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TELOMERASA

v'Los cromosomas eucariotas poseen en sus extremos estructuras llamadas teldomeros.

v'En mamiferos, los teldmeros estan formados por repeticiones en tandem de la secuencia TTAGGG.

v'La longitud del ADN telomérico es reducida luego de cada ciclo de replicacion (end replication problem)
v'La telomerasa es una transcriptasa reversa que posee un templado de RNA incorporado a la enzima.
v'Sintetiza ADN telomérico, confiriendo estabilidad a los cromosomas.
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TERT: telomerase reverse transcriptase.



OBJETIVOS

v'Estudiar el rol de la proteina TRF1 en la regulacion de la longitud de los telomeros.

v'Para ello, se estudi6 el efecto causado por la sobreexpresion de TRF1 wild-type y
del dominate negativo TRF166-38

v'El dominate negativo TRF1%6-385 posee sbélo los aminoacidos 66 a 385 y carece del
resto. La region faltante incluye el dominio Myb de union a DNA de esta proteina.

TRF1 consianasid wailer frudhss ubis

TRF1: telomeric repeat
binding factor 1

(proteina de union a regiones
teloméricas del ADN)




Regulacion de la expresion génica mediante el sistema Tet

Permite el control de la expresion genética mediante el uso de un factor de
transcripcion recombinante regulado por tetraciclina (o por su derivado Doxycycline)

Tet- Off Dox turns off gene function Tet-on Dpoxturns on gene function




Regulacion de la expresion génica mediante el sistema Tet
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tTA, tetracycline-dependent trans-activator rtTA, reverse tetracycline-dependent trans-activator

tTS, tetracycline-dependent trans-silencer



FIGURA 1: Expresion de las proteinas TRF1 usadas en el presente estudio

Tetracycline controlled gene expression system in the human fibrosarcoma cell line HT1080
(telomerase-positive tumor cell line)
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FIGURA 2: Caracterizacion de la actividad de TRF166-385

TRF 166-385 compite e inhibe la unién a DNA de TRF1 wild-type .
Immunofluorescent labelling + FISH
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FIGURA 3: Cambios en la longitud de los telomeros en respuesta a TFR1

66-385
a Vector b TRF1 c TRFA1
induced uninduced induced uninduced induced uninduced
cuaBREEYauaNERRERE PD cesBa8RdB R naa823858 PD cuaBEReaBR ualsRd8% PD
L kb kD
231 231 231 -
94 94- B 94- -
66 e e ; p 66 R &
23. ' &4 ’
3 W 2.0 b & :
23- ; 3 X ; 23
20 - ’“:..‘*;, e 20
Ee ¥ L N
Control: no effect \ Y J \ Y J
Southern blot Acortamiento de Gradual increase
. los fragmentos y in telomere
(sonda: repeticiones TTAGGG) reduccion de la lenght
sefal de
Induced: absence of doxycyclin hibridacion
Uninduced: presence of doxycyclin ‘l’
Gradual and
progressive

telomeric decline



TABLA 1: Cambios en la longitud de los telomeros en respuesta a TFR1

Table 1 Telomere-length control by TRF1

PD: population doubling
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PD, population doubling; Dox, doxycyclin.

Similar telomerase activity was detected in each of the cell lines shown in Table 1. These results
eliminated the possibility that TRF1 modulates telomere dynamics trough a major effect on either the
expression of telomerase or its activity.

PCR-based telomeric repeat amplification protocol (TRAP): permite deteccion de telomerasa (D Broccoli et
al., 1995, Proc Natl Acad Sci U S A. 92(20): 9082-9086).



CONCLUSION TRF1 regula la longitud de los teldomeros, sin afectar directamente la
actividad de la telomerasa
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Schizosaccharomyces pombe



OBJETIVOS

v'Estudiar la estructura de los telomeros de la levadura S. pombe.

v'Identificar una proteina que regula la longitud de los telémeros en S. pombe.

v'Determinar el efecto causado por la disrupcion de esta proteina.

Schizosaccharomyces pombe
(fission yeast)



FIGURE 1: Técnica utilizada para identificar proteinas de union a los telomeros

One-hybrid screen (para identificar proteinas que se unen especificamente a la secuencia
telomérica)

Expression library of S. pombe cDNAs fused to DNA enconding GAL4
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gatc GAGTTACAAGGTTACGTGGTTACACGGITACA gate biue

gatc GCTATGAATGCAGTAGTCGCGTAGTGTATCGA gatc white

gatc GGGTTACAAGGTTACG gate blue
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Métodos de identificacion

Yeast one-hybrid system > DNA-protein interactions

Yeast two-hybrid system > Protein-protein interactions

AD = activation domain

upstream of a reporter gene in
yeast leads to transcription
activation.

prey : Interaction of proteins X and Y

bait
(DB | ehe >
DB = DNA binding domain (i.e., from Gal4) | [ J |
Yeast three-hybrid system > RNA-protein interactions

Explicado en: Brent R, Finley RL Jr. (1997). Understanding gene and allele function with
two-hybrid methods. Annu Rev Genet. 31:663-704.



FIGURE 2: Secuencia de DNA de Taz1p y homologia con el dominio Myb
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FIGURE 3: Elongacion de telomeros en taz1-

Taz1-: disruption of taz1+ in which 2/3 of the gene was deleted and replaced with the marker ura4
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FIGURE 4: Clonado del gen his3 en cercanias de los telomeros
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FIGURE 5: Defectos en esporulacion y meiosis en células con taz1-
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Taz1p is required for either efficient meiosis or sporulation







