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ABREVIATURAS

HSP: proteinas de choque térmico

UPP: via ubiquitina proteosoma

E2s: enzimas de conjugacion

HSC70: proteina de choque térmico 70

HECT: dominio homologo al C-terminal de E6AP

RING: nuevo gen realmente interesante

CRL: ligasa cullin ring

Lys: lisina

Gly: glicina

ERAD: via de degradacién asociada al reticulo endoplasmatico
CBL: linfoma casitas de linaje B

E3: enzima ligasa de ubiquitina

APC/C: complejo promotor de anafase ciclosoma

Cdc: ciclo divisién celular

Cdh1l: cadherina 1

CDK: proteina quinasa dependientes de ciclinas

SAC: punto de control del ensamblaje del huso

UbcH10: enzima de conjugacion de ubiquitina humana 10
Ube2S: enzima de conjugacién de ubiquitina E2 S

RNAi: RNA interferente
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DNA: &cido desoxirribonucleico
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fog-2 : gen feminizacién de la linea germinal 2

gfi-3 : gen de interaccién con GEI-4

mat : gen defectoen la transicion metafase-anafase

L1: etapalarval 1

L4: etapa larval 4



Ts: sensibles a la temperatura

BRCA1: proteina cdncerde mama 1

BARD1: proteina 1 con dominio ring asociada a BRCA1

DSB: roturas de doble hebra de DNA

HR: recombinacién homdloga

NHEJ: unién de extremos no homélogos

FANCD2: proteina D2 del grupo de la anemia de Fanconi

BLM: sindrome de Bloom
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MSH4: proteina MutS homélogo 4

SYCP-1: proteina del complejo sinaptonémico 1

CED-3: proteina anormalidad en la muerte celular

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

REC-8: proteina recombinacién anormal-8

BRCT: C-terminal de BRCA1

Ubc5: proteina ubiquitina ¢ 5

LET-70: proteina letal 70

IR: radiacién ionizante

MRE-11: proteina reparadora de doble hebra 11

atl-1: gen ataxia telangiectasia mutada 1

K6R-Ub: ubiquitinas en lisina 6 sustituidas en arginina

CAND1: proteina 1 que separa NEDD8-Cullin

CKI-1: proteina familia CKI (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina)
ELC-1: proteina Elongin C

SRS: proteinas no receptores con actividad de tirosina quinasa

DDB1: Proteina de unién al DNA dafiado 1

Skp2: gen 2 asociada a la quinasa en la fase S

SKPT-1: proteina dos asociada a la quinasa en fase S homdlogo a SKP2
dsRNA: RNA doble hebra

RBX-1: proteina 1 caja RING

GSC : células madres de la linea germinal



LRR-1: proteinas con repeticiones ricas en leucina

H2B: histona H2B

RPA-1: proteina replicacion homologa a Proteina A
FBF-1: proteina factorde unién al RNAmM Fem-3

HTP-3: proteina him paralogo 3

Cye-1: ciclina E

TRA-1: proteina TRAnsformador: animales XX transformados en machos
MAB-3: proteina macho anormal-3

EGL-1: puesta de huevos defectuosa

FEM: proteina feminizacion

UBA-1 proteina UBA relacionado con la ubiquitina humana
FOG-3: proteina femeinizacion de la linea germinal
RbBP-5: Proteina de unidén a proteinas de RetinoBlastoma
GFP: proteina verde fluorescente

SPE-42: proteina defectuosa de la espermatogénesis 42
DC-STAMP: dominio especifico de transmembrana DC
DHHC-CRD: dominio rico en cisteina

ZF-DHHC: dominio zing finger Asp-His-His-Cys

SC : complejo sinaptonémico

ZIP-3: proteina ZYGoto defectuoso: letal embrionario
zhp-3: proteina Homodloga de Zip (cremallera meidtica de levadura)
AIR-2: proteina Quinasa aurora 2

MutS: gen mutador S

SYCP: proteina del complejo sinaptonémico

SEL-10: proteina supresor/potenciador de lin-12
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PLK4: proteina quinasa Polo 4
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EGFP: Proteina Fluorescente Verde mejorada

pHSP: promotor de proteinas de respuesta al choque térmico
AMP-5: proteina quinasa activada por AMP

WTSS: Secuenciacion aleatoria de transcriptoma completo
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1. RESUMEN

La espermatogénesis, es un proceso de diferenciacién celular altamente regulado. Uno
de los mecanismos que controla dicho proceso es la via ubiquitina proteosoma, que
actla mediante una cascada enzimatica, donde la ligasa de ubiquitina (E3) es
especifica del sustrato, para que posteriormente dicho sustrato sea degradado

mediante el proteosoma 26S.

