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INTRODUCCIO

A. Quadruplex de guanina

A.1 Introduccio historica

La major part del DNA present en les cél-lules es troba estructurat en forma de
doble hélix (B-DNA). Tanmateix, el DNA és una molécula que presenta un cert grau de
polimorfisme i que es pot trobar formant no només altres tipus de doble hélix (A-DNA,
Z-DNA), sin6 també estructures multicadena, com ara triplex o quadruplex'. D’entre les
estructures quadruplex, les més estudiades son les anomenades i-motif>®, bi-loop", i
sobretot, els quadruplex de guanina® (quadruplex de G).

La primera evidéncia d’estructures quadruplex de G es remunta a la década
dels 60, i prové de I'estudi estructural de gels de guanosina®. Des de llavors i fins a
I'actualitat, aquestes estructures han anat adquirint cada cop més rellevancia i el seu
estudi ha anat despertant cada cop més interés, degut als possibles rols que sembla
que poden jugar aquestes estructures in vivo. En els ultims trenta anys s’han anat
descobrint regions genomiques molt importants que contenen seqiéncies riques en
guanines i que, per tant, son susceptibles d’estructurar-se en forma de quadruplex de
G. Aquest tipus d’estructura secundaria no només es exclusiva del DNA, sind que
també es pot presentar tant en molécules d’'RNA’, com en acids nucléics modificats
tals com DNA amb esquelet fosforotioat, 2’-O-metil RNAS, LNA®*™ o PNA'. Fins i tot
s’han observat quadruplex hibrids formats per 2 cadenes de DNA i 2 de PNA™.

A.2 Estructura

El quadruplex de G és una estructura tetracatenaria que sorgeix de I'apilament
espacial de dues o més tétrades de guanina. La tétrada n’és el motiu estructural basic i
consisteix en la disposicié planar de quatre guanines situades als vértexs d’un quadrat
imaginari (fig. 1A). En ella, cada guanina forma 4 enllagos d’hidrogen, 2 amb
cadascuna de les seves veines; d’aquesta manera cada guanina presenta dos grups
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acceptors i dos grups donadors d’enllag d’hidrogen. Finalment, la superposicié de dues
0 més tétrades és el que s’anomena quadruplex de guanina™ (fig. 1B).
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Figura 1 — Representacié d’una tétrada de guanines (A) i de tres tipus de
quadruplex de G (B): tetramolecular, bimolecular i unimolecular.

A.2.1 Topologia

Els quadruplex de G son estructures altament polimorfiques. La gran diversitat
estructural que presenten fa que per descriure un quadruplex en concret siguin
necessaris uns quants criteris de classificacié. Aquests son basicament els seglients:

° Molecularitat del quadruplex.

. Orientacio de les cadenes.

o Orientacio dels bucles (loops).

. Conformacio de les guanines.

. Preséncia d’altres tétrades o estructures similars.

Segons el nombre de molécules de DNA que en formen part, els quadruplex
poden ser tetramoleculars (formats per quatre molécules de DNA), bimoleculars (dues
molécules interaccionen entre elles, cadascuna de les quals forma una forqueta
(hairpin) o unimoleculars (una sola molécula amb varies regions riques en guanines es
replega sobre si mateixa donant lloc a una estructura tetracatenaria). A la figura 1B es
mostra un exemple de cada tipus de quadruplex. Tedricament, també podrien existir
quadruplex trimoleculars (formats per tres molécules, una de les quals presentaria un
hairpin), pero fins ara no se n’ha observat cap.

Pel que fa referéncia a 'orientacié relativa de les diferents cadenes que formen
el quadruplex, entenent per cadena el fragment de DNA que conté varies guanines
consecutives, aquesta pot ser paral-lela o antiparal-lela. Generalment s’ha vist que els
quadruplex tetramoleculars contenen les 4 cadenes paral-leles entre si. Contrariament,
la majoria de quadruplex bi- i unimoleculars sén antiparal-lels. L’orientacio relativa de
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les diferents cadenes ve determinada en ultima instancia per I'orientacié dels /oops. En
aquest context, s’entén per loop el fragment de DNA que uneix les diferents cadenes.
Aixi, aquests poden trobar-se situats bé en un dels extrems del quadruplex (superior o
inferior) o bé en la zona externa d’aquest. En el primer cas es classifiquen en laterals
(connecten cadenes adjacents en la tétrada) i diagonals (connecten cadenes
diagonalment oposades dins la tétrada), podent-se trobar dos loops en extrems
oposats o0 en el mateix extrem del quadruplex. Pel que fa als loops externs, sempre
connecten cadenes adjacents' (fig. 2).

Figura 2 — Tres tipus de loops: lateral, diagonal i extern.

Respecte a la conformacio de les guanines, aquestes poden ser syn o anti. Les
dues conformacions difereixen en la disposicié relativa de l'anell aromatic de la
guanina respecte a I'anell de desoxiribosa. En la conformaci6 syn, el proté H; del
sucre es troba molt proxim en I'espai amb el protd6 Hg de la base nitrogenada. Per
contra, en la conformacio anti aquests dos atoms es troben forgca més allunyats (fig. 3).

Figura 3 — Disposicio relativa del sistema purinic respecte I'anell de
desoxiribosa en les guanines syn i anti

Hi ha dos tipus de quadruplex intramoleculars forca frequents que han estat
batejats amb noms concrets; aquests son el quadruplex tipus cadira (chair) i el tipus
cistella (basket) i basicament es diferencien entre ells per I'orientacié del loop. Mentre
que el quadruplex tipus cadira presenta tres loops laterals, el tipus cistell en presenta
un de diagonal. Aquest fet afecta a I'orientacid relativa de les cadenes entre si, aixi
com també a la distribucié de guanines syn i anti al llarg del quadruplex. A la figura 4
es mostren esquematicament aquests dos tipus de quadruplex unimoleculars.
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Figura 4 — Esquelet de dos dels quadruplex inframoleculars més
tipics: tipus cadira (A) i tipus cistella (B).

Finalment, cal comentar que les bases veines a les tétrades sovint s’apilen
donant lloc a estructures planars inusuals per si soles, com ara triades, tétrades o fins i
tot héptades. Aquest fenomen ve induit per la gran estabilitat i planaritat de les
tétrades de G. Aixi doncs s’han observat tétrades d’A'®, de C'®, d’U” i de T", aixi com
també mixtes G:C:G:C'®. Algunes d’elles s’han observat apilades sobre la tétrada de G
terminal d’'un quadruplex, mentre que d’altres s’han detectat també entre dues tétrades
de G. Es interessant veure com de vegades la formacié d’aquestes altres tétrades pot
dirigir la topologia general del quadruplex. S’ha observat, per exemple, que la formacio
de tetrades G:C:G:C en loligonucledtid d(GCGGTGGAT) és el que permet una
associacié de diferents quadruplex al llarg d’'un mateix eix, formant aixi una estructura
supramolecular'® basada en els quadruplex de G. S’ha observat també I'existéncia
d’estructures planars de major ordre com ara una héptada G(:A):G(:A):G(:A):G, en
I'estructura d’RMN de I'oligonucledtid d(GGA),*.

Els quadruplex de G, igual que els duplex i els triplex, presenten un cert grau
d’helicoidalitat. Aixd obriria un nou criteri de classificacio en el qual podria parlar-se de
quadruplex dextrogirs o levogirs. No obstant, tots els quadruplex descrits fins el
moment son dextrogirs. El fet de ser estructures tetracatenaries fa que els quadruplex
presentin 4 solcs, que poden ser de 3 tipus, anomenats solc ample, solc estret o solc
mitja. A diferéncia dels duplex que sempre presenten un solc major i un de menor, els
quadruplex no sempre presenten els mateixos tipus solcs. A la figura 5, es mostra una
imatge tridimensonal d’'un quadruplex?', on s’observa la diferéncia existent entre els
diferents solcs.

