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Appendix

Summary in English

My thesis aims to provide a better understanding of fundamental aspects
of telomere biology. Telomeres are the physical ends of the linear eukaryotic
chromosomes, protecting them against being recognised as double-stranded
DNA breaks (DSBs) and preventing them from fusing with each other. Due to
the progressive shortening of telomeric DNA during each round of DNA replica-
tion, telomeres eventually lose their protective capacity. This “end replication
problem” is counteracted by a specialized reverse transcriptase called telomerase.
Nevertheless, telomerase is not expressed at sufficient levels to prevent telomere
attrition in most human somatic cells, which impacts two critical features of
human health. On the one hand, progressive telomere shortening results in
replicative senescence, which is a hallmark of ageing. In contrast, reactivation
of telomerase is a characteristic in most cancer cells, allowing them to divide
indefinitely. For these reasons, uncovering molecular details in different aspects
of telomere biology is highly relevant.

Consequently, my work covers parts of three main features of telomere biology:
telomere protection, the end replication problem, and telomere replication
stress. Firstly, in terms of telomere protection, we investigated the role and
consequences of telomeres depleted of the major protein associated with double-
stranded telomeric DNA in budding yeast, Rap1. Our findings suggest that
impairing Rap1 binding does not affect cell proliferation, but requires the
presence of other components for the protection of the telomeres. These findings
illustrate the flexibility and redundancy of telomere capping proteins and offer
an explanation for the rapid evolution of telomeric sequences and telomere
binding proteins in budding yeast species. In addition, the G-rich nature of
the telomeres predicts the potential formation of secondary structures, such as
G-quadruplexes (G4), which could contribute to telomere capping. Nevertheless,
our data suggest that the ability to form telomeric G4s is not essential for
telomere capping in S. cerevisiae. Secondly, to investigate how telomerase is
recruited to telomeres to solve the end replication problem, we determined that
Rap1-depleted telomeres dramatically increases the telomere extension frequency,
where almost all telomeres are elongated in each cell cycle. This observation is
consistent with Rap1 being a negative regulator of telomerase activity, so that all
Rap1-depleted telomeres are recognised as short telomeres in need of elongation.
To our knowledge, this is the first time that a mutant which such a characteristic
has been reported. Finally, besides the end replication problem, there is a second
and less-recognised problem where the DNA replication forks often stall and
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collapse while traversing telomere sequences. To investigate these characteristics,
we examined the properties of interstitial telomeric sequences (telomere sequences
located internally in the genome). We focused on how telomere sequences are
replicated and the consequences of replication fork collapse within telomeric
sequences. Importantly, we identified genes that contribute to the stability
of telomeric sequences and genes whose primary role is to suppress de novo
telomere addition rather than replication fork collapses.
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Samenvatting in het Nederlands

Mijn proefschrift heeft als doel een beter begrip te verschaffen van fun-
damentele aspecten van de biologie van telomeren. Telomeren zijn de fysieke
uiteinden van de lineaire eukaryote chromosomen en beschermen de chromo-
somen tegen herkenning als dubbelstrengs DNA-breuken (DSB’s) en voorkomen
dat ze met elkaar fuseren. Door de progressieve verkorting van telomeer DNA
tijdens elke ronde van DNA-replicatie, verliezen telomeren uiteindelijk hun
beschermende vermogen. Dit "eindreplicatieprobleem" wordt tegengegaan door
een gespecialiseerde reverse transcriptase genaamd telomerase. Desalniettemin
wordt telomerase niet in voldoende mate tot expressie gebracht om slijtage
van telomeren in de meeste menselijke somatische cellen te voorkomen, wat
twee kritieke kenmerken van de menselijke gezondheid beinvloedt. Enerzijds
resulteert progressieve telomeerverkorting in replicatieve senescentie, wat een
kenmerk is van veroudering. Daarentegen is reactivering van telomerase een
kenmerk van de meeste kankercellen, waardoor ze zich voor onbepaalde tijd
kunnen delen. Om deze redenen is het zeer relevant om moleculaire details van
verschillende aspecten van de telomeerbiologie te ontrafelen.

