cadena simple reconociendo al ribonucledtido en un duplex de ADN y
rompiendo el enlace 5'-fosfodiéster de dicho ribonucleétido. Pérdidas en la RNasa
H2 resulta letal en mamiferos® y sensibiliza a los hongos a los factores dafiinos del
ADN, especialmente durante el incremento de tasas de incorporacion de rNTPs,
sugiriendo que la eliminacion de los rNTPs es importante para la supervivencia de
la célula”. De hecho, un estudio realizado en 2012 concluy6 que las lesiones de
ribonucledtidos simples o dobles, covalentemente incorporados en el ADN gen6-
mico, a una frecuencia de aproximadamente 1.000.000 sitios por célula, la hacian
ser la lesion endogena base mas comun en el genoma de mamiferos®. La sefaliza-
cion de respuesta al dafio en el ADN se activa quizas por la incorporacion de ribo-
nucleotidos en regiones dificiles de replicar o roturas en la doble hélice por la
hidrélisis de rNTPs en cadenas de ADN opuestas. En resumen, puso de manifiesto
el hecho de que los ribonucleoétidos pueden ser altamente perjudiciales para las
células de mamiferos, causando inestabilidad en el genoma.

Recientemente, se ha demostrado que las estructuras secundarias, mas concreta-
mente la de hélice cuadruple, conocida como G-cuadruplex, haciendo la G referencia
a la guanina (por su tendencia a formarse en presencia de altas cantidades de esta
base nitrogenada), son fuentes significativas de dafio en el ADN”. La estabilizacion
quimica de estas estructuras o la pérdida de las helicasas que las relajan, puede con-
llevar una velocidad inferior en la replicacion, aumento en la formacion de DSBs y
deleciones en los sitios en que se forman las estructuras de G-cuadruplex'®. El sin-
drome de Werner, por ejemplo, es causado por la mutacion del gen WRN, que codi-
fica para la helicasa RecQ, que es capaz de unirse a estructuras G-cuadruplex'?!. Las
evidencias obtenidas sugieren que la proteina alterada no es transportada al interior
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del nucleo celular, donde normalmente interacciona con el ADN. Sin la presencia de
esta proteina en el nucleo, las células no pueden llevar a cabo correctamente los pro-
cesos de replicacion, reparacion y transcripcion del material genético contribuyendo
asi al incremento estrés replicativo en el organismo'®,

Como la replicacion y la transcripcion son procesos que operan ambos sobre
el ADN, es inevitable que los dos procesos interfieran entre si, y las colisiones
entre los complejos de replicacion y transcripcion también son fuente de estrés
replicativo. Hay regiones gendomicas propensas a formar DSBs y se denominan
sitios fragiles de replicacion temprana y se encuentran en regiones altamente trans-
critas y prontamente replicadas de la fase S de las células de mamiferos'®.

El procesamiento de los componentes de ARN también es importante para pre-
venir el dafio en el ADN o sus mutaciones, aunque en muchos casos su funcién
sigue siendo una incognita!®. Se ha demostrado que pérdidas o disminuciones en
los componentes de ARN puede retrasar la tasa de transcripcion o impedir la diso-
ciacion de los complejos de transcripcion del ADN, promoviendo indirectamente
las colisiones con la maquinaria de replicacion e incrementando el estrés topologi-
co, es decir, el que se produce cuando existen fallos en el superenrollamiento, anu-
damiento y encadenamiento del ADN, pues durante la replicacion y transcripcion
el material genético debe estar totalmente desenrollado. Sin embargo, existen
diversos mecanismos para prevenir el estrés topologico generado y la colision de
las maquinarias de replicacion y transcripcion. Por ejemplo, las helicasas y topoi-
somerasas contribuyen a solucionar estos problemas ocasionados por convergencia
de estos complejos, evitando la formacion de hibridos ARN-ADN conocidos como
R loops'. Perturbaciones en cualquiera de estos procesos incrementaran la coli-
sion entre los mecanismos de replicacion y transcripcion o incrementaran la forma-
cion de R loops, favoreciendo el dano en el material genético'%.
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Ademas de las zonas fragiles de replicacion temprana mencionadas anterior-
mente existen otras regiones en el genoma propensas también al estrés replicativo
causando DSBs!?, Estas regiones, llamadas sitios fragiles comunes son secuencias
sensibles al estrés replicativo incluso a niveles leves. Se encuentran frecuentemen-
te en algunos origenes de replicacion activos, haciendo estas regiones particular-
mente susceptibles al estancamiento de la horquilla.