Figura 5 — Representacié del potencial electrostatic a la superficie del quadruplex
format per [d(G3T4G3)]> on es pot observar el solc estret (A) i I’ ample (B).
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Quin tipus de solcs presenta cada quadruplex en concret depén basicament de
la topologia general del quadruplex, aixi com també de la conformacié de les guanines
que formen cada tétrada. Aixi per exemple, la majoria dels quadruplex tetramoleculars,
que son paral-lels i contenen totes les guanines en conformacié anti, presenten quatre
solcs mitjans equivalents entre ells. Tanmateix, els quadruplex antiparal-lels tipus
cadira solen presentar dos solcs estrets i dos d’amples situats de forma intercalada, i
els quadruplex tipus cistella dos de mitjans, un d’estret i un d’ample (fig. 6).
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Figura 6 — Distribucié dels diferents solcs en funcié del tipus de quadruplex: paral-lel (A), cadira (B) i
cistella (C).

A.2.2 Importancia dels ions

En general, els quadruplex de G sb6n estructures forga estables
termodinamicament i cinética. Aquesta estabilitat és deguda en gran part a les
interaccions n-n existents entre les tétrades apilades, perd també a la interaccioé que té
lloc entre les tétrades i els cations presents en el medi. Aixi, per a la formacio
d’estructures quadruplex sembla ser molt important la preséncia de cations metal-lics.
Aquests generalment se situen entre dues tétrades adjacents, interaccionant aixi amb
els 8 oxigens de les guanines (O6) que formen les dues tétrades (fig. 7).

Figura 7 — Localitzacié tipica dels ions en un quadruplex de G.
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Aquesta cavitat esta considerada com el motiu més conservat entre els
diferents tipus de quadruplex. D’aqui que s’hagi dit que és la zona més important en la
formacio del quadruplex, de manera que la disposicio relativa entre les cadenes, els
loops i la conformacié de les guanines simplement responen a la creacié d’aquesta
cavitat perqué s’hi pugui col-locar un catié. S’ha observat ultimament, pero, que aquest
no és I'tinic lloc on es poden situar els cations, ja que alguns, com ara el Na* (de radi
ionic més petit que el K*), pot situar-se en diferents posicions al llarg de I'eix central del
quadruplex, per exemple en el mateix pla de la tétrada®, coordinant-se aixi amb els
quatre oxigens de les quatre guanines que la formen. També s’han observat
ubicacions atipiques del catié K*, com és el cas de I'estructura que forma la seqiiéncia
d(GGTTGGTGTGGTTGG). En aquesta, la posicié on es troben els ions no és entre les
dues tétrades sind entre les tétrades exteriors i els loops? (fig. 8).
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Figura 8 — Localitzaci6 dels ions K* en el quadruplex tipus
cadira format per la seqliiéncia d(GGTTGGTGTGGTTGG).

La posicid6 que ocupen els ions en els quadruplex és un tret diferencial
d’'aquests respecte altres estructures de DNA, ja que normalment els cations que
interaccionen amb els acid nucléics ho fan amb els grups fosfat que conformen
I'esquelet nucleotidic. Una altra caracteristica diferencial dels quadruplex és la seva
capacitat per discriminar entre els diferents cations. Aixi s’ha vist que, en general, el
potassi estabilitza més aquestes estructures que el sodi o que 'amoni?*. També s’ha
observat que la formacié de quadruplex és possible en preséncia de cations divalents
com ara el plom?, el calci?®® o I'estronci?’. Els diferents cations no només confereixen a
I'estructura més o menys estabilitat, sind que molts cops s’ha observat que afavoreixen
replegaments diferents o indueixen una transicié entre diferents formes®. Per
exemple, s’ha observat que l‘addici® de Ca®' indueix la transicid de quadruplex
antiparal-lel a quadruplex paral-lel i la posterior estructuracié d’aquests en forma de
cables de G® (superestructures formades per la superposicid axial de diferents
quadruplex).

Hi ha hagut molts estudis enfocats a determinar els efectes que produeixen els
diferents ions en les estructures quadruplex. S’ha arribat a la conclusié general que la
majoria de quadruplex tetramoleculars i bimoleculars amb loops diagonals, es poden
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formar tant en preséncia de Na* com de K*. Tanmateix, els quadruplex intramoleculars
amb Joops laterals es troben molt més afavorits en preséncia de potassi que en
preséncia de sodi?®. La majoria d’estudis realitzats fins el moment han estat duts a
terme amb Na* i K¥, ja que son els cations més presents en el citosol i en el medi
cel-lular de molts organismes. Aixi, en molts dels casos s’han volgut reproduir o
mimetitzar condicions fisioldgiques idniques per tal de poder demostrar la possible
formacié d’aquestes estructures in vivo.

A.2.3 Teécniques usades per a I’estudi dels quadruplex

S6n moltes i forca diverses les técniques que s’utilitzen per a realitzar estudis
estructurals i biofisics sobre quadruplex de G. De totes maneres, per tal d’obtenir
estructures tridimensionals d’alta resoluci6 de molécules de DNA que formin
quadruplex, es pot recérrer Unicament a dues d’elles: 'RMN o la difraccioé de raigs X.
Actualment, mitjancant aquestes dues técniques hi ha resoltes una cinquantena
d’estructures quadruplex, ja siguin de DNA (molt majoritariament) o d’'RNA. Aquestes
es poden consultar tant al Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/) com al Nucleic
Acids Data Bank (http://ndbserver.rutgers.edu/). Convé remarcar, no obstant, que
encara que ambdues técniques son molt potents per a la resolucié d’estructures, de
vegades els resultats que s’obtenen amb cadascuna d’elles sén forca diferents.
Aquesta divergéncia és deguda principalment al fet que tot i estudiar la mateixa
molécula, aquesta es troba en entorns molt diferents en funcié de la técnica emprada:
en solucié (RMN) o en cristalls (raigs X). Aixd comporta, de vegades, que algunes
estructures puguin estar condicionades per forces d’empaquetament cristal-li, o
simplement que degut a aquestes forces, I'estructura cristal-lina més estable difereixi
de l'estructura més estable en solucié. També cal tenir en compte que les condicions
experimentals usades en cada técnica poden arribar a ser molt diferents, ja siguin la
concentracié salina, la forga idnica, la concentracido de DNA o la preséncia d’additius.
Finalment, cal considerar que per raons técniques tant en raigs X com en RMN, sovint
s’'usen substitucions puntuals de certes bases per analegs d’aquestes. Les més
freqlients son les substitucions de T per U (uracil) o per ®'U i les de G per | (inosina) o
B'G. La preséncia de tals analegs pot, de vegades, afavorir una conformacié diferent a
la que formaria I'oligonucledtid amb les bases naturals®.

Un exemple tipic d’aquesta divergéncia entre els resultats obtinguts segons la
técnica usada es troba en el 12-mer d(G4T4G,), I'estructura del qual ha estat resolta
tant per raigs X*' com per RMN*? obtenint-se resultats diferents (fig. 9). En ambdds
casos es tracta d’'un quadruplex bimolecular de quatre pisos. La diferéncia radica en
els loops. En ambdues estructures els dos /oops es troben situats en extrems oposats
del quadruplex, perd mentre que en I'estructura de raigs X aquests son laterals, en la
de RMN son diagonals. Aixd fa que les tétrades de les dues estructures siguin
diferents. En la de raigs X, les guanines estan disposades en cada tétrada de la
seguent manera: G(syn)-G(anti)-G(syn)-G(anti). Contrariament, a la d’RMN la




Introduccié

disposicié és G(syn)-G(syn)-G(anti)-G(anti). Finalment, aquesta diferent disposicié de
les guanines dins les tétrades fa que cada estructura tingui una diferent distribucié de
solcs (fig. 6). Recentment, ha estat resolta una altra estructura cristal-lina del mateix
oligonucleodtid, d(G4T4G4), que resulta ser practicament idéntica a l'obtinguda per
RMN®,

Figura 9 — Estructures quadruplex resoltes mitjangant raigs X (A) i RMN (B) de
l'oligonucledtid [d(G4T4Gg)]2.

A part d’aquestes dues técniques, n‘hi ha també d’altres molt emprades en la
deteccid i I'estudi estructural dels quadruplex. Aquestes son:

. Espectroscopia UV: basicament s’'usa per obtenir informacio referent a
I'estabilitat dels quadruplex mitjiangant experiments de fusio>*3°.

