SEBBM DIVULGACION
ACERCATE A NUESTROS CIENTIFICOS

El RNA naciente y la inestabilidad de los genomas

Andrés Aguilera

Dpto. de Genética de la Universidad de Sevillay Dpto. de Biologia

Molecular de CABIMER

Biografia

Tras su tesis doctoral en Sevilla
y aproximadamente 7 afios de
estancias pre y postdoctorales

en Golden (Colorado, USA),
Darmstadt (Alemania) y New
York (USA) inicié su grupo de
investigacion en 1990 en el
Departamento de Genética de
la Universidad de Sevilla. Son
importantes sus contribuciones
cientificas sobre los
mecanismos de inestabilidad
gendmica mediados por
recombinacion, en particular los
ligados a transcripcion, y sus
estudios en la interfaz
transcripcion-transporte de
RNA, que han dado lugar a
mas de 130 publicaciones
(Nature, Cell, Nat. Rev. Genet,
Mol. Cell, Nat Cell Biol, Nat Str
Mol Biol, Genes Dev, EMBO J,
PLoS Genet, JCB, etc.) y 18
tesis doctorales dirigidas hasta
el momento. Es miembro electo
de EMBO y ha recibido, entre
otros, el Premio Carmen 'y
Severo Ochoa y el Premio
Columela de Ciencias de la
Salud de Andalucia. Es
catedrético de Genética en la
Universidad de Sevillay
director del Departamento de
Biologia Molecular de
CABIMER.

SE'BBM
NEERS

Soviedad Espaiiola
de Bioguimica y
Biclogia Molecular

SEPTIEMBRE 2012

Resumen

La inestabilidad genética es una patologia tipica de células tumorales y de
enfermedades genéticas raras ligadas a fallos en la reparacion del DNA y la
respuesta al dafio genotoxico. Aqui revisamos algunos aspectos y cuestiones
sobre el papel de la transcripcién y el RNA naciente en inestabilidad de los
genomas.

Summary

Genome Instability is a pathology found in cancer cells and genetic diseases
linked to failures in DNA repair and DNA damage response. Here we revise few
aspects and raise some questions about the role that transcription and the nascent
RNA may play in genome instability.
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La frecuencia con la que normalmente se cometen errores durante la replicacion del
ADN es minima. Sin embargo, hay situaciones en las que ocurren cambios en el genoma
a una frecuencia mucho més alta de lo previsto, dando lugar a una patologia celular cuyo
resultado es la inestabilidad genética. Los estudios sobre Inestabilidad Genética han
disfrutado en los ultimos afios de un gran interés en Biologia Molecular y Biomedicina al
ser una patologia cominmente asociada a las células cancerigenas y responsable de un
namero de enfermedades genéticas raras como la Xeroderma pigmentosum, los
sindromes de Cockayne, de Werner, de Bloom, de Nijmegen, etc., todas ellas resultado
del mal funcionamiento de los mecanismos de reparacion del DNA y de respuesta al
dafio genotéxico y que presentan una fuerte incidencia de céancer y/o envejecimiento
prematuro. Una de las formas de inestabilidad con méas impacto celular es la que se
produce por recombinacién del DNA, ya que puede dar lugar a reorganizaciones
cromosomicas que conllevan la pérdida de heterocigosidad o la formacion de genes
qguimeras que alteren el ciclo y la proliferacion celular. Estos fendémenos de
recombinacién se suelen producir por la sobreacumulacién de roturas cromosoémicas de
forma espontanea o por fallos en los mecanismos de reparacion y sefalizacion celular
del dafio (Aguilera y Gbmez-Gonzalez 2008).

Desde la década de los 80 se sabe que en células somaticas o en crecimiento vegetativo
el DNA que se transcribe recombina més que el que no se transcribe. La interpretacién
actual de este hecho es que el DNA de los genes activos es mas proclive a romperse
gue el DNA intergénico o de genes silenciados. Esto se ha visto desde bacterias a
células humanas (Aguilera 2002, Kim and Jinks-Robertson 2012). ¢ Por qué ocurre esto?
La recombinacion en células vegetativas resulta mayoritariamente de la reparacion de
roturas intimamente ligadas al proceso de replicacion. La replicacion del DNA es un
proceso en el que la célula corre altos riesgos, como los de incorporar nucleétidos
erroneos o que se atasquen las horquillas de replicacion y se rompan. La transcripcion
puede contribuir a este hecho ya que supone un obstaculo para la progresion de la
horquilla. ElI problema es mayor entre polimerasas convergentes. El aumento de la
inestabilidad de un gen al transcribirse solo se detecta si se transcribe durante la fase S
del ciclo celular de forma simultanea con la replicacion.

SEBBM DIVULGACION



En este fendmeno, conocido como recombinacién
asociada a transcripcion (TAR en inglés) un intermediario
gue puede jugar un papel relevante es el hibrido de
DNA:RNA o R-loop (Huertas y Aguilera 2003). Este se
forma como un producto colateral de la transcripcion y las
células disponen de una maquinaria especifica, las
ribonucleasas H, para eliminar el RNA de dichas
estructuras. Durante la transcripcién, el RNA naciente
puede re-hibridar con su DNA molde aprovechando el
superenrollamiento  negativo que éste  acumula
transitoriamente por detrds de la RNA polimerasa
elongante. Los R-loops juegan un papel esencial en la
recombinacion responsable del cambio de isotipo de las
Inmunoglobulinas (Yu et al. 2003). No obstante, el propio
empaquetamiento proteinico del RNA naciente para formar
la ribonucleoparticula asi como las maquinarias de
procesamiento del RNA y transporte al citoplasma impiden
gue se formen esos hibridos. Entre estas proteinas se
encuentran THO, Sub2/UAP56, THSC/TREX-2 o
Senl/SETX, conservadas desde levaduras a humanos
(Luna et al. 2009). Cuando algunas de estas proteinas no
funcionan correctamente se produce un fuerte fenémeno
de inestabilidad genética debido a la acumulacion de R-
loops (Figura).

Recientemente, la recombinacién asociada a transcripcién
y los hibridos de DNA:RNA han adquirido una relevancia
insospechada. Numerosos trabajos han permitido
demostrar que la conocida inestabilidad de las secuencias
repetidas de tripletes y, muy especialmente los sitios
fragiles, regiones cromosOmicas que tienden a romperse
con frecuencia, estdn asociados a regiones de ADN que
se transcriben y a la formacién de R-loops (Aguilera and
Garcia-Muse 2012). Es decir, existen secuencias de ADN
proclives a romperse como consecuencia de su
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transcripcion por una via mediada por R-loops.

No sabemos aun por qué un R-loop tiene tendencia a
formarse en unas regiones frente a otras, como genera
inestabilidad, qué factores contribuyen a su formacion,
como afectan a la progresion de las horquillas de
replicacion o a la estabilidad de la RNA polimerasa, en qué
se diferencia una recombinacién asociada a R-loop 0 no
asociada. Responder a estas cuestiones es clave para
entender la dinamica de los genomas y muy
especialmente como la biogénesis y procesamiento del
RNA desde la transcripciébn al transporte nucleo-
citoplasma pueden modular la integridad de los genomas.
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Figura 1. Roturas cromosomicas
mediadas por transcripcion y el RNA.
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