La sobreexpresion o activacion constitutiva de oncogenes como HRAS, MYC
y la ciclina E es también una fuente emergente de estrés replicativo, aunque esto
todavia no estda muy estudiado!®. Estos tres oncogenes promueven el incremento
de la iniciacion de la replicacion o la activacion de origenes, condicion que puede
llevar a depleciones de nucledtidos o a incrementar la colision con los complejos
de transcripcion. Esto puede explicar por qué el tratamiento de células cancerige-
nas con nucledtidos exdgenos ayuda a reducir la inestabilidad genomica'®. Curio-

Imagen 6. Fuentes de estrés replicativo. Numero de condiciones u obstaculos que pueden
ralentizar o estancar la replicacion, entre los que se incluyen: ausencia de nucleotidos,
lesiones en el ADN, incorporacion de ribonucledtidos, elementos repetitivos en el ADN,
complejos de transcripcion y/o hibridos de ARN-ADN, estructuras secundarias del ADN,
sitios fragiles y oncogenes que inducen la aparicion del estrés.

Fuente: Zeman, M. K., & Cimprich, K. A. (2014). Causes and consequences
of replication stress. Nature cell biology, 16(1), 2-9.
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samente, una sobreexpresion de ciclina E produce una reversion de la horquilla, lo
que puede ser resultado de un estrés topoldgico aumentado, inducido por un exceso
de origenes de replicacion activados.

Finalmente, otra causa de estrés replicativo son secuencias desafiantes de
ADN para la maquinaria de replicacion. Por ejemplo, las repeticiones de trinucle-
otidos pueden formar estructuras secundarias de ADN que bloquean la progresion
o deslizamiento de la horquilla de replicacion. Esto conduce a una expansion o
contraccion de la secuencia repetida y la consecuente disfuncion del gen. Sin
embargo, la respuesta al estrés replicativo contribuye a la estabilidad y correcto
mantenimiento de estas repeticiones.

3.2. MECANISMOS DE RESPUESTA FRENTE AL ESTRES REPLICATIVO

La respuesta al estrés replicativo es un término amplio que abarca toda la sefa-
lizacién iniciada por lesiones en el ADN y horquillas de replicacion danadas, pues
se extiende para organizar la reparacion del material genético, los puntos de control
del ciclo celular, la muerte celular y la senescencia''’.

Para asegurar la fidelidad de la replicacion y mantener la integridad del geno-
ma, las células activan las vias de respuesta al estrés replicativo cuando la replica-
cion se perturba!ll, estas vias de respuesta son cascadas de sefalizacion que se han
mantenido a lo largo de la evolucion. En situaciones de estrés, activan mecanismos
de vigilancia o checkpoints que se encargan de resolver el problema y solucionar
el estancamiento de las horquillas de replicacion. La presencia de fragmentos de
ssDNA, que surgen cuando las helicasas replicativas siguen disociando la doble
hélice una vez que la polimerasa se ha estancado, asociado a la proteina de repli-
cacion A (RPA), la cual tiene gran afinidad por estos fragmentos, desencadena el
reclutamiento de la proteina kinasa ATR (de ATM and Rad3 related)''?, conservada
en todos los organismos eucariotas. ATR, es activada en presencia de ADNss por
RPA. Por un lado, RPA recluta al complejo ATRIP!'3, que es el complejo sobre el
cual se une la kinasa a la lesion del ADN vy, por otro lado, a Rad17 que carga a
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Rad9-Hus1-Rad1, mas conocido como complejo (9-1-1), esencial para reclutar y
posicionar el activador alostérico TopBP1, que activa a ATR!,