. FRET: técnica forgca recent pel que fa al seu Us en I'estudi dels quadruplex.
Permet extreure informacié forga similar a I'obtinguda mitjangant I'UV, per
bé que aquesta és una técnica molt més sensible i rapida®>"3¢.

o Dicroisme Circular (DC): técnica molt util a nivell qualitatiu que no només
permet posar de manifest la preséncia de quadruplex en una mostra, sind
que a més a més, permet diferenciar entre estructures paral-leles i
antiparal-leles®*“*°. Igual que I'UV i el FRET, el DC també permet realitzar
estudis de fusid6 per tal d’obtenir informacié sobre [I'estabilitat dels
quadruplex.

. Electroforesi no desnaturalizant en gel de poliacrilamida (PAGE): permet
detectar la preséncia de quadruplex en una mostra de DNA i fer estudis
comparatius sobre la tendéncia de certes molécules a facilitar la formacié
d’aquestes estructures®’.

. Espectrometria de masses (MS): el seu Us en l'estudi estructural dels
quadruplex no esta massa estés, perd alguns cops s’ha usat per posar de
manifest la preséncia de quadruplex en una mostra de DNA***.

Hi ha també descrits a la literatura estudis estructurals concrets pels quals s’ha

utilitzat la microscopia de forca atomica** o s’han realitzat experiments de foot-

printing® o de platinacio*®*’.
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A.2.4 Polimorfisme

El terme quadruplex de guanina no fa referéncia a una estructura concreta que
poden adoptar una o varies molécules de DNA, sind6 més aviat a una familia
d’estructures secundaries que presenten uns trets basics comuns, perd que poden
diferir forca en l'estructura tridimensional global. Aquest alt grau de polimorfisme
s’il-lustra a la taula 1, on es mostren esquematicament les caracteristiques d’algunes
de les estructures quadruplex resoltes fins al moment.

Seqiiéncia Cati6 Polaritat Conformacié G* Técnica ID°
cadena tetrada
d(TG,T)*® Na* M A-A-A-A A/A/AA Raigs X 352d
r(UG4U)’ K* "M A-A-A-A AIAIA/A RMN 1 rau
d(GaT4Ga)* Na'/k' ™ML S-A-S-A  S/SIA/A RMN 156d
d(GaT4G4s) ¥ K* NN S-A-S-A SIAISIA Raigs X 1d59
d(G4T4Ga)™ K* M S-A-S-A  S/SIA/A RMN 1jm
49 + 5+ S'S'A
d(G3T4Gs) Na*/K M SAA SISIAIA RMN 1fqp
d(GaT4)3G4™> Na* Ml S-A-S-A  SISIA/A RMN 201d
d(G2T2G,TGTG,T,G,)®" K* NN S-A SIAISIA RMN 148d
5 . A-S-A
d(AG3(T2AG3)s) Na M SAS SISIAIA RMN 143d
S-A-A SISISIA
d(T2G4)s™> Na* RMN 1
(T2Ga)a a N S-S-A ASIAJA 86d
d(TAGGGTTAGGGT)* K T A-A-A AIA/AJA Raigs X 1k8p
d(AG3(T2AG3)3)"" K ™M A-A-A AIA/AIA Raigs X 1kf1

Taula 1 - Caracteristiques estructurals basiques de diversos quadruplex de G descrites a la literatura. @ S i
A es refereixen a syn i anti respectivament. b ID és I'identificador de les estructures en el protein data bank.

Es fa molt dificil poder racionalitzar tot aquest polimorfisme, i és practicament
impossible poder predir quin tipus de quadruplex adoptara una sequéncia concreta de
DNA. Aixd és degut als multiples factors que influeixen en el procés de formacio del
quadruplex i en la seva estabilitzacio. Factors com ara la concentracio de DNA, la
concentracié o el tipus de cations, el nombre de guanines consecutives que formen les
diferents cadenes i el nombre de cadenes que es troben en una mateixa seqliiéncia, la
llargada i la sequéncia dels loops, la possibilitat 0 no de formacié de parells Watson-
Crick entre bases no consecutives, ....

Un clar exemple el podem trobar en la seqiéncia d(G3;T4G,). L’estructura
d’aquest oligonucledtid ha estat resolta recentment per RMN®® i presenta una
estructura molt diferent a la que forma una seqiiéncia molt similar: d(G4T4G3).
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Aixd no obstant, sembla ser que existeixen certes tendéncies generals com ara
que les estructures replegades (uni o bimoleculars) sén més favorables cinéticament, i
que altes concentracions de cations afavoreixen les estructures tetramoleculars, ja que
desestabilitzen els loops. Tal i com seria d’esperar, altes concentracions de DNA
també afavoreixen estructures tetramoleculars. Finalment, sembla ser també, que els
loops paral-lels estan afavorits quan hi ha condicions que permeten la formacié de
hairpins (parells Watson-Crick intramoleculars) i que els loops diagonals es formen
maijoritariament a concentracions elevades de DNA, tenint lloc en primera instancia
I'associacié de cadenes diferents i posteriorment la formacié d’aquests®.

A.3 Preseéncia dels quadruplex in vivo

L’existéncia dels quadruplex de G in vivo és una de les grans qlestions que
encara queden per confirmar. Sobre aquest tema s’han de tenir en compte alguns
factors que podrien dificultar la formacié d’aquestes estructures dins la cél-lula.
Aquests basicament s6n°’:

° La majoria del DNA es troba formant duplex durant gran part del cicle
cellular.

° ElI DNA gendomic es troba molt sovint unit a proteines, ja siguin no-
especifiques (histones) o especifiques (factors de transcripcio).

. La formacié de quadruplex és generalment de cinética molt lenta.

Malgrat aquestes consideracions, existeixen multiples evidéncies indirectes de
la seva preséencia. Hi ha diversos grups de recerca treballant en el desenvolupament
de nous sistemes de tincid per a la deteccié de quadruplex en cél-lules i, per tant, per
poder demostrar inequivocament la seva existéncia in vivo. En aquest sentit cal
destacar experiments realitzats amb varies porfirines®®, i amb un derivat de carbazole®
demostrant in vitro la seva capacitat per tenyir especificament les estructures
quadruplex de G. Aquestes molécules interaccionen amb els quadruplex produint-se
un increment en la seva fluorescencia. Aixi doncs, aquestes molécules no només
podrien ser utils en la tincié de gels d’electroforesi, siné també com a biosensors en
microscopia de fluoresceéncia, per tal d’observar la preséncia i la localitzacié dels
quadruplex dins la cél-lula. En ambdés casos I'especificitat no només resideix en el
tipus d’estructura secundaria, siné també en la topologia, ja que en ambdés casos el
tint pot discriminar entre quadruplex parallels i antiparal-lels. Aquest diferent
reconeixement segurament és possible, gracies als diferents tipus de solcs que
presenten els diferents tipus de quadruplex.

S’ha dut a terme també, el desenvolupament de dos anticossos especifics
capacos de reconéixer quadruplex de G®°. Aquests han estat dirigits al reconeixement
de quadruplex formats per les sequéncies telomériques dels organismes ciliats
Oxytricha i Stylonychia (T4Ga)n i S’ha observat que presenten unes afinitats de I'ordre
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picomolar. Mentre que un dels anticossos presenta una alta selectivitat pels
quadruplex paral-lels, I'altre reconeix tots els quadruplex amb la mateixa afinitat.
Aquests anticossos han estat provats en cél-lules d’Stylonychia lemnae observant-se
reaccié amb el macronucli, perd no amb el micronucli. Aquests resultats suggereixen la
preséncia de quadruplex antiparal-lels en el macronucli, i més concretament en els
extrems telomerics. La reaccié dels anticossos en els nuclis de Stylonychia ha estat
detectada per estudis indirectes d'immunofluroescéncia.

Amb tots aquests estudis, la preséncia de quadruplex de G in vivo, es
considera actualment més que provable, i comenca a ser forga acceptada en el si de
la comunitat cientifica. Tanmateix és cert que encara falta una evidéncia directa i
inequivoca que corrobori totes les especulacions realitzades.

A.3.1 Proteines que interaccionen amb quadruplex

En els ultims anys, una de les evidéncies indirectes que més pes ha tingut a
’hora de fer especulacions sobre I'existéncia dels quadruplex in vivo, ha estat el
descobriment de proteines capaces d’interaccionar selectivament o especificament
amb quadruplex de guanina®’. D’entre totes aquestes cal destacar:

. Subunitat B de la proteina d’unié al teldmer de I'Oxytricha nova®%: promou in
vitro la formacié de quadruplex, accelerant la cinética del procés de I'ordre
de 10* a 10°.