Igualmente, las proteinas de choque térmico regulan la espermatogénesis reparando

proteinas mal plegadas producto de la exposicion al estrés.

Ambas familias de proteinas, E3s y HSPs se encargan de regular la proteostasis,
degradacion y reparacién, en diversos procesos celulares como: espermatogénesis,
neurodegeneracion, crecimiento y, envejecimiento, por ende, son consideradas

cruciales para el funcionamiento celular en C.elegans y otros organismos.

El nematodo C.elegans es un organismo no parasitario, con un ciclo de vida corto y
una alta camada en la progenie, posee un linaje celular invariante, con una anatomia y
desarrollo descritos y con su genoma completamente secuenciado, lo que lo

transforma en un modelo atractivo para investigadores.

Algunas E3 en C.elegans estan involucradas en la linea germinal, cumpliendo funciones
en el desarrollo de la espermatogénesis, como por ejemplo, en el crossing-over,
apoptosis, reparacion del DNA, entre otras. También las HSP, poseen funciones en la
formacion de la gdénada, meiosis, progresion del ciclo celular, entre otras, que
contribuyen al desarrollo de la espermatogénesis en C.elegans. Ademds, ambas
proteinas en conjunto, estan involucradas en mecanismos relacionados con la

espermatogénesis en C.elegans, especificamente en la formacion de la gdnada.

Esta revision bibliografica, se orienta en describir las funciones de las E3 ligasas, las
HSP y como ambas proteinas, en conjunto, regulan etapas en la espermatogénesis y la

linea germinal en C.elegans.

Palabras claves: E3 ligasas de ubiquitina, proteinas de choque térmico (HSP), linea

germinal, espermatogénesis y C.elegans.



2. INTRODUCCION

La espermatogénesis es un proceso de alta complejidad que consta de divisiones
celulares y eventos de diferenciacion para la formacion continua de espermatozoides.
Este mecanismo consta de tres etapas ordenadas las cuales son: mitosis, meiosis y
espermiogénesis, resultando asi gametos masculinos al final del proceso. La
espermatogénesis ocurre en la gonada masculina y estd altamente regulada vy
controlada, por ejemplo existe un nivel de regulacidn extrinseco mediante hormonas
(eje hipotalamo-hipodfisis), un nivel de regulacion interactivo relacionado con la
conexidon entre célula-célula y un dltimo nivel denominado intrinseco que ocurre
mediante la regulacion de la expresidon génica, en todas las etapas que conforman la

gametogénesis masculina (1).

Con respecto al nivel intrinseco, ademas de la expresidon génica durante Ia
espermatogénesis, se requiere la expresidn de enzimas y proteinas, tanto para la
regulacion de la transcripcién y traduccién de genes como para la degradacion de
proteinas mediante la via ubiquitina proteosoma, donde las enzimas E3 ligasas
ubiquitinan sustratos especificos para su posterior degradacion por el proteosoma, Yy
ademds, para la reparacion de otras polipéptidos mediante las proteinas de choque
térmico (HSP) (2).

Asimismo, la via ubiquitina proteosoma, es considerada como el principal mecanismo
de degradacion de proteinas celulares que actla a través de una cascada enzimatica,
las cuales son las siguientes: una enzima de activacion de ubiquitinas (E1), que activa
las ubiquitinas y las traspasa a una enzima de conjugacidon de ubiquitinas (E2), esta
enzima a su vez le cede las ubiquitinas a otra proteina, denominada enzima ligasa de
ubiquitina (E3). Esta enzima E3 ligasa posee la especificidad para reconocer sustratos,
distinguiendo entre una gran diversidad de proteinas, permitiendo asi su identificacion
para que dichos sustratos sean degradados mediante el proteosoma 26S, logrando un
recambio proteico y asi contribuir al desarrollo adecuado de la espermatogénesis

fielmente y sin errores (3).