Imagen 7. La fosforilacion de ATR a numerosos sustratos regula la replicacion
y transicion del ciclo celular. El mayor sustrato de ATM y ATR es la kinasa de regulacion
CHKI. Su fosforilacion la libera de la cromatina y deja libre, incrementando su actividad
kinasa. CHK1 tiene numerosos sustratos, algunos de los cuales regulan las transiciones
del ciclo celular y la activacion de los origenes de replicacion. Muchos sustratos de ATR,
incluyendo MCM2 (proteina 2 del mantenimiento del minicromosoma), MCM3, RPA,
RAD?9 (subunidad del complejo 9-1-1), TOBP1 (proteina de unién a la topoisomerasa)
y Rad17 se encuentran en la horquilla de replicacion. En la mayoria de los casos las
consecuencias de la fosforilacion son todavia desconocidas, pero se sabe que
probablemente contribuyan a la estabilizacion de la horquilla. Ademas, la fosforilacion de
MCM2, regula la unién de PLK1 que promueve la finalizacion de la replicacion del ADN
en los alrededores de la horquilla estancada.
Fuente: Cimprich, K. A., & Cortez, D. (2008). ATR: an essential regulator of genome
integrity. Nature reviews Molecular cell biology, 9(8), 616-627.
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ATR responde frente a agentes que interfieran en el correcto funcionamiento
de las horquillas de replicacion, como hidroxiurea, radiacion UV y agentes alqui-
lantes del ADN. En estas condiciones, la activacion de ATR da lugar a la inhibicion
del avance del ciclo celular y a la supresion de la activacion de origenes de repli-
cacion tardios. Estos eventos proporcionan mas tiempo para la reparacion y permi-
ten a la célula disponer de un tiempo adicional para completar la sintesis de ADN
tras solucionar el bloqueo de la replicacion. Ademas, ATR ayuda a estabilizar y rei-
niciar la replicacion a partir de la horquilla parada y suprimir la recombinacion,
previniendo el colapso descontrolado de la horquilla. Sin embargo, el mecanismo
que gobierna la estabilidad de la horquilla no esta del todo claro, aunque tras la
activacion de ATR, un factor clave es la fosforilacion y activacion de la proteina
kinasa CHK1 (Checkpoint kinase 1).

Se ha demostrado, recientemente, que ATR protege localmente las horquillas
de replicacion y suprime, de manera global, la activacion de los origenes. Cuando
ATR es activado por ADNss generado ante la horquilla de replicacion estancada,
CHK1 se difunde globalmente por el nucleo, donde inhibe la activacion de nuevos
origenes. Con esto se asegura la célula que haya RPA en exceso sobre el ADNss al
limitar el nimero de horquillas estancadas al que hubo al comienzo del estrés repli-
cativo. Si la sefializacion de ATR falla, los origenes durmientes se activan y los
nuevos ADNss generados progresivamente agotan RPA en el ntcleo. Cuando esto
sucede, cada replicon activo genera ADNss, que se convierte rapidamente en
DSBs!''®. Ademas, se ha descubierto que en las células humanas la activacion de la
via ATR/CHKI estabiliza el complejo Cdc7-ASK kinasa de union a la cromatina,
homoélogo humano de Cdc7- Dbf4, necesario para el comienzo adecuado de la
replicacion y activacion del origen.

3.3. PAPEL DE LA CROMATINA EN LA RESPUESTA AL ESTRES REPLICATIVO

Evidentemente, al ocurrir el progreso de la horquilla y la resoluciéon de su
enlentecimiento, colapso o estancamiento en un ambiente altamente organizado de
cromatina, el papel que jugara esta ultima serd esencial en la respuesta al estrés
replicativo. Por eso, es interesante tener en consideracion como el progreso y
estancamiento de la horquilla se ve influido por el ambiente cromatinico pre-exis-
tente, y como el estrés inducido por alteraciones en la integridad epigenética de la
cromatina puede afectar a la reparacion de horquillas estancadas o colapsadas.

