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1. PAPEL DE LA TELOMERASA EN LAS CELULAS MADRE
ADULTAS

1.1. Telémeros

Los telémeros son unos complejos ribonucleoproteicos situados
en los extremos de los cromosomas esenciales para la proteccién del
cromosoma y la estabilidad genémica. Los telémeros consisten de
repeticiones en taindem de DNA de una secuencia rica en bases G
(TTAGGG en todos los vertebrados) a los que se une un complejo
de seis proteinas conocido como «shelterina», que incluye al hete-
rodimero Pot1-TPP1 y a las proteinas de unién al telémero TRF1 y
TRF2», asi como a sus factores de interaccién Rapl y Tin2 (1).

La cromatina telomérica estd enriquecida en las marcas epigené-
ticas caracteristicas de la heterocromatina constitutiva, como son la
trimetilacién de histonas y la hipermetilacién del DNA, que actian
como reguladores negativos de la longitud telomérica (2). La croma-
tina telomérica protege de la degradacién al extremo 3’ protuberante
de cadena sencilla (cadena G protuberante) de los telémeros y evita
que estos extremos sean reconocidos y procesados como dafio en el
DNA (roturas en la doble hebra).

El acortamiento de los telémeros por debajo de un umbral de
longitud y/o la funcionalidad alterada de las proteinas de unién a los
telémeros resulta en un pérdida de la proteccién telomérica condu-
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cente a fusiones cromosémicas de extremo con extremo y a otras
reordenaciones cromosomicas, a la parada del ciclo celular y/o la
apoptosis. Otras funciones de los telémeros son el silenciamiento
transcripcional de genes situados cerca del telémero (silenciamien-
to telomérico) asi como la segregacion adecuada durante la mitosis.

1.2. Telomerasa

Durante la divisién celular los telémeros pierden progresivamen-
te las repeticiones TTAGGG como consecuencia de la replicacién
incompleta de los cromosomas lineales por las DNA-polimerasas, el
llamado «problema de la replicacion de los extremos». Existe una
actividad enzimatica, denominada telomerasa, que es capaz de com-
pensar la pérdida de repeticiones teloméricas, asociadas a divisién
celular, mediante la adiciéon de novo de repeticiones TTAGGG a los
extremos de los cromosomas (3). La telomerasa es un complejo ri-
bonucleoproteico compuesto por una subunidad catalitica con ac-
tividad de transciptasa en reverso (Tert), un componente de RNA
(Terc) que sirve como molde para la sintesis de DNA y la proteina
diskerina (Dkcl) que se encarga del ensamblaje entre Tert y Terc. La
telomerasa tiene actividad transcriptasa reversa y tiene la capaci-
dad de compensar el acortamiento telomérico mediante la sintesis
de repeticiones teloméricas (TTAGGG) en los extremos de los cro-
mosomas, utilizando el componente Terc como molde.

La expresion de la telomerasa se encuentra restringida al desa-
rrollo embrionario, asi como a los compartimentos de las células
madre adultas (4). Sin embargo, la actividad telomerasa en estos
tejidos no es suficiente para prevenir el acortamiento telomérico con

la edad.

Las mutaciones tanto en los diferentes componentes de la telo-
merasa (Tert, Terc y Dkcl), asi como en alguno de los componentes
de «shelterina» (TRF1 y Tin2) se han asociado genéticamente a cier-
tas enfermedades humanas raras como diskeratosis congénita, ane-
mia aplasica y la fibrosis pulmonar (5-8). Estas enfermedades estan
asociadas a la disfuncién telomérica y por tanto se caracterizan por
presentar fallos en la capacidad regenerativa tisular (como de la
médula 6sea) e hiperpigmentacién severa de la piel.
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1.3. Modelo de ratén deficiente en telomerasa

La generacién de un modelo de ratén deficiente en telomerasa (ra-
tones knock-out para Terc) permitié demostrar por vez primera que
la telomerasa mantiene los telémeros en los organismos y que tiene
un impacto directo tanto en cancer como en envejecimiento. Asi, las
células deficientes en telomerasa muestran un acortamiento acelera-
do de los telémeros que conduce a fusiones cromosémicas de extre-
mo con extremo (9-12). Los ratones deficientes en telomerasa poseen
una vida media més corta que se reduce a medida que transcurren las
generaciones. Ademads, desarrollan prematuramente ciertas patologias
asociadas a la edad y su comienzo se puede «anticipar» en las genera-
ciones siguientes (al igual que las enfermedades humanas de disfun-
cién telomérica). Por ultimo, los ratones deficientes en telomerasa
muestran resistencia al cancer, validando a la telomerasa como una
prometedora diana para terapias antitumorales (13).