. Rap1%: proteina telomérica del llevat que no només reconeix i s’uneix als
quadruplex sind que també n’afavoreix la seva formacio.

° Helicasa codificada pel gen BLM®: desenrotlla estructures quadruplex molt
més rapidament que estructures duplex, de manera que fins i tot s’ha
proposat que el seu substrat natural podrien ser els quadruplex.

. Helicasa codificada pel gen WRN®: desenrotlla quadruplex de G quan
aquests presenten un fragment monocadena en algun dels extrems (3’ o
5’). No actua sobre quadruplex tetramoleculars.

. Sgs1%: proteina del llevat que desenrotlla els quadruplex (parallels o
antiparal-lels) molt més eficientment que els duplex.

. Helicasa del virus SV40 T-antigen®”: enzim capag¢ de desenrotllar tant
quadruplex tetramoleculars com bimoleculars, formats en preséncia de Na*
perd no de K*.

° Topoisomerasa |%: proteina humana que reconeix els quadruplex i permet
la seva formacio en condicions en qué aquesta no es troba afavorida.

° Hop1°%®: enzim del llevat involucrat en la formacié del complex sinaptonemal
durant la meiosis que s’uneix als quadruplex amb una afinitat tres ordres de

magnitud superior que als duplex.
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Com es pot observar, la majoria d’aquestes proteines interaccionen amb els
quadruplex in vitro facilitant-ne la seva formacié o bé la seva resolucié. La lenta
cinética d’ambdos processos quan no hi intervenen factors externs, havia fet
questionar seriosament la possibilitat de que realment els quadruplex poguessin existir
in vivo ilo desenvolupar algun rol cel-lular important. Ara, perd, després d’aquests
descobriments, fins i tot s’ha especulat que els quadruplex podrien formar-se i
desenrotllar-se amb tota normalitat al llarg del cicle cel-lular.

A.3.2 Possibles papers biologics dels quadruplex

Descrits per primera vegada l'any 1962, els quadruplex de guanina van
romandre com una curiositat objecte d’estudi dels biofisics durant gairebé 25 anys.
Fou ben entrada la década dels 80 quan es va comengar a pensar que aquestes
estructures podrien estar relacionades amb processos biologics i cellulars d’extrema
importancia. Aquestes especulacions van sorgir com a consequéncia del descobriment
de l'existéncia de varies regions no-codificants i altament riques en guanines en els
genomes de diversos organismes. Aquestes regions soén els telomers (o extrems
cromosomics), regions promotores de certs oncogens, regions reguladores de les
immunoglobulines i regions satél-lits, entre d’altres. S’han publicat multiples estudis
estructurals sobre la majoria d’aquestes sequéncies on es demostra que poden
estructurar-se en forma de quadruplex in vitro’™. De fet, la majoria d’estructures
quadruplex resoltes, ja sigui per RMN o per raigs X, provenen de fragments d’aquestes
sequéncies, i majoritariament de sequéncies telomeériques de diversos organismes.

La formacio de quadruplex en els extrems cromosomics podria formar part del
mecanisme molecular a través del qual els telomers asseguren [Iestabilitat
cromosOmica. Tanmateix, a part del paper que puguin desenvolupar els quadruplex en
el manteniment de la integritat telomérica, s’han proposat altres processos bioldgics en
els quals aquestes estructures podrien estar implicades, jugant-hi un paper rellevant
(fig. 10).
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Figura 10 — Esquema de la possible formacié de quadruplex de G en els processos de
regulaci6 transcripcional (A), aparellament de cromatides germanes (B) i recombinaci6 (C).

12



Introduccié

Referent a la regulacié transcripcional de cert gens, sembla ser que la
preséncia de quadruplex en la regid6 promotora podria servir com a senyal per tal
d’iniciar la transcripcioé del gen en questio (fig.10A). D’aquesta manera els quadruplex
de G formarien part de sistemes de transduccioé de senyal. Finalment, s’ha proposat
que la formacié momentania de quadruplex pot ser molt important en I'aparellament de
cromatides germanes durant la meiosis (fig. 10B) o en processos de recombinacio (fig.
10C).

La preséncia de quadruplex de G tant en els telomers com en processos de
recombinacio pot venir facilitada per la preséncia momentania de fragments de DNA
monocatenari. No obstant, la preséncia de quadruplex en les regions promotores de
cert gens no és gens ftrivial, ja que aquestes zones es troben generalment formant
duplex. Recentment, s’han realitzat molts estudis sobre la transicié duplex-quadruplex
per tal de veure en quines condicions pot tenir lloc’"">"®. En aquests estudis queda
clar que és perfectament possible I'estructuracio transitoria de certes seqliéncies en
forma de quadruplex fins i tot en preséncia de les seves sequéncies complementaries.
Aquest fet podria venir facilitat, en part, per [l'estructuracié de la cadena
complementaria (rica en C) en forma d’i-motif’. Aixi, les tres estructures (quadruplex,
i-motif i duplex) es trobarien en un equilibri que pot desplagar-se en funcié de la
temperatura, el pH o de la interaccié especifica amb molécules que estabilitzin alguna
d’aquestes estructures, com ara certes proteines. Per tal de racionalitzar aquest
equilibri, s’han arribat a elaborar uns diagrames de fases en funcié de la temperatura i
del pH, per a algunes de les seqiiéncies estudiades®.

A.3.3 Implicacions dels quadruplex de G en certes disfuncions

A part de poder tenir papers biologics d’extrema importancia per I'esdevenir de
la céllula, la formacid6 de quadruplex ha estat també relacionada amb el
desenvolupament de varies malalties’.

Els sindromes de Bloom i Werner sén malalties degudes a defectes en
proteines de la familia de les helicases RecQ dependents d’ATP. Concretament el
sindrome de Bloom esta causat per defectes en el gen BLM i el de Werner en el WRN.
Aquests sindromes estan associats a diversos simptomes, per bé que tots tenen en
comu una alta inestabilitat genética, que s’observa per defectes en els cromosomes i
per delecié d’alguns gens’®. La funcié de les helicases RecQ és desenrotllar el DNA en
la direccio 3’ —» 5 i s’ha proposat que poden jugar un paper important durant la
replicacié i transcripcié, desenrotllant possibles estructures quadruplex que poden
formar-se al llarg d’aquests processos. La formacié i no-resolucié de quadruplex podria
conduir a errors tant en la replicacié com en la transcripcié. A la figura 11 es mostra
esquematicament com es podrien formar estructures quadruplex durant la replicacio.
Aquest procés estaria afavorit per la preséncia momentania de DNA monocatenari.

El sindrome del cromosoma X fragil és la causa més important del retras
mental hereditari. Aquesta malaltia esta causada per I'expansié del triplet d(CGG) en
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la regi6 no traduida del gen FMR1. Mentre que en les persones sanes es troben entre
5 i 50 repeticions d’aquest triplet, en les portadores de la malaltia se n’hi poden trobar
de l'ordre de 250 i en les malaltes fins a 2000. L’expansioé d’aquest triplet comporta la
metilacié anormal del DNA, aixi com també la repressidé de la transcripcio de la
proteina codificada pel gen FMR, molt present en les neurones i que participa en el
transport i en la traduccié de I'RNA missatger (mMRNA). S’han realitzat nombrosos
estudis sobre les propietats del triplet d(CGG) i s’ha vist que pot estructurar-se en
forma de quadruplex de guanina en condicions fisioldgiques. Aixi doncs, la formacié de
quadruplex durant la transcripcio i o replicacié d’aquest gen, en un procés anomenat
slippage (fig.11), seria la causa de I'expansi6 del triplet’”"®"°.

Figura 11 — Formaci6 aberrant de quadruplex durant la replicacié del DNA: procés d’slippage.