Las E3 ligasas son de gran importancia reconociendo dianas proteicas que seran
degradadas por el proteosoma, funciones que realiza en distintos procesos como: la
progresién del ciclo celular (4) (5), la muerte celular programada y reparacion del DNA
(6), destacando los relacionadas con la espermatogénesis, las cuales se asocian con:
meiosis (7), formacion de la linea germinal (8), apoptosis en la linea germinal (9)

entre otras.

Por otro lado, relacionado con la reparacion de proteinas, una de las funciones
principales de las HSPs, es reconocer las conformaciones de proteinas no nativas o
estructuralmente incorrectas. Estas HSPs, muestran una amplia variedad de
especificidades para identificar ciertas secuencias de aminoacidos y caracteristicas
estructurales que no son correctas, pero en la mayoria de los casos, las HSP reconocen
secuencias hidrofobicas que no estan expuestas en la conformacion normal de las

proteinas (10).

Las heat shock protein cumplen un rol fundamental reconociendo estas anormalidades,
para después volver a replegar las proteinas plegadas erroneamente. Esto ocurre
normalmente en procesos celulares, producto que la proteostasis o también
denominada homeostasis proteica, estd constantemente desafiada por diversos
factores tales como mutaciones, errores en la traduccion o condiciones de estrés, entre
otras (10). Cuando existe errores funcionales en las proteinas de choque térmico,
estas anormalidades pueden afectar al desarrollo de diversos procesos celulares como
por ejemplo, crecimiento y desarrollo normal (11), envejecimiento (12) respuesta a
estimulos bioldgicos (13), destacando la importancia de las HSPs que cuando
presentan errores en su estructura, también generan anomalias en el desarrollo de la

espermatogénesis en C.elegans.

Las HSP o proteinas de choque térmico son responsables de ciertas funciones en la
espermatogénesis de C.elegans, las cuales estan relacionadas con: formacion de la
gonada y la linea germinal (14) (15) (16), progresion del ciclo celular en la linea

germinal (17) (18), regulacién de la meiosis en C.elegans (18), entre otras.



Sin embargo, si el funcionamiento del repliegue proteico fracasa por medio de las HSP,
las enzimas E3 ligasas de ubiquitina distinguen estas proteinas dianas sin la capacidad
de replegarse y de volverlas a una conformacién normal eliminandolas a través de la
protedlisis mediada por la via principal de degradacién de proteinas conocida como via

ubiquitina proteosoma (10).

Ambas familias de proteinas, E3s ligasas de ubiquitina y proteinas de choque térmico o
HSPs se destacan por poseer una alta especificidad para la identificaciéon de proteinas
dianas, la primera con el propdsito de marcarlas para eliminar estas proteinas sustrato
y generar un recambio proteico mediante la via ubiquitina proteosoma y la segunda
reparando el plegamiento erroneo de las proteinas en respuesta al choque térmico u
otros factores que conducen al estrés, ambas proteinas, en conjunto, cumplen
funciones en el desarrollo de la espermatogénesis y en la formacion de la linea
germinal en C.elegans. Por ejemplo, existen datos en C.elegans que E3 ligasas y HSP
en conjunto, son responsables de la formacidn correcta de la génada en el nematodo
(19).

La presente tesis bibliografica, se realizd en el modelo C.elegans, un nematodo de vida
libre no parasitario (20), de aproximadamente 1 mm de longitud (21), con un ciclo de
vida corto, una alta camada en la descendencia (22), y su genoma completamente
secuenciado (21). Ademads, el gusano presenta dos sexos, una hermafrodita y un
macho y se mantiene con facilidad en condiciones de laboratorio (20). También, el
gusano C.elegans es transparente en todas las etapas del desarrollo, permitiendo Ia
visualizaciéon directa de todas las células, incluyendo sus divisiones y movimientos
(21). Posee un linaje celular somatico completamente caracterizado e invariante, lo

que facilita el andlisis de fenotipos (21).