1.4. Telomerasa en las células madres adultas

El modelo de ratén deficiente en telomerasa nos ha permitido
también establecer el impacto que tiene la telomerasa en la fun-
cionalidad de las células madre adultas: ésta esta impedida en los
ratones con telémeros criticamente cortos (como es el caso en la
generacion G3 del knock-out en telomerasa). La movilizaciéon de las
células madre de la epidermis de estos ratones en respuesta a es-
timulos mitogénicos es notoriamente menor que la de los ratones
silvestres (14). Esta movilizacién disminuida anticipa una mayor
resistencia al cancer y unos fenotipos de envejecimiento en los rato-
nes deficientes en telomerasa. Un punto de control dependiente de
p53 en la ruta de senalizacién del dafio en el DNA es el responsable
de que se encuentre impedida la contribucién de las células madre
a la regeneracion epitelial en los ratones deficientes en telomerasa
ya que la abrogacién de p53 en estos ratones (ratones doblemente
deficientes en telomerasa y p53) rescata las deficiencias observadas
en las respuestas al tratamiento con estimulos mitogénicos: la lon-
gitud del foliculo piloso y el grosor de la epidermis interfolicular son
mayores en los ratones doblemente deficientes que en los ratones
s6lo deficientes en telomerasa (15).
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1.5. Papel de los telé6meros en cancer y envejecimiento:
un modelo

Hemos propuesto un modelo basado en las células madre para
explicar el papel que desempenan los telémeros en los procesos de
cancer y de envejecimiento. Los compartimentos (nichos) donde se
albergan las células madre estan enriquecidos en células con los tel6-
meros mas largos. En los ratones jévenes o adultos, se pueden repa-
rar las lesiones tisulares mediante la activacién de las células madre
que se movilizan desde sus nichos hacia la lesién. Durante este pro-
ceso el acortamiento telomérico concomitante a la divisién celular en
las células madre se contrarresta mediante la telomerasa. A medida
que los ratones van envejeciendo los telémeros de las células madre
también se van acortando progresivamente y cuando los ratones son
viejos los telémeros de las células madre se reducen a una longitud
critica y son reconocidos como dafo en el DNA. Por tanto, se activa
una respuesta de sefializaciéon de dafio en el DNA mediada por p53
que impide que las células madre se movilicen desde sus nichos in-
capacitando la regeneracién y provocando el envejecimiento de los
tejidos. La adquisicion de mutaciones que reactivan la telomerasa en
combinacién con mutaciones en supresores tumorales y/o oncogéni-
cas resultan en la aparicién de tumores. Asi, en estas condiciones, los
telémeros de las células madre no se acortan y se instauraria un régi-
men de movilizacién constante provocando la aparicién y crecimien-
to de tumores (16).

2. EXTENSION DE LA LONGEVIDAD MEDIANTE
LA TELOMERASA

Tanto la vida media como la vida maxima se reducen en las
generaciones sucesivas de los ratones deficientes en telomerasa. Esta
disminucién en la longevidad con el aumento de las generaciones de
ratones deficientes en telomerasa se correlaciona con un acortamien-
to progresivo en la longitud telomérica. La telomerasa es, por tanto,
un factor determinante en la longevidad de los ratones.