S’ha comentat anteriorment que els quadruplex de G poden intervenir en
processos de recombinacio, facilitant 'aparellament de cromatides germanes per tal de
formar el que s’anomena complex sinaptonemal. En aquest sentit, s’ha observat que
varies de les proteines implicades en aquest procés (Hop1 o I'helicasa Sgs1)
presenten una elevada afinitat per aquestes estructures. Tanmateix, la formacié de
quadruplex no-desitjats com a consequéncia de defectes en aquestes proteines,
podria comportar errors en el procés donant lloc a recombinacions il-legitimes o fins i
tot formant cromosomes quadriradials.

Finalment, els quadruplex de G han estat molt relacionats amb el cancer. No
només degut al seu probable paper regulador en la transcripcié de certs oncogens,
com ara el c-myc®*®’, sin6 també per la seva participacié en els processos biologics
presents en els extrems telomérics. D’aquesta qliesti6 se’'n tractara amb més
profunditat més endavant, ja que forma part del tema principal de la present tesi.

A.3.4 Quadruplex de G com a agents terapeéutics

En alguns casos s’ha trobat que els mateixos quadruplex de G poden actuar
com a agents terapéutics. Dins d’aquest camp cal mencionar dos exemples: els
aptamers®? (molécules d’'RNA o de DNA que s’uneixen especificament a una diana
molecular) i els oligonucledtids inhibidors del virus HIV.

Un dels primers quadruplex estudiats va ser el format per la seqiéncia
d(G,T.G, TGTG,T,G,). Aquest fragment de DNA és un aptamer de la trombina i
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s’anomena TBA (Trombin Binding Aptamer). Fou identificat en una selecci6 in vitro en
busca de molécules que presentessin un alt grau de reconeixement per aquesta
proteina®. El TBA fou la molécula que presenta una afinitat més elevada (de I'ordre
nanomolar) i s’uneix especificament a la trombina provocant-ne la seva inhibicio.
Aquest 15-mer s’estructura en preséncia de K* formant un quadruplex unimolecular de
tipus cadira®. L’estructura terciaria de 'aptamer és la responsable de la seva capacitat
de reconeixement i interaccié amb la trombina, com s’ha pogut observar en I'estructura
cristal-lina del complex TBA-trombina®.

Per altra banda, alguns oligonucledtids rics en guanina soén capagos d’inhibir
certs processos biologics del virus HIV, responsable de la SIDA. Agquests
oligonucledtids es troben entre els inhibidors més potents del virus, presentant unes
ICs9 de I'orde nanomolar. D’una banda I'oligonucledtid d(T.GsT2) amb esquelet de
fosforotioat és capag d’inhibir el procés d’adsorcié del virus sobre la céllula hoste®.
Per altra, els oligonucledtids d(GTG.TG;TG;TG3T), d(G3TG3TG;TG;T) i
d(G4TG3;AG,AG;T) inhibeixen la integrasa virica®®®®°. S’ha analitzat la interaccié del
virus amb aquests oligonucleotids i s’ha comprovat que l'estructuracié d’aquests en
forma de quadruplex de G és molt important per tal de que es produeixi la inhibicio®.

A.4 Quadruplex de G com a diana terapéutica

S’ha comentat anteriorment l'elevat polimorfisme que exhibeix aquesta
estructura secundaria de DNA, podent presentar, en certes condicions, equilibris entre
diversos tipus de quadruplex. Per altra banda, també s’ha fet referéncia als equilibris
dinamics que poden tenir lloc dins la cél-lula entre duplex i quadruplex, o fins i tot entre
fragments de DNA monocadena i quadruplex. Tots aquests equilibris, a més a més, es
troben relacionats amb la possibilitat que els quadruplex puguin intervenir in vivo en
processos cel-lulars tan importants com ara la protecci6 cromosomica i/o la
transduccié de certes senyals. Aixi doncs, s’ha despertat un enorme interés en la
cerca de molécules que puguin no nomeés interaccionar amb algun tipus de
quadruplex, sind també afectar I'equilibri duplex = quadruplex == DNA monocadena.
Aixi, els quadruplex poden ser considerats com una nova diana terapéutica en la cerca
de nous farmacs pel tractament de varies malalties®"®2. L’augment de l'interés pels
quadruplex i per la cerca de molécules que interaccionin amb ells, ha anat forga lligada
als descobriments que s’han anat realitzant en el camp de la biologia molecular amb el
sistema biologic de proteccié cromosomica (teldmers-telomerasa). D’aqui que la gran
majoria de molécules de les quals s’ha descrit una interaccié amb els quadruplex de G,
s’han avaluat com a possibles inhibidors de la telomerasa.
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B. Telomers, telomerasa i cancer
B.1 Telomers

B.1.1 Constitucio dels telomers

Els telomers sén els extrems lineals dels cromosomes en les cellules
eucariotes. Son regions no-codificants del genoma que estan unides a diverses
proteines donant lloc a unes estructures nucleoprotéiques forca complicades. La mida
dels telomers és variable, pero en el cas de les cél-lules humanes pot arribar als 25000
parells de bases. EI DNA teloméric esta format, en la direccido 5 — 3’, per multiples
repeticions consecutives d’una sequéncia curta (de 6 a 8 nucledtids, depenent de
I'espécie) i rica en guanines anomenada seqiiéncia telomérica®™. En la majoria de
casos els telomers estan formats per perfectes repeticions de tal seqliéncia, com en el
cas dels mamifers (TTAGGG),**. Hi ha organismes, perd, en els quals els teldbmers
estan constituits per repeticions irregulars, sense tenir una seqiéncia telomérica
invariable. Dins aquest segon grup s’hi troben basicament els llevats, com per exemple
el Saccharomyces cerevisiae (TG1-3),,96. A la taula 2 es mostren les seqléncies
telomériques de diverses espécies”’.

Com es pot observar, les seqlieéncies telomériques es troben forca conservades
entre espécies molt diferents, presentant com a caracteristica comu la preséncia
majoritaria de guanines i, en menor mesura, de timines. La funcidé principal dels
teldmers és la de mantenir I'estabilitat i la integritat dels cromosomes, protegint els
seus extrems vers possibles recombinacions aberrants, aixi com també vers la
possible degradacié per part d’exonucleases®®. El fet que els teldbmers desenvolupin la
mateixa funcio en totes les espécies i que presentin un grau de conservacié tan elevat
entre totes elles, fa pensar que els mecanismes moleculars a través dels quals
desenvolupen la seva funcié haurien de ser també forga similars®.

Seqiiéncies telomeériques

Mamifers: Homo sapiens TTAGGG

Fongs: Neurospora

Mixomicets: Physarum, Didymium

Protozous: Trypanosoma, Crithida

Ciliats: Tetrahymena, Glaucoma TTGGGG
Paramecium TTGGG(G/T)
Oxytricha, Euplotes TTTTGGGG

Plantes superiors: Arabidopsis TTTAGGG

Algues: Chlamydomonas TTTTAGGG

Llevats: Saccharomyces cerevisiae TG1.3)
Schizosaccharomyces pombe TTAC(A)G(2-5

Taula 2 — Seqiiencies telomeriques de diverses especies.
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B.1.2 Estructurai funcio

Tot i que la major part del DNA teloméric es troba estructurat en la forma
canodnica de duplex Watson-Crick, s’ha observat que sempre hi ha un fragment de
DNA monocatenari en I'extrem 3’ que sobresurt respecte la seva cadena
complementaria' (fig. 12). Aquest fragment pot constar des d'unes 12 o 16
nucleobases (un parell de repeticions telomeériques) fins a unes 200. Sembla ser que
mantenir-ne la seva integritat és essencial per 'esdevenir de la cél-lula, que altrament
podria patir fusions entre diferents cromosomes, cosa que comportaria inestabilitat
gendmica i acabaria conduint a la mort cellular'®’. Aixi doncs, la cél-lula ha de tenir
certs mecanismes pels quals els extrems telomérics, i més concretament aquest
fragment monocatenari, no siguin reconeguts com a molécules de DNA danyades per
la maquinaria cel-lular de reparacié d’acids nucléics.

S 3 " [}
3 I o { 15

Figura 12 — Esquema d’un cromosoma on les zones de caixes representen els telomers.