115 McINTOSH, D., & BrLow, J. J. (2012). Dormant origins, the licensing checkpoint, and the
response to replicative stresses. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 4 (10), a012955.
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En primer lugar, la accesibilidad de la cromatina es un regulador importante
de los tiempos de replicacion. Las regiones heterocromatinicas, menos accesibles,
enriquecidas por marcas silenciadoras como H3K9 (H3K9me3), tardan mas en
replicar su informacion genética que las que se encuentran mas accesibles, en las
regiones eucromatinicas transcripcionalmente activas''. Por eso, un aumento de la
desmetilacion de H3K9me3 por sobreexpresion de la KDM4A/JIMJD2A desmeti-
lasa promueve la accesibilidad de la cromatina y acelera el ciclo celular. Variacio-
nes en la velocidad del ciclo por accion de KDM4A tienen multitud de consecuen-
cias funcionales, entre las que destaca la ralentizacion de la replicacién debida a
una deplecion de dicha desmetilasa, pues conlleva la aparicion de estrés replicativo
por un aumento en el daflo del ADN y apoptosis por ATR/P53!'7. Por otro lado, una
sobreexpresion de KDM4A origina una serie de ganancias debido a la re-replica-
cion''®, Los defectos que se puedan causar en la fase S por causa de KDM4A pue-
den solucionarse con la sobreexpresion de la H3K9 metiltransferasa Suv39HI1.
Juntos, la regulacion de KDM4A y la metilacion en H3K9 juegan un papel impor-
tante a la hora de prevenir el estrés replicativo.

La monoubiquitinacion de H2B es otra modificacion que causa estrés replica-
tivo cuando se perturba. En hongos la monoubiquitinacion de la lisina 123 de la his-
tona H2B (H2Bub) facilita el ensamblaje y estabilizacion de los nuevos nucleoso-
mas sintetizados. Por tanto, pérdidas de H2Bub ralentizan el progreso de la
horquilla de replicacion, sin afectar al ensamblaje del complejo pre-replicativo!'’.
Como resultado de esto, células con mutaciones en H2B-K 123 son hipersensibles al
estrés replicativo provocado por la hidroxiurea (HU), un inhibidor de la sintesis de
dNTP'?, y enlentece la recuperacion de la replicacion del ADN tras la eliminacion
del bloqueo producido por la HU. En concordancia, la deplecion del ortélogo en
mamiferos RNF20/40, causa a su vez estrés replicativo e inestabilidad gendmica.
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Ademas del impacto de la naturaleza de la cromatina pre-existente en el estrés
replicativo, también la aparicion de este estd asociado a las modificaciones o la
reorganizacion de la misma. Uno de los primeros cambios en la respuesta a estrés
replicativo en la cromatina es la fosforilacion de la serina 139 de la histona H2AX
por parte de ATR. Esta modificacion se encuentra abundantemente en sitios en los
que la horquilla de replicacion se ha estancado (en fase S), predominando en el
ADN ribosomal, genes de ARNt y telomeros!'?!. La ausencia de ATR conlleva la no
fosforilacion de H2AX y la consecuente inestabilidad gendmica bajo estrés repli-
cativo. No obstante, la fosforilacion de H2AX no es especifica del estrés replicati-
vo, sino que también ocurre en respuesta al dafio en el ADN, pudiendo ser generada
por varias kinasas, no s6lo ATR.

En adicion a las modificaciones de histonas, la remodelacion de la cromatina
y el cambio en las variantes de las histonas se ha asociado con la respuesta al estrés
replicativo tanto en células de hongos como mamiferos. Depleciones del remode-
lador cromatinico, la helicasa INO80 conlleva desestabilizacion y colapso de las
horquillas y reduce la viabilidad de la célula en hongos'?2. De manera interesante,
defectos en INO8O en células de mamiferos incrementan la sensibilidad a HU,
sugiriendo una funcion conservada para esta enzima durante el estrés replicativo'®.
Entre otras funciones de INOS0 destaca la eliminacion de la histona deslocalizada
H2A.Z. Por tanto, si hubiese defectos en este complejo remodelador aumentarian
los niveles de H2A.Z con sus consecuentes inconvenientes, ya que, entre otras
cosas, altas concentraciones de H2A.Z se asocian con un colapso de las horquillas
de replicacion.