Nos preguntamos qué efecto causaria en la longevidad de los
ratones la sobreexpresion de la telomerasa, resultaria en una exten-
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si6n de la longevidad y en qué medida. Para poder responder ade-
cuadamente a la pregunta anterior es necesario tener en cuenta una
serie de consideraciones previas al abordaje experimental. Por un
lado, la ausencia de telomerasa resulta en un envejecimiento prema-
turo y también en una menor aparicién de cancer, y, por otro lado,
en los ratones en los que se sobreexpresa la telomerasa en los epi-
telios se habia observado una atenuacion en los fenotipos de enve-
jecimiento pero también una mayor incidencia de cancer. Para con-
trarrestar el efecto pernicioso de promocién de la tumorigénesis
generamos un ratén en el que la sobreexpresién constitutiva de la
telomerasa se produce en un contexto genético de resistencia au-
mentada al cidncer mediante la sobreexpresion de los supresores
tumorales p53, pl6 y pl19ARF, el raton SUPER-M. En los ratones
SUPER-M se disociarian los efectos de la telomerasa en cancer y en
envejecimiento y permitir evaluar el papel de la telomerasa en el en-
vejecimiento y estado de forma de los ratones.

2.1. Ratones SUPER-M

La caracterizacién de los ratones SUPER-M mostré que en éstos
la aparicion de cancer estd sensiblemente retardada, mientras que
en los ratones silvestres se detectaban canceres a las 110 semanas
de vida (y antes en los que sobreexpresan telomerasa) en los ratones
SUPER-M los tumores aparecian a las 145 semanas (17).

La edad de aparicion de lesiones degenerativas también esté re-
tardada en los ratones SUPER-M. En estos ratones los sintomas de
envejecimiento también estidn atenuados, por ejemplo, los niveles
de grasa subcutanea en los ratones jévenes y los viejos son muy si-
milares mientras que en los ratones silvestres el espesor de la capa
de grasa subcutdnea de los viejos es siete veces menor que la de los
jovenes. Asimismo, los ratones SUPER-M presentan un menor enve-
jecimiento de la piel, tienen mejor piel y pelaje a edades avanzadas
que los ratones silvestres.

El envejecimiento organico de los ratones SUPER-M es también
menor, asi el estadio de forma neuromuscular esta mejorado tanto en
los ratones jévenes como en los viejos. Todos los ratones SUPER-M
superaron con éxito el ensayo de coordinaciéon neuromuscular, mien-
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tras que en los ratones silvestres no todos los jovenes pasaron con
éxito el ensayo anterior y mas de la mitad de los viejos no superaron
la prueba. La tolerancia a la glucosa también estd mejorada en los
ratones SUPER-M, es tres veces mejor en éstos que en los ratones sil-
vestres. La longitud de los telémeros de los ratones SUPER-M es
mayor que la de los silvestres y esta diferencia es muy acusada en los
ratones viejos. Asimismo, los ratones SUPER-M viejos presentan ni-
veles de dafio en el DNA telomérico menores que los observados en
los ratones silvestres viejos.

Por dltimo, constatamos que la telomerasa extiende el periodo de
vida en los ratones SUPER-M. Asi, la vida media de los ratones
SUPER-M es un 40 por 100 superior a la de los silvestres. Ademas,
cuando se toman en cuenta tinicamente aquellos ratones que no han
desarrollado cancer, la vida media se incrementa hasta un 50 por
100. Es de destacar que hasta la fecha los mejores resultados de
aumento de la longevidad, conseguidos mediante restriccion caléri-
ca, alcanzaban una extensién del 30 por 100. Por tanto, la sobreex-
presion de la telomerasa en condiciones de resistencia al cancer es
el mejor efector anti-envejecimiento descrito hasta ahora.