S’ha observat mitjangcant la microscopia electronica, que in vitro, aquest
fragment es replega sobre el si del mateix telomer desplagant part del DNA teloméric
bicatenari i introduint-se entre el duplex. Un cop doblegat, certs experiments posen de
manifest la formacié d’'un nou duplex entre aquest fragment i la seva cadena
complementaria. La formaci6 de tal estructura, anomenada t-loop (bucle-t), podria ser
un dels mecanismes pels quals els teldmers actuen com a protectors cromosomics'%.
D’aquesta manera, el fragment no quedaria exposat i per tant no podria ser reconegut
ni per les exonucleases ni per la maquinaria de reparacioé del DNA. Un altre factor que
sembla ser també molt important en el manteniment de la integritat dels telomers és la
preséncia de tot un reguitzell de proteines (especifiques i no-especifiques) unides al
DNA teloméric. D’entre elles cal destacar-ne algunes com ara TRF-1, TRF-2, Ku, TIN-
2, Rap1 i Pot1'. A la figura 13 es mostra de forma esquematica la complexa
estructura del telobmer huma formant un ¢-/oop.
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Figura 13 — Representacio esquematica de I'extrem del telomer estructurat formant un t-loop.

Convé ressaltar perod, que els telomers sén regions dinamiques i que aquesta
estructura de t-loop només es troba present en algunes fases del cicle cel-lular’®. Es
per aix0 que la preséncia del t-loop no és incompatible amb teories anteriors, en les
quals es creia que la formacié d’estructures quadruplex de G en els extrems telomeérics
era el mecanisme pel qual els telomers exercien la funcié de proteccié cromosomica.
Tanmateix, no esta gens clar que en la formacié del mateix t-loop no hi participin,
d’alguna manera, estructures quadruplex. A la figura 14 es mostren algunes de les
estructures quadruplex que es poden formar en els telobmers.

5-(TTAGGG 5 ~Hy
3-|{AATCCC), 3 5

Figura 14 — Estructures quadruplex de G als extrems telomérics.

B.1.3 Escurgament

Durant l'etapa de duplicaci6 del DNA (abans de la divisid cel-lular), els
cromosomes no poden ser replicats en la seva totalitat, de manera que els extrems
telomérics es van escurcant després de cada cicle cel-lular'®. Aquest fenomen,
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anomenat “problema de la replicaci6 telomérica”, és degut basicament a dues
caracteristiques intrinseques del mecanisme d’acci6 de les polimerases:

° La seva unidireccionalitat: només sén capaces de sintetitzar una nova
cadena de DNA en la direccio 5° — 3'.

. La necessitat d'un iniciador (primer): requereixen la preséncia d'una
molécula de DNA aparellada amb la seva complementaria a la qual anar
afegint nucledtids.

B.1.3.1 El problema de la replicacié telomérica

La duplicacio del DNA és un procés molt complex i d’extrema importancia, ja
que permet fer una copia de tot el material genétic abans de procedir a la divisio
cel-lular. Degut a la unidireccionalitat en la sintesi que presenten les polimerases, la
duplicacio es realitza de forma diferent per a cada cadena.

Per tal que es dugui a terme la sintesi de noves molécules de DNA, les dues
cadenes que formen el cromosoma es van separant progressivament formant-se el
que s’anomena forquilla de replicacié. Aquesta separacié permet a les polimerases
actuar sintetitzant les dues noves cadenes oligonucleotidiques. A mesura que avanga
la replicacio, la forquilla es va movent al llarg del cromosoma per tal de fer accessible
tot el DNA a les polimerases. Un cop separades les dues cadenes, en primer lloc actua
un enzim anomenat DNA primasa, que és el responsable de sintetitzar petits
fragments d’RNA que actuaran d’iniciadors. Seguidament, les DNA polimerases
comencen a sintetitzar les dues noves cadenes. Una d’aquestes, anomenada leading,
és sintetitzada de forma continua en la direccié 5’ — 3’, i només requereix la preséncia
d’'un fragment d’RNA a l'inici de la replicacié. Contrariament, per a la sintesi de I'altra,
anomenada /agging, es necessiten multiples fragments d’RNA que es van situant en
intervals d’'uns 200 nucledtids. Cada iniciador és allargat per la polimerasa fins a
trobar-se amb el seguent, unit a I'extrem 5’ de la cadena ja sintetitzada. En aquest
moment, entren en accié mecanismes cel-lulars de reparacié d’acids nucléics que
eliminen els fragments d’'RNA i els substitueixen per DNA. Finalment, i per acabar el
procés, una DNA lligasa uneix els diferents fragments de DNA entre ells donant lloc a
la nova cadena oligonucleotidica. Quan el fragment d’'RNA de l'extrem 5 de
cadascuna de les cadenes filles és eliminat, aquest no pot ser reemplacat per DNA,
produint-se, no només una pérdua neta de nucleotids a cada cicle de divisié cel-lular,
sind també I'aparicié del fragment monocatenari a I'extrem 3’ dels telomers'®%”. Tot
aquest procés es mostra esquematitzat a la figura 15
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Figura 15 — Mecanisme de duplicacié del DNA on s’observa les cadenes leading (a) i lagging (b),
els iniciadors d’RNA (c), els fragments de DNA (d), que sén units per la DNA lligasa (e) i els
fragments monocadena que queden als extrems després de la duplicacié (f).

B.1.3.2 Senescéncia i mort cel-lular

L’escurcament teloméric es produeix a una velocitat d’'unes 50-100 bases per
cicle, i és directament proporcional a la longitud del fragment monocatenari'®®. Després
de multiples cicles cel-lulars, arriba un moment en que els cromosomes d’una cél-lula
tenen els teldbmers extremadament curts i aquesta no pot continuar replicant-se.
Llavors s’entra en un estat estacionari anomenat de senescéncia. Convé remarcar que
en una mateixa céllula la mida dels telomers no és la mateixa entre els diferents
cromosomes, aixi doncs, I'entrada a I'estat de senescéncia vindra determinat per la
mida del telomer més curt de la cél-lula. En aquest estadi, les cél-lules han perdut ja la
seva capacitat per duplicar-se i sén molt susceptibles de patir el fenomen de I'apoptosi,
altrament anomenat mort cel-lular programada. | és que si la cél-lula es continués
duplicant, al cap de pocs cicles s’acabarien d’erosionar completament els telomers i, al
mancar-li la proteccio, els extrems dels cromosomes podrien bé experimentar
reaccions de fusié els uns amb els altres, o bé ser reconeguts com a DNA danyat.
Sigui com sigui, ambdds processos durien la cél-lula a patir una gran inestabilitat
genomica que la conduiria a un estat de crisi, desembocant finalment a la mort
cel-lular'®. Aixi doncs, la longitud dels teldbmers d’una cél-lula, estad molt relacionada
amb la capacitat que té aquesta per anar-se duplicant. Es per aixd, que molt sovint
s’ha considerat que la mida dels teldmers és el rellotge bioldgic que dona idea de la
longevitat d’una cél-lula: les cél-lules joves son les que tenen telomers llargs i, per tant,
poden duplicar-se un gran nombre de vegades, mentre que les ceél-lules velles sén
aquelles que tenen teldmers curts i estan proximes a entrar en estat de
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senesceéncia'®. Hi ha, perd, un enzim especialitzat capac de contrarestar aquest

escurcament: la telomerasa.

B.2 Latelomerasa

Descoberta a la década dels 80 per Greider i Blackburn en I'organisme ciliat
Tetrahymena, la telomerasa és una ribonucleoproteina especialitzada que és
responsable del manteniment de la mida dels teldmers''"""2. Posteriorment, s’ha vist
que la majoria d’espécies eucariotes contenen aquest enzim, que consta de diversos
components: una subunitat catalitica ("TERT'), una part nucleotidica d’RNA (hTR)) i
varies proteines associades (Hsp90, p23, ...). La seva funcié és la d’allargar els
telomers per addicid de repeticions telomériques en el seu extrem 3’, evitant aixi
'escurcament d’aquests després de cada cicle cel-lular. La subunitat catalitica hTERT
presenta activitat de ftranscriptasa inversa i utilitza un fragment de la part
ribonucleotidica h"'TR com a motlle. S’han realitzat estudis estructurals forca complets
sobre hTR'*"411% | s'ha observat que tot i que consta de més de 400 nucledtids,
només 11 (*CAAUCCCAAUC®) actuen com a motlle (fragment complementari a la
sequéncia telomérica). Pel que fa a les altres proteines associades a I'enzim i presents
en el complex, sembla ser que son necessaries per a la formacié d’aquest''®, tot i que
la seva funcio exacta és encara, en molts casos, desconeguda.