C.elegans es un potente modelo de estudio, debido a que contiene muchos genes que
son homdlogos con los genes humanos (23). En el nematodo C.elegans se ha
desarrollado la capacidad de producir y detectar mutantes, y ser susceptible a la
formacion de transgénicos (22). Asimismo, se destaca por los aportes en genética
clasica y enfoques gendmicos funcionales modernos en este modelo. Igualmente, el
gusano tiene valor tanto en la genética directa como en la genética inversa, las cuales
estan bien establecidas, permitiendo un analisis exhaustivo de las vias genéticas y de

las funciones proteicas (21).



Especificamente, el gusano C.elegans como sistema de investigacidn se destaca
estudios relacionados con el control del ciclo celular en la linea germinal (24),

cancer (21), reparacioén del DNA (23), entre muchas otras.

Para finalizar, en esta revision bibliogréfica, se contextualiza en la explicacion de
funciones que desempefian las enzimas E3 ligasas de ubiquitina, las proteinas
choque térmico (HSP) y cdémo ambas proteinas recientemente mencionadas,
conjunto, se relacionan para la regulacion de las distintas etapas de

espermatogénesis y la linea germinal en C.elegans.

en

en

las
de

en



3. OBJETIVO GENERAL

Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteinas de choque
térmico (HSP) en espermatogénesis de C.elegans mediante una revision narrativa de la

literatura.



. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina en espermatogénesis de
C.elegans.

Describir las funciones de las proteinas de choque térmico (HSP) en
espermatogénesis de C.elegans.

Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina, asociadas con las

proteinas de choque térmico (HSP), en espermatogénesis de C.elegans.



5. METODOLOGIA

Para el desarrollo de esta tesis bibliografica, se recolectaron articulos cientificos
relacionados con las siguientes palabras claves, con el uso de un conector explicado en

los siguientes pasos:

Spermatogenesis C.elegans
Pathway ubiquitin proteasome C.elegans
E3 ubiquitin-ligase enzyme C.elegans

Heat shock protein (HSP) C.elegans

Se utilizé el Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI) que es parte de
la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos como base de datos y PubMed
Central® (PMC) que es un buscador donde existen archivos de publicaciones
biomédicas y de ciencias de la vida de la libreria nacional de medicina de los Estados
Unidos, utilizando el Proxy de la Universidad de Valparaiso. La estrategia utilizada para
identificar los articulos cientificos seleccionados, se realizd de la siguiente manera y

con los correspondientes criterios que se mencionan a continuacion:
PRIMER CRITERIO DE BUSQUEDA:

Se recopilaron documentos cientificos desde el afio 2006 hasta el afio 2016.

Se incluyé un documento cientifico anexo del ano 2002 en la introduccién de la
presente revision bibliografica.

Se consideraron articulos cientificos originales y revisiones bibliograficas.

Se incluyeron publicaciones realizadas en el nematodo C.elegans y algunos en
mamiferos.

Solo se incluyeron articulos del mismo idioma de busqueda, el cual fue el inglés.

Se utilizd como organizador bibliografico, el programa MENDELEY Desktop 1.17.4 y
formateado de citas segun el estilo VANCOUVER.

Algunos datos de C.elegans se obtuvieron de la pagina www.wormbase.com.



SEGUNDO CRITERIO DE BUSQUEDA:

Se seleccionaron articulos cientificos de la espermatogénesis y linea germinal
relacionados con la via ubiquitina-proteosoma, con las E3 ligasas de ubiquitina, con las
proteinas de respuesta al choque térmico (HSP), y asociados con las E3 ligasas de
ubiquitina y proteinas de respuesta al choque térmico (HSP).

Para desarrollar el proceso de bulsqueda bibliografica en la NCBI, se utilizaron
combinaciones entre las palabras clave escritas anteriormente, utilizando “AND” como

operador booleano, que se muestran en la siguiente frase:

E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock protein (HSP) C.elegans.

Spermatogenesis AND pathway ubiquitin proteasome C.elegans.