3. REJUVENECIMIENTO DE LOS TELOMEROS DURANTE
LA GENERACION DE CELULAS MADRE
PLURIPOTENTES INDUCIDAS (CMPI o IPS)

La obtencién de células madre pluripotentes a partir de células
diferenciadas constituye un objetivo primordial en el desarrollo de
terapias celulares individualizadas. Estas células proporcionarian
una fuente ilimitada de células capaces de generar todo tipo de te-
jidos con la ventaja de que al proceder del mismo individuo se evi-
tarfa el rechazo en las terapias de trasplante. La primera estrategia
desarrollada para la reprogramaciéon nuclear se basaba en el tras-
plante nuclear procedente de una célula soméatica en oocitos enu-
cleados (18). Recientemente, se ha logrado generar células madre
pluripotentes inducidas (CMPi) a partir de células diferenciadas
mediante la introduccién de cuatro factores de transcripcién, Oct4,
Sox2, Klf4 y c-Myc (19, 20). Este dltimo, no obstante, se ha demos-
trado ser dispensable en la obtencién de CMPi.
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Como se ha mencionado anteriormente, los telémeros se acortan
a medida que aumenta la edad, contribuyendo asi al envejecimiento
de los 6rganos mediante la limitacion de la capacidad proliferativa de
las células madres adultas. Aunque la actividad telomerasa esta au-
mentada en las CMPi, tanto de humanos como de ratones, se desco-
nocia si los telémeros se re-alargaban y si la cromatina telomérica
adquiria las mismas caracteristicas que en las células madre embrio-
narias (CME).

La reprogramacion de la cromatina telomérica puede acontecer en
varios contextos: que telomerasa no sea necesaria para el alargamien-
to de los telémeros, que haya una cooperacién entre la telomerasa y
los mecanismos basados en recombinacién o que, por dltimo, el
alargamiento de los telémeros durante la reprogramacién dependa
completamente de la actividad telomerasa (21). Hemos mostrado que
los telémeros de las CMPi se alargan draméaticamente con respecto
a los de las células parentales diferenciadas. Dicho alargamiento
se produce independientemente de la presencia o no de cMyc. Ade-
mas, la obtenciéon de CMPi fue igual de eficiente cuando las células
de partida provenian tanto de individuos viejos como de los jévenes.
Demostramos pues que los telémeros rejuvenecen de forma eficiente
durante la reprogramacioén nuclear. Este alargamiento de los teléme-
ros continua pos-reprogramacion hasta alcanzar la longitud de los te-
lémeros de las CME. El hecho de que los telé6meros no se alargasen en
la reprogramaciéon de células deficientes en telomerasa claramente
demuestra que el alargamiento telomérico es mediado exclusivamen-
te por la actividad telomerasa.

Hemos mostrado también que los telémeros de las CMPi adquie-
ren las marcas epigenéticas de los telémeros de las CME, entre ellas
una densidad baja de histonas H3K9 y H4K20 trimetiladas y que
en las CMPi se produce una pérdida de silenciamiento telomérico
y un aumento en la abundancia de los TERRA (transcritos telomé-
ricos) (21).

La eficiencia de reprogramacién en células derivadas de generacio-
nes crecientes de ratones deficientes en telomerasa muestran una dis-
minucién dramatica en la eficiencia de generacién de CMPi, defecto
que se anula mediante la reintroduccion de la telomerasa. Asimismo,
hemos observado que para la generacién de CMPi se necesita un mi-
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nimo de longitud telomérica. De hecho, cuando se emplean células
provenientes de la generacion G3 de ratones deficientes en telomera-
sa la reprogramacién se ve impedida, indicando la existencia de un
umbral de longitud telomérica minima para la obtencién de CMPi.

4. p53 ES UN FACTOR CLAVE QUE LIMITA
LA REPROGRAMACION

El hecho de que las células con los telémeros cortos no son sus-
ceptibles de reprogramacién, probablemente indica la existencia de
unas «barreras de reprogramacién» que abortan la reprogramaciéon
de células sub6ptimas con telémeros desprotegidos o disfuncionales.
Una hipétesis plausible se basa en que la baja eficiencia de reprogra-
macion se debia a la presencia de lesiones en el DNA de las células
de partida. Hemos demostrado que p53 es un factor clave que limita
la reprogramacion de células subdptimas, aquéllas que portan dife-
rentes tipos de dafio en el DNA, como son los telémeros cortos, las
deficiencias en los sistemas de reparaciéon del DNA (células deficien-
tes en ATM y 53BP1), o el dafio en el DNA inflingido ex6genamente
(células irradiadas).