La telomerasa només es mostra activada en aquelles cél-lules que necessiten
mantenir intacte la longitud dels telomers. Aquestes, basicament son les cél-lules de la
linia germinal, les embrionaries i les cél-lules proliferatives de teixits renovables com
ara els limfocits o les cél-lules hematopoiétiques. Aixi doncs, aquestes cél-lules es
poden anar dividint il-limitadament sense patir inestabilitat gendomica, esdevenint aixi
“immortals”. Per contra, les célllules somatiques normals no presenten activitat
telomerasa, cosa que implica que els seus telomers es van erosionant fins a arribar a
la longitud critica en que aquestes cél-lules entren en estat de senescéncia.

B.2.1 Mecanisme d’accio

El mode d’accié a través del qual té lloc la sintesi de novo de multiples
repeticions telomériques sembla ser que consta principalment de quatre etapes. (fig.
16). Primerament, té lloc la formacid del complex enzimatic (hnTERT, hTR i proteines
associades). Llavors, I'extrem 3’ del telomer reconeix els 5 nucleotids situats a I'extrem
3’ de la sequéncia complementaria present en hTR, donant lloc a un heteroduplex
DNA-RNA. Seguidament, hTERT catalitza l'elongacio de la cadena nucleotidica
mitjangant I'addicié de nucleotids a I'extrem 3’ del telomer. Aquest procés és possible
gracies al fragment d’11 nucleotids d’hTR que actua de motlle. Un cop incorporats 6
nucleotids té lloc una translocacié del DNA teloméric acabat de sintetitzar respecte el

" h fa referéncia a 'enzim en I'especie humana
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motlle d’RNA, per tal que la telomerasa pugui continuar I'elongacié. Aquestes dues
ultimes etapes d’elongacio i translocacioé es van repetint fins que el telomer assoleix la
longitud adequada. Amb tot aquest procés només s’aconsegueix allargar I'extrem 3’
del telomer; posteriorment, la cadena complementaria, de seqléncia rica en citosines,
sera allargada per les polimerases mitjangant el procés estandard de duplicacio del
DNA.

"7 i es du a terme a

La regulacié de la sintesi telomérica és forga complicada
través de multiples mecanismes cel-lulars, un dels més importants dels quals és el
control de I'expressié del gen que codifica per "TERT'®. Aixi doncs, s’ha vist que en
céllules somatiques normals, en les quals no s’observa activitat telomerasa, la
proteina hTERT no és expressada mentre que si s’hi troben tant la part ribonucléica
com les altres proteines associades. En aquestes, es pot activar I'activitat telomerasa

simplement per introduccié de la subunitat catalitica "TERT''.

TIAGGGTTAGGGTTAG 3' }Telbmer

RECONEIXEMENT
Telomerasa

TTAGGGTTAGGGTTAG 3’ .
SATCCCAA gﬁ.ﬁ.ut:nmu::-'-'. {,5

. ¢ S e 3" Motlle d’RNA
ELONGACIO *

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 3° .
AATCCCAA gﬁ.ﬁ.ﬁgt CAAUG===. -5

i E‘ T -
TRANSLOCACIO l
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 37 > .
AATCCCAA {:EMUGEEAAUC-“ - ey
. T o B
ELONGACIO l

TTAGGGT TAGGGTTAGOGT TAGGGT TAG 3 .
AATCCCAA CAAUC CCARLIC =~ o B

. i = -
TRANSLOCACIO 1

Figura 16 — Mecanisme d’acci6 de la telomerasa.

B.2.2 Telomerasa com a diana terapéutica'""'?>'*

S’ha observat activitat telomerasa en el 90% de les cél-lules tumorals. A més a
més, els nivells d’activitat de I'enzim es poden correlacionar amb el nivell de progressio
del cancer i amb la metastasi. Aixi, es pot concloure que la seva acci6 és vital en el
procés de tumorigénesi'?*'®. Fins i tot, actualment es considera la telomerasa com un
dels marcadors més importants en el diagnostic i la deteccié de la malaltia.
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Tot aixd, conjuntament amb el fet que I'enzim en qlestié no s’expressa en les
cél-lules somatiques normals, fan de la telomerasa una diana terapéutica molt atractiva
pel desenvolupament de farmacs anticancerigens més potents, perd sobretot més
selectius i amb menys efectes secundaris'®. La inhibicié de la telomerasa comporta
I'erosié dels teldmers en les cél-lules cancerigenes'? i atura, o alenteix, el creixement
dels tumors'®. En els ultims anys molts grups de recerca s’han centrat en la cerca
d’'inhibidors de la telomerasa com potencials farmacs anticancerigens. De totes
maneres cal tenir en compte certs aspectes que a hores d’ara encara romanen
obscurs en totes aquestes consideracions:

° Hi ha certes linies cel-lulars “immortals” que sén capaces de preservar la
longitud dels teldmers sense necessitat d’expressar la telomerasa, sin6 a
través dun mecanisme alternatiu anomenat ALT'?*'*° (Alternative
Lengthening of Telomeres).

. S’han realitzat experiments en ratolins knockout (als quals se’ls ha eliminat
el gen que codifica per mTR’) observant-se que els individus de la sisena
generacié presenten greus problemes d’inestabilitat genética’™".

. Hi ha cél-lules humanes no tumorals que presenten activitat telomerasa,
com ara les de la linia germinal.

. La inhibicié de la telomerasa no produiria la mort immediata de les cél-lules
cancerigenes, sind que s’hauria d’esperar un cert temps fins que els
telomers d’aquestes arribessin a la longitud critica.

Curiosament, s’ha observat que les ceél-lules tumorals presenten generalment
telomers significativament més curts que les célllules sanes, de manera que
segurament nomeés caldria inhibir la telomerasa durant pocs cicles cel-lulars per tal
d’aturar la progressié del tumor i fer que les cél-lules transformades entressin en estat
de senescéncia. Aixi, seria d’esperar que les cél-lules sanes que expressen I'enzim no
es veiessin greument afectades. Esta bastant acceptat, no obstant, que [I'Us
d’'inhibidors de la telomerasa no hauria de ser una terapia independent, siné que
hauria de formar part d’'una estratégia conjunta amb altres farmacs anticancerigens.

B.3 Inhibidors de la telomerasa™>'*"

En els ultims anys s’han seguit diverses estratégies pel que fa al
desenvolupament d’'inhibidors de la telomerasa.

En alguns casos s’ha intentat incidir directament en el procés de sintesi
telomérica dut a terme per hATERT. Amb aquest propdsit, s’han avaluat inhibidors tipics
de transcriptases inverses com ara els nucleodtids AZT"™® o ddGTP, entre daltres,
observant-se en tots els casos una inhibicié del procés. En altres, els esforgos s’han

m fa referéncia a I'enzim en el ratoli
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centrat en la cerca de molécules capaces d’estabilitzar I'heterodiiplex RNA-DNA™®. En
aquest sentit la idea ha estat, bé evitar la dissociacio de I'heteroduplex format durant la
sintesi telomérica, o bé conduir a la seva deformaci6. Ambdds processos
impossibiliten que la telomerasa pugui actuar normalment’’. S’han proposat també
altres estratégies d’inhibicié, com ara intentar evitar la formacié correcta del complex
enzimatic'®. En altres aproximacions, s’ha emprat la quimica combinatorial per tal de
sintetitzar quimioteques de productes a avaluar' o s’han realitzat screenings massius,
a través dels quals s’han identificat molécules actives derivades de I'isotiazolona.
Cal destacar també I'is d’oligonucledtids com a agents terapéutics emmarcats
en la terapia antisentit. En la majoria d’aquests treballs s’han desenvolupat oligdmers
dirigits principalment contra la sequéncia d’11 nucleotids que actua de motlle en la part
ribonucléica de l'enzim (hTR). Els resultats més rellevants han estat amb
oligonucleotids modificats, com ara 2’-O-metil RNA™', oligonucledtids units a 2’,5'-

t'*2, oligonucleodtids amb esquelet fosforotioat'**, N3'—>P5’ fosforamidats'**

o tiofosforamidats’®, PNAs'*® o ribozims hammerhead’#’. També s’han descrit

oligoadenila

conjugats d’oligonucledtids amb esquelet modificat amb certs fluorofors™® i de PNAs
amb péptids cationics'®. Alguns d’aquests oligonucledtids dissenyats per a la terapia
antisentit sén els inhibidors més potents descrits fins al moment, presentant ICs, de
'ordre nanomolar o fins i tot inferiors. No obstant, cal tenir present algunes de les
limitacions que presenten aquests inhibidors en concret i la terapia antisentit en
general, com soén els problemes d’internalitzacié cel-lular o d’estabilitat en medi
fisiologic.