De esta manera se obtuvieron los siguientes resultados:

Spermatogenesis and pathway ubiquitin proteasome C.elegans, 301 articulos.

E3 ubiquitin-ligase enzyme C.elegans, 3879 articulos.

Heat shock protein (HSP) C.elegans, 1650 articulos.

E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock protein (HSP) C.elegans, 218 articulos.

TERCER CRITERIO DE B(ISQUEDA:

De los 301 articulos encontrados en "“Spermatogenesis and pathway ubiquitin
proteasome C.elegans”, se utilizaron otras palabras clave:

Spermatocytes

Spermatides

Spermatozoa

Spermatogenesis

Germline

Meiosis

Proteosome

Ubiquitin



Y se seleccionaron 16 articulos para realizar la revision bibliografica.

De los 3879 articulos encontrados en “E3
utilizaron otras palabras clave, tales como:
Spermatocytes

Spermatids

Spermatozoa

Spermatogenesis

Germline

Meiosis

Germline somatic

Gametogenesis

Gonadas

E3

Ubiquitin ligase

Nematodes

C.elegans

ubiquitin-ligase enzyme C.elegans”, se

Y se seleccionaron 81 articulos para realizar la revision bibliogréafica.

De los 1650 articulos encontrados en “Heat shock protein (HSP) C.elegans”, se

utilizaron otras palabras claves:
Spermatocytes
Spermatids
Spermatozoa
Spermatogenesis
Germline

Meiosis

Germline somatic
Gametogenesis
Gonadas

C.elegans

Nematodes

Heat shock protein Hsp
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Mammals
Heat shock transcription factor 1 (HSF-1)

Promoter heat shock protein pHSP.

Y se seleccionaron 45 articulos para realizar la revisién bibliografica.

De los 218 articulos encontrados en “E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock

protein (HSP) C.elegans”, se utilizaron otras palabras clave:

Spermatocytes

Spermatides

Spermatozoa

Spermatogenesis

Germline

Germline somatic

Meiosis

Gametogenesis

Gonadas

C.elegans

Nematodes

E3

Ubiquitin ligase

Heat shock protein Hsp

Heat shock transcription factor 1 (HSF-1)
Promoter heat shock protein pHSP
Nematodes

Y se seleccionaron 26 articulos para realizar la revision bibliogréafica.

Para la presente revision bibliogréfica se recopilaron un total de 168 articulos, el resto
de los documentos se descartaron debido a que no se encontrd informacion
relacionada con los criterios de busqueda mencionados anteriormente en esta

metodologia.
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ALGORITMO DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA.

" N TN r N\ TN
Espermatogénesis y via Espermatogénesis y via
ubiquitina proteosoma en —> ubiquitina proteosoma en
C.elegans. 301 articulos. C.elegans. 16 articulos
\
Enzima E3 ligasa de ubiquitina en Enzima E3 ligasa de ubiquitina
C.elegans. 3879 articulos. en C.elegans. 81 articulos 168
>- ﬁ >—> articulos
Proteinas de choque térmico Proteinas de choque térmico
(HSP) C.tr:'l/eg.?ns. 1650 ’ (HSP) C.elegans. 45 articulos
f 3\ ] _ o a
Enzima E3 ligasa de ubiquitina y Enzima E3 ligasa de ubiquitinay
Heat shock protein (HSP) — Heat shock protein (HSP)
C.elegans. 218 articulos. C.elegans. 26 articulos
s _J / A\ _J /

Para finalizar, los articulos se ordenaron a través de la basqueda de palabras
claves:

Objetivo 1:

- Espermatogénesis y via ubiquitina proteosoma en C.elegans. De los cuales se
encontraron 301 articulos siendo utilizados 16, que permitieron describir el desarrollo
de la linea germinal, la espermatogénesis, la via ubiquitina proteosoma vy la

especificidad de las E3 ligasas de proteinas en C.elegans.