La reprogramacion en presencia de dafio preexistente, pero tole-
rado, en el DNA se aborta mediante la activacion de la respuesta al
dafio en el DNA (DDR) y la apoptosis dependientes de p53. La abro-
gaciéon de p53 permite una reprogramacion eficiente en células que
portan un dafio persistente en el DNA y aberraciones cromosémicas.
Hemos observado que durante la reprogramacion las células aumen-
tan su intolerancia a los diferentes tipos de dafio en el DNA y que
p53 es critica para evitar la generacién de CMPi a partir de células
parentales subéptimas (22). Por ultimo, dado que ciertos factores de
reprogramacién promueven la tumorigénesis in vivo, es tentador
proponer que la DDR observada en los cultivos de células deficientes
en p53 pudiera ser equivalente a la DDR inducida por oncogenes que
acontece en el contexto de la transformaciéon maligna. En ambas
situaciones, reprogramacién y transformacién, p53 es critica para
controlar la diseminacién de las células dafnadas.

Nuestros resultados destacan la importancia de la biologia de los
telémeros en la generacién y la funcionalidad de las CMPi, y tienen
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implicaciones importantes en la translacién clinica de la tecnologia
de las CMPi, particularmente en pacientes aquejados de telopatias.

5. IMPORTANCIA EN CANCER Y ENVEJECIMIENTO
DE LA CANCELACION DE LA RESPUESTA AL DANO
EN EL DNA (DDR) EN LOS EXTREMOS DE LOS
CROMOSOMAS

5.1. El complejo de «shelterina»

Las repeticiones TTAGGG de los extremos de los cromosomas
de los mamiferos se asocian con un complejo multiproteico formado
por seis proteinas denominado «shelterina». La «shelterina» capa-
cita a las células para diferenciar los extremos naturales de sus cro-
mosomas de las roturas en el DNA, reprime las reacciones de re-
paraciéon del DNA, y regula el mantenimiento telomérico basado en
telomerasa. Los seis componentes de la «shelterina» localizan espe-
cificamente en los telémeros, abundan en el telémero a lo largo de
todo el ciclo celular y no funcionan en ningtn otro lugar del nucleo
celular. Adicionalmente, los telémeros también contienen un elevado
numero de proteinas que no forman parte de la «shelterina» y que,
al contrario que las proteinas de «shelterina», también desempefian
funciones no teloméricas.

La especificidad de la «shelterina» por el DNA telomérico se debe
al reconocimiento de las repeticiones TTAGGG por parte de tres de
sus componentes: TRF1 y TRF2 se unen a la regién bicatenaria del
DNA telomérico, mientras que Potl se une a las repeticiones TTAGGG
de la cadena G protuberante. TRF1 y TRF2 reclutan a los otros cua-
tros componentes de la «shelterina»: Tin2 (un factor que interacciona
con TRF1 y TRF2), Rapl, TPP1 y Potl. Estas dos ultimas forman un
heterodimero. La «shelterina» forma un complejo estable en ausencia
de DNA telomérico.

En las enfermedades raras diskeratosis congénita y anemia apla-
sica, se han descrito mutaciones en Tin2 y variantes genéticas de
TRF1. Estas patologias tienen como rasgo distintivo el cursar con
anomalias epiteliales como la hiperpigmentacién cutanea, la distro-
fia de las unas o la leucoplaquia oral.
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6. MODELOS DE RAT(')N DE DELECCION CONDICIONAL
DE LAS PROTEINAS DE «SHELTERINA»

6.1. Ratones TRF1%4

La delecién convencional de TRF1 en ratones produce una leta-
lidad embrionaria muy temprana en el estadio de blastocisto y por
este motivo la caracterizacion del papel de TRF1 en las células dife-
renciadas habia permanecido inabordable.

Para poder estudiar el papel de TRF1 en la biologia de los tel6me-
ros y en las enfermedades en el contexto de un organismo mamifero
hemos generado células y ratones en los que TRF1 ha sido deleciona-
da de forma condicional y especifica de epitelio estratificado (ratones
TRF14%K5-Cre) (23). La delecién de TRF1 en fibroblastos embriona-
rios de ratén no produce en cambios en la longitud telomérica. Por
el contrario, resulta en una rapida induccién de senescencia celular
dependiente de p53/RB que es concomitante con la acumulacién de
abundantes focos de dafo en el DNA telomérico. Este dafio activa
la fosforilacion de ATM/ATR y sus efectores aguas abajo las quina-
sas CHK1 y CHK2, resultando en una parada en el ciclo celular. Las
células deficientes en TRF1 muestran también abundantes fusiones
teloméricas de extremo con extremo que involucran tanto cromoso-
mas como cromatidas hermanas. Asimismo, se observan abundantes
sefiales multiteloméricas que indican un alto grado de fragilidad cro-
mosémica consecuencia de problemas replicativos en el DNA telomé-
rico (23, 24). Estos resultados demuestran que TRF1 tiene una fun-
cién protectora frente a las actividades de la respuesta al dafio en el
DNA (DDR) y facilita la replicaciéon del DNA telomérico.