Finalment, la majoria d’esforcos en el desenvolupament d’inhibidors de la
telomerasa han estat dirigits a la modulacié de I'estructura secundaria dels extrems
telomerics'™ i més concretament a la formacié i estabilitzacié d’estructures quadruplex

de G mitjancant I'ts de molécules petites'" %2,

B.3.1 Molécules que interaccionen amb els quadruplex de G

Com s’ha comentat anteriorment, els telobmers so6n una regié molt rica en
guanines que presenta un fragment monocatenari en el seu extrem 3’. No només s’ha
observat que aquest fragment pot estructurar-se en forma de quadruplex de G in vitro
en condicions semblants a les fisioldgiques, siné també que la formacié d’aquestes
estructures secundaries en els teldmers condueix a una inhibicié de la telomerasa'.
L’enzim, per a realitzar la seva funcié correctament, necessita que I'extrem teloméric
no presenti cap mena d’estructuracio ja que aquest s’ha d’hibridar amb hTR per tal de
comengar el procés d’elongacié. Actualment, no hi ha cap evidéncia directa de
I'existéncia in vivo de quadruplex de G en els telomers durant alguna etapa del cicle
cel-lular, perd de totes maneres no és gens descartable el fet que aquestes estructures
hi siguin presents. Fins i tot, la seva existéncia pot no ser incompatible amb el model
acceptat de t-loop com a estructura que adopten els extrem telomerics, ja que en el
procés de desplacament del duplex pel fragment monocatenari es podrien formar
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transitoriament estructures tetracatenaries. Aixi doncs, molécules estabilitzadores
d’estructures quadruplex de G, o molécules inductores de la formacié d’aquestes
estructures poden ser considerades com a potencials inhibidors de la telomerasa®.

En aquest sentit, la primera molécula descrita per la seva capacitat d’inhibir la
telomerasa mitjangant I'estabilitzacié de quadruplex de G en els telomers fou una
antraquinona disubstituida’*'%®. A partir d’aqui, sén molts els treballs apareguts a la
literatura descrivint molécules estabilitzadores de quadruplex (fig. 17). D’entre
aquestes cal destacar algunes porfirines'’'*® sals d’acridines pentacicliques'®®%%1¢",
benzoindoloquinolines'®, altres derivats d’antraquinones'®, derivats de I'etidi'®, tints
carbociants'®®, triazines'®®, derivats de dibenzofenantrolina'’, la trietilentetraamina
(TETA)'®®, la naftidrina'® derivats de la quindolina’ o la telomestatina'"'"?,
presentant aquesta ultima una ICsy de les més baixes descrites fins el moment, de
I'ordre nanomolar.

Un interés especial mereixen el treballs realitzats per Neidle i col-laboradors
des de finals de la década dels '90 en el desenvolupament de molécules
estabilitzadores de quadruplex de G mitjangant el modelatge molecular i la posterior
sintesi de derivats disubstituits de sistemes aromatics ftriciclics com ara
antraquinones'”™"'", fluorenones'” i acridines'’®""” (fig. 17). D’entre totes aquestes
molécules, cal destacar les acridines, les quals sén les que presenten uns millors
resultats en tests d’inhibicié de la telomerasa. Posteriorment, s’ha vist que derivats

d’acridines trisubstituides encara presenten uns millors resultats d’inhibicio’"® "1,
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Figura 17 — Alguns inhibidors de la telomerasa.
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OBJECTIUS

En la present tesi s’han plantejat dues linies principals de recerca:

1.- Obtencié de conjugats acridina-oligonucleotid i la seva avaluacié com
a estabilitzadors d’estructures quadruplex i com a inhibidors de la telomerasa.

Com s’ha comentat anteriorment, en els ultims anys s’han descrit varies
molécules que produeixen una inhibicié de la telomerasa com a consequiéncia de
I'estabilitzacié d’estructures quadruplex de G als extrems telomérics. Aquest tipus
d’inhibidors, generalment sistemes heteroaromatics policiclics amb diferents patrons
de substitucio (fig. 17), havien despertat enormes esperances per tal de desenvolupar
nous farmacs anticancerigens selectius, sense practicament efectes secundaris.
Desafortunadament, pero, la majoria d’aquests compostos presenten una citotoxicitat
inespecifica forca elevada. Aquesta és deguda a que la major part dells
(antraquinones, porfirines, derivats d’etidi, acridines, ...), pertanyen a families de
compostos que sén coneguts, des de ja fa temps, com a intercaladors de DNA. Aixi
doncs, la interaccié d’aquestes molécules amb els extrems telomérics competeix amb
la intercalacié en altres zones del cromosoma. Aquesta interaccio inespecifica és la
responsable de la toxicitat generalitzada manifestada fins ara. En aquest context, va
sorgir la idea d’intentar minimitzar aquesta toxicitat mitjancant la conjugacié d’alguna
d’aquestes molécules a un oligonucleotid de sequéncia complementaria a la del DNA
teloméric o a la de 'RNA de la telomerasa. D’aquesta manera, i aprofitant les
caracteristiques de reconeixement molecular dels acids nucléics, cal esperar que
I'oligonucleotid del conjugat s’hibridi amb la seva seqliiéncia complementaria situada
als extrems cromosomics, dirigint aixi la molécula estabilitzadora de quadruplex de G
cap a la zona telomérica. Com a resultat, s’aconseguiria dotar de selectivitat aquestes
molécules, minimitzant la seva intercalacié en altres zones del cromosoma. D’entre
tots els sistemes aromatics descrits, s’ha decidit comencar a treballar amb les
acridines disubstituides, ja que al moment de comengar el present treball era una de
les families que més bones perspectives presentava. Aixi doncs, I'objectiu de la
primera part de la tesi ha estat desenvolupar una metodologia sintética general per tal
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d’obtenir conjugats acridina-oligonucledtid i sintetitzar una primera familia de
conjugats. Finalment, s’ha volgut estudiar i avaluar la seva capacitat d’estabilitzacio
d’estructures quadruplex de G, aixi com també la seva activitat biologica en assaigs
d’inhibicié de la telomerasa.

2.- Estudi del motiu quadruplex de G en oligonucleétids ciclics rics en
guanines.

El segon objectiu d’aquesta tesi s’emmarca en un context més estructuralista.
En els ultims anys s’ha despertat un gran interés en I'estudi estructural dels quadruplex
de G. Aquest fet ha estat degut a la més que probable formacié d’aquestes estructures
en diferents zones del genoma i a la seva participacioé en diversos processos biologics,
esdevenint aixi una diana terapéutica de singular importancia. Per altra banda, en el
nostre grup de recerca fa temps que es treballa en la sintesi d’oligonucledtids ciclics i
en el seu estudi estructural, basant-se sobretot en el motiu anomenat bi-loop. Tenint
en compte que no hi ha realitzat cap estudi estructural de quadruplex de guanina en
oligonucledtids ciclics, ha semblat interessant aprofitar I'experiéncia del grup per a
sintetitzar oligonucledtids ciclics rics en guanines i estudiar-ne la seva estructura. A
meés a més, convé recordar que els derivats acridinics que s’ha plantejat sintetitzar en
la primera part del treball interaccionen amb estructures quadruplex de G. Es per aixo
que l'objectiu d’aquesta segona part de la tesi ha estat el disseny i la sintesi
d’oligonucleotids ciclics rics en guanines per tal de realitzar un estudi detallat de la
seva estructura. Posteriorment, s’han estudiat els efectes que produeixen els derivats
acridinics sintetitzats sobre les estructures quadruplex que formen els oligonucleotids
ciclics en questio.
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