4. INESTABILIDAD EPIGENOMICA, CANCER Y SENESCENCIA CELULAR

El colapso de las horquillas por alteraciones en la replicacion causa dafos en
el ADN, mutaciones y, finalmente, enfermedades. Son dafios genéticos porque
alteran la secuencia de nucleétidos y, en consecuencia, el estado de la célula. La
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acumulacion de mutaciones en los genes regulatorios claves, puede inactivar a los
genes supresores de tumores o activar protooncogenes generando una proliferacion
irregular en los tejidos que conduce a enfermedades como el cancer'*.

El inicio y progresion del cancer normalmente ha sido visto como una enfer-
medad genética, sin embargo ahora sabemos que es un proceso multifactorial com-
plejo que encierra en su seno también alteraciones epigenéticas!?. La epigenética
se refiere a los cambios heredables en el ADN y las histonas que no implican alte-
raciones en la secuencia de nucleotidos pero que modifican la estructura y funcion
de la cromatina, por lo que afectan a la expresion génica y al fenotipo'*. La gran
mayoria de estos cambios heredables, conocidos como epigenoma, se generan
durante la diferenciacion y se mantienen, de manera estable, a lo largo de multiples
ciclos celulares, permitiendo a las células tener identidades diferentes aun teniendo
la misma informacion genética'?’. El epigenoma, por tanto, proporciona un meca-
nismo de diversidad celular regulando qué informacion génica puede ser accesible
o no a la maquinaria de transcripcion. Fallos en el mantenimiento adecuado de
estas marcas epigenéticas que pueden heredar las células hijas conlleva la activa-
cion o inhibicion de varias vias de sefializacion que terminan condenando al orga-
nismo a un estado de enfermedad'?®. De hecho, se ha demostrado recientemente
que las células cancerigenas humanas contienen numerosas anormalidades epige-
néticas que interaccionan de manera conjunta con alteraciones genéticas, contribu-
yendo, por igual, al progreso y expansion del cancer en el organismo!*. Tanto los
fallos en el mantenimiento de la cromatina como el estrés replicativo pueden dar
lugar a inestabilidad epigenética, y son, por tanto, dos factores fundamentales en el
envejecimiento y el cancer.

4.1. FALLOS EN EL MANTENIMIENTO DE LA CROMATINA PRODUCEN ENFERMEDADES

Existen defectos en la heterocromatina que pueden desencadenar fallos en la
célula, como inestabilidad gendmica y carcinogénesis. Esto se aprecia en pacientes
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con sindrome ICF (inmunodeficiencia,
inestabilidad centromérica y anomalias
faciales)  por  alteraciones en
DNMTI1", ya que la metilacion del
carbono 5 de las citosinas en las islas
CpG es el tnico factor epigenético que
modifica directamente el ADN en
mamiferos y conlleva silenciamiento
génico!. La hipometilacion, es decir,
tasas bajas de la misma, es una caracte-
ristica muy frecuente en el cancer,
minuciosos analisis genomicos han
demostrado la existencia de grandes
bloques de hipometilacién en el geno- Imagen 8. Causas de daiios por dia en una
ma de personas con cancer de colon'*. célula de mamifero en division.
Los cambios que se observaron en la  Datos tomados por el autor de: Preston, B.
cromatina fueron pérdida de H4K16ac  D., Albertson, T. M., & Herr, A. J. (2010,
y H4K20me3 en regiones repetidas y October). DNA replication ﬁd@lity and

e . . 133 cancer. In Seminars in cancer biology (Vol.
reduccion de los dominios H3K9me2'%. 20, No. 5, pp. 281-293). Academic Press
Todo esto conducia a la inestabilidad T ’ ’
del genoma, alteraba los mecanismos
de control de la replicacion, la estructura de la cromatina y potenciaba la inestabi-
lidad cromosémica. Ademas, mutaciones en el gen que regula a ASF1 se asocian
con un tipo de anemia que conlleva anormalidades peligrosas en la cromatina y
defectos en la replicacion. Por si fuera poco, estos defectos en el ensamblaje de la
cromatina acarrean senescencia celular y dafio acumulativo en el ADN'34,
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4.2. ESTRES REPLICATIVO, INESTABILIDAD EPIGENETICA Y SENESCENCIA