6.1.1. Comnsecuencias de la delecion de TRF1 en las células madre
adultas

En consonancia con una disfuncionalidad telomérica severa, los
ratones TRF1¥*K5-Cre mueren perinatalmente y muestran una apa-
riciéon temprana de ciertas patologias, entre las que se encuentran
hiperqueratosis, incapacidad proliferativa de las células de la capa
basilar (grosor y estratificacion de piel reducidos) e hiperpigmenta-
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cién cutanea. Cabe resaltar también la aparicién de lesiones displa-
sicas en epitelios del paladar, del es6fago, del estémago no glandu-
lar, de la lengua y de la piel. Estas patologias estan asociadas al dafno
en el DNA instigado por la disfuncionalidad telomérica, que induce
la activacion de las rutas de p53/p21 y p16, que resulta en una pa-
rada del ciclo celular in vivo. Esta parada en el ciclo celular se mani-
fiesta en una dramatica alteracién en las propiedades de troncalidad
de las células madre epiteliales. Asi, el desarrollo morfolégico de los
foliculos pilosos y de las glandulas sebaceas se encuentra totalmente
impedido (23).

6.1.2. Efecto de la abrogacion de p53 en los ratones deficientes
en TRF1

Hemos generado ratones que ademas de ser deficientes en TRF1
carecen de p53, los ratones p537/TRF1**K5-Cre. En éstos, la abro-
gacién de p53 rescata la supervivencia perinatal (los p53”/TRF1%*
K5-Cre alcanzan los cuatro meses de edad), y la funcionalidad de las
células madre de la epidermis, pues en los ratones p53”7/TRF1**K5-
Cre crece el pelo y se pierde la hiperpigmentacion cutanea (23).

La deficiencia en p53, sin embargo, produce anormalidades epi-
teliales como la distrofia de unas y la leucoplaquia oral, que son simi-
lares a ciertas patologias caracteristicas de enfermedades humanas
asociadas con mutaciones en componentes de la «shelterina» y/o la
telomerasa.

La carencia de p53 también conduce en los ratones p5377/
TRF1Y*K5-Cre al desarrollo de carcinomas de células escamosas
espontaneos, lo que demuestra que TRF1 actia como un supresor
de tumores mediante la prevencién de la inestabilidad genémica.

Nuestros resultados demuestran que la disfuncionalidad de una
Unica proteina telomérica es suficiente para producir un dafio telo-
mérico severo y una pérdida de la proteccién telomérica en ausencia
de acortamiento telomérico resultante en un envejecimiento tisular
prematuro, la adquisicién de aberraciones cromosémicas y el desa-
rrollo de lesiones neoplasicas.
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6.2. Relevancia de los modelos de ratén deficientes
en los componentes de «shelterina»

El modelo anterior es de relevancia porque constituye el primer
modelo murino para el envejecimiento inducido por disfuncién te-
lomérica en ausencia de un acortamiento telomérico critico. Este
modelo muestra que la desproteccién del telémero y una fragilidad
telomérica incrementada tienen un impacto en cancer y envejeci-
miento en ausencia de acortamiento telomérico. Sugiere también
una nueva clase de «telopatias» inducidas por la disfuncionalidad
telomérica en presencia de telémeros largos.

En el futuro serad de especial interés y relevancia el estudio de la
reprogramacién en CMPi a partir de células diferenciadas que care-
cen de alguno de los componentes del complejo de «shelterina». La
generaciéon de quimeras a partir de estas CMPi permitira profundi-
zar en la elucidacién de los mecanismos moleculares subyacentes al
proceso de reprogramacién nuclear.
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