Daarom behandelt mijn werk delen van drie hoofdkenmerken van de telomeer-
biologie: telomeerbescherming, het eindreplicatieprobleem en telomeerrepli-
catiestress. Ten eerste hebben we, wat betreft de telomeerbescherming, de rol en
gevolgen onderzocht van telomeren die een van de belangrijkste eiwiten die geas-
socieerd is met dubbelstrengs telomeer DNA in knopvormende gist, Rap1 missen.
Onze bevindingen suggereren dat het verslechteren van Rap1-binding de celpro-
liferatie niet beïnvloedt, maar dat de aanwezigheid van andere componenten voor
de bescherming van de telomeren vereist is. Deze bevindingen illustreren de flexi-
biliteit en redundantie van telomeerafdekkende eiwitten en bieden een verklaring
voor de snelle evolutie van telomeersequenties en telomeerbindende eiwitten in
knopvormende gistsoorten. Bovendien voorspelt de G-rijke aard van de telom-
eren de potentiële vorming van secundaire structuren, zoals G-quadruplexen
(G4), die zouden kunnen bijdragen aan telomeerafdekking. Desalniettemin
suggereren onze gegevens dat het vermogen om G4’s in telomeren te vormen,
niet essentieel is voor telomeerafdekking in S. cerevisiae. Ten tweede, om te
onderzoeken hoe telomerase wordt gerekruteerd naar telomeren, om het eindrepli-
catieprobleem op te lossen, hebben we vastgesteld dat in telomeren die Rap1
missen, de frequentie van telomeerverlenging dramatisch is verhoogd, waarbij
bijna alle telomeren in elke celcyclus verlengd zijn. Deze waarneming is consis-
tent met het feit dat Rap1 een negatieve regulator is van telomerase-activiteit,
zodat alle telomeren die Rap1 missen, worden herkend als korte telomeren die
verlenging nodig hebben. Voor zover wij weten, is dit de eerste keer dat een
mutant met een dergelijke eigenschap is gerapporteerd. Ten slotte is er, naast het
eindreplicatieprobleem, een tweede en minder erkend problem, waarbij de DNA-
replicatievorken vaak vastlopen en ineenstorten terwijl ze de telomeersequenties
doorlopen. Om deze kenmerken te onderzoeken, hebben we de eigenschappen
van interstitiële telomeersequenties (telomeersequenties die intern in het genoom
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zijn gelokaliseerd) onderzocht. We hebben ons gericht op hoe telomeersequenties
worden gerepliceerd en op de gevolgen van het ineenstorten van de replicatievork
binnen telomeersequenties. Belangrijk is dat we genen hebben geïdentificeerd
die bijdragen aan de stabiliteit van telomeersequenties en genen waarvan de
primaire rol is om de novo telomeertoevoeging te onderdrukken in plaats van
het ineenstorten van de replicatievork.
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Resumen en español

Mi tesis tiene como objetivo proporcionar una mejor comprensión de los
aspectos fundamentales de la biología de los telómeros. Los telómeros son los
extremos físicos de los cromosomas lineales eucariotas, protegiéndolos de ser
reconocidos como rompimiento de doble cadena de ADN (DSB por sus siglas en
inglés) y evitando que se fusionen entre sí. Debido al acortamiento progresivo
del ADN telomérico durante cada ronda de replicación del ADN, los telómeros
finalmente pierden su capacidad protectora. Este “problema de replicación en los
telómeros” es contrarrestado por una retrotranscriptasa especializada llamada
telomerasa. Sin embargo, la telomerasa no se expresa en niveles suficientes para
prevenir el desgaste de los telómeros en la mayoría de las células somáticas
humanas, lo que afecta dos características críticas de la salud humana. Por
un lado, el acortamiento progresivo de los telómeros da como resultado la
senescencia replicativa, que es un sello distintivo del envejecimiento. Por el
contrario, la reactivación de la telomerasa es una característica de la mayoría de
las células cancerosas, lo que les permite dividirse indefinidamente. Por estas
razones, es muy relevante descubrir detalles moleculares en diferentes aspectos
de la biología de los telómeros.

En consecuencia, mi trabajo cubre partes de tres características principales
de la biología de los telómeros: la protección de los telómeros, el problema de la
replicación al final de los cromosomas y el estrés de la replicación de los telómeros.
En primer lugar, en términos de protección de los telómeros, investigamos el
papel y las consecuencias de la ausencia de la principal proteína asociada con
el ADN telomérico de doble cadena en la levadura, Rap1. Nuestros hallazgos
sugieren que impedir la unión de Rap1 no afecta la proliferación celular, pero
requiere la presencia de otros componentes para la protección de los telómeros.
Estos hallazgos ilustran la flexibilidad y la redundancia de las proteínas que
cubren los telómeros y ofrecen una explicación de la rápida evolución de las
secuencias teloméricas y las proteínas que se asocian a ellos. Además, la
naturaleza rica en guanina (G) de los telómeros predice la posible formación de
estructuras secundarias, como G-quadruplexes (G4s), que podrían contribuir
a la protección de los telómeros. Sin embargo, nuestros datos sugieren que la
capacidad de formar G4s no es esencial para la protección de los telómeros en S.
cerevisiae. En segundo lugar, para investigar cómo se recluta la telomerasa para
resolver el problema de la replicación al final de los cromosomas, determinamos
que los telómeros carentes de Rap1 aumentan drásticamente la frecuencia de
extensión de los telómeros, donde casi todos los telómeros se alargan en cada
ciclo celular. Esta observación es consistente con que Rap1 sea un regulador
negativo de la actividad de la telomerasa, por lo que todos los telómeros carentes
de Rap1 se reconocen como telómeros cortos que necesitan ser extendidos. Hasta
donde sabemos, esta es la primera vez que se informa de una mutante con tal
característica. Finalmente, además del problema de la replicación al final de los
cromosomas, hay un segundo problema menos reconocido en el que las horquillas
de replicación del ADN a menudo se estancan y colapsan mientras atraviesan
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secuencias teloméricas. Para investigar estas características, examinamos las
propiedades de las secuencias teloméricas intersticiales (secuencias de telómeros
ubicadas internamente en el genoma). Nos enfocamos en cómo se replican
las secuencias de telómeros y las consecuencias del colapso de la horquilla de
replicación dentro de las secuencias teloméricas. Es importante destacar que
identificamos genes que contribuyen a la estabilidad de las secuencias teloméricas
y genes cuya función principal es suprimir la adición de telómeros de novo en
lugar de colapsar la horquilla de replicación.
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