Cuando las células experimentan continuamente estrés replicativo sufren una
serie de alteraciones que, pese a que evolutivamente han desarrollado un mecanis-
mo sofisticado de respuesta para asegurar el progreso de la horquilla y la replica-
cion adecuada del ADN en el genoma, pueden terminar haciendo mella en la célu-
la. Y es que, una vez que la polimerasa se estanca, el ambiente cromatinico se ve
expuesto a numerosos cambios epigenéticos como el deterioro progresivo del reci-
claje de histonas parentales tras la horquilla estancada'*®, que conduce potencial-
mente a una pérdida o ganancia indeseada de informacion epigenética'**. Ademas,
el estrés replicativo puede alterar las modificaciones en las histonas y el ADN'*" y,
finalmente, el colapso de la horquilla puede conducir a una reorganizacion alterada
de la cromatina',

Estas alteraciones epigenéticas terminan afectando a la célula conduciéndola
a la senescencia. La senescencia es un estado de la célula iniciado como respuesta
frente al estrés replicativo, que constituye una ruta de respuesta alternativa a la
apoptosis'*’. Este mecanismo supresor de tumores necesita ser efectivo durante un
corto periodo de tiempo, las primeras décadas en humanos y meses en ratones,
pues si se mantiene en el tiempo los mecanismos fisiopatologicos de respuesta al
dafio se vuelven armas de doble filo con efectos nocivos para el organismo'*’. Por
tanto, estos mecanismos son tanto favorables como desfavorables al organismo

dependiendo de su edad. Se ha demostrado recientemente que la senescencia es un

potente agente supresor de tumores que a la larga conduce al envejecimiento!#!,

Las caracteristicas de las células senescentes son:

— Parada del crecimiento: Metabolicamente activas, pero incapaces de avan-
zar en el ciclo celular.
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— Resistencia a la apoptosis: La senescencia previene la proliferacion y el
crecimiento de células dafiadas, que si las hubiere serian eliminadas por este
mecanismo.

— Alteracion de la expresion génica: Fundamentalmente de inhibidores de
CDKs y de genes supresores de tumores, como P53.

Imagen 9. Circulo de relacion del estrés replicativo, la inestabilidad del (epi)genoma,
el envejecimiento y el cancer. Las nuevas evidencias sugieren que el estrés replicativo
es la mayor fuente de inestabilidad genética en cancer y, ademas, altera el epigenoma
generando aberraciones en la cromatina que pueden ser transmitidas a las células hijas
y afectar a la expresion génica. Estas alteraciones genéticas y epigenéticas se potencian
entre ellas alterando el ambiente de la cromatina.

5. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La replicacion es una etapa crucial en la vida de la célula, pues en ella el ADN
se ve expuesto mas que nunca a multitud de agentes dafiinos y asi también su orga-
nizacion en cromatina. En funcion de los datos aportados en los apartados anterio-
res se concluye que el papel que juega la estructura de la cromatina a la hora de
mantener la integridad del genoma es esencial para el correcto desarrollo y funcio-
namiento de la célula, pues alteraciones en su organizacion o en marcas epigenéti-
cas tienen un gran impacto en la replicacion y la expresion génica se desequilibra,
es decir, terminan produciéndose enfermedades en el organismo. Es por esto que
entender los mecanismos que aseguran la estabilidad y el mantenimiento de la
estructura de la cromatina es necesario para entender como la célula, a través de
ellos, mantiene la integridad del genoma.
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La secuenciacion completa del exoma de varios tipos de cancer ha dado como
resultado el inesperado descubrimiento de muchas mutaciones, que inactivan a los
genes que controlan el epigenoma. Estas mutaciones tienen la capacidad de alterar
los patrones de metilacion del ADN, modificar las histonas, reubicar a los nucleo-
somas. La alteracion del epigenoma contribuye al cancer al igual que el proceso
epigenético puede causar mutaciones puntuales y desactivar los mecanismos de
reparacion del ADN. Esta interferencia entre el genoma y el epigenoma abre nue-
vas posibilidades para la terapia contra el cancer y para la medicina epigenética,
que en un futuro serd, muy probablemente, de una enorme relevancia.