- Enzima E3 ligasa de ubiquitina en C.elegans. Se encontraron 3879 articulos de
los cuales fueron utilizados 81, que permitieron encontrar las funciones de las E3

ligasas de ubiquitina en la espermatogénesis y linea germinal de C.elegans.
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Objetivo 2:

- Proteinas de choque térmico (HSP) C.elegans. Se encontraron 1650 articulos de
los cuales fueron utilizados 45, que permitieron encontrar las funciones de las
proteinas de respuesta a choque térmico (HSP) en la espermatogénesis y linea

germinal de C.elegans.
Objetivo 3:

- Enzima E3 ligasa de ubiquitina y Heat shock protein (HSP) C.elegans. Se
encontraron 218  articulos de los cuales fueron utilizados 26, que permitieron
encontrar funciones en conjunto de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteinas de

respuesta al choque térmico (HSP) en espermatogénesis y linea germinal de C.elegans.

13



6. REVISION DE LA LITERATURA

6.1. Generalidades de la relacion entre E3 ligasas de ubiquitina vy las
proteinas de respuesta al choque térmico (HSP).

Las condiciones adecuadas para un correcto funcionamiento del organismo en el
trascurso del tiempo se deben a la capacidad para enfrentarse a condiciones de estrés
y a otros factores. Esta particularidad, depende de las caracteristicas para responder y
adaptarse a modificaciones internas y externas, asi como la capacidad para reparar
dafios en las macromoléculas celulares. Esta propiedad en todos los organismos para
contrarrestar las alteraciones celulares y mantener un equilibrio interno se ha definido

como, homeostasis (25).

Cuando las células estan expuestas a factores de estrés, que se pueden definir como
cualquier sefial que altere la homeostasis, se activan vias moleculares que
contrarrestan el desequilibrio para prevenir el dafio grave. Esta capacidad de detectar
las modificaciones celulares y de responder a las consecuencias, se basa en la
presencia de sistemas de control de calidad, que se refieren a mecanismos implicados

en la defensa, mantenimiento y reparacion celular (26).

El sistema de control de calidad celular, cumple una funciéon crucial en el
mantenimiento de la estructura tridimensional optima y la funcidn de una gran
variedad de macromoléculas dentro de la célula. Dependiendo del modo de accién, los
componentes del sistema de control de calidad pueden clasificarse como mecanismos
de defensa preventivos, los cuales estan permanentemente activados y garantizan que
no ocurran danos, y los mecanismos de reparacion celular, que se activan una vez que

se ha perturbado la homeostasis con el fin de reponer el equilibrio interno (25).

Por ejemplo, existen complejos de proteinas, indicados como proteosomas, y procesos
de autofagia, que estan implicados en la eliminacidn de proteinas irreversiblemente

dafiadas, y la degradacion de organelos desgastados, respectivamente (25).
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Por otro lado, una vez ocurridos los dafios, se altera la homeostasis y diversos
mecanismos se activan para la mantenciéon y reparacion de macromoléculas celulares,
y asi, remediar o eliminar el dano, antes de que puedan producirse efectos deletéreos.
Dependiendo de la macromolécula afectada o proteina desplegada, los respectivos
miembros del sistema de control de calidad los detectan, y luego lo repara o lo elimina
(26).

Por ejemplo, para realizar su funciéon biolégica, las proteinas deben alcanzar y
mantener su conformacion tridimensional. En consecuencia, las células han
desarrollado un sistema de control de calidad para las proteinas, que consiste en vias
de senalizacion de respuesta al estrés, que a su vez aseguran un adecuado ensamblaje

proteico (27).

Este sistema de control de calidad de las proteinas, consiste en chaperonas
moleculares que ayudan a plegar proteinas, asegurando que se acoplen en su
estructura activa (25). Algunas de estas proteinas de respuesta al choque térmico son
capaces de replegar las proteinas que han sido desnaturalizadas bajo estrés, mientras
que otras HSPs, también funcionan como escoltas para proteinas terminalmente mal

plegadas para su degradacion (28).

Cuando las proteinas dafiadas no pueden ser reparadas, el sistema de control de
calidad cataliza la ubiquitinacion mediante las enzimas E3 ligasas que reconocen estas
proteinas dianas, para que el proteosoma reconozca las cadenas de ubiquitina y
degrade la proteina dafiada, con el propdsito de prevenir el dafio sostenido en la célula
(29).

Solo cuando el dafio excede la capacidad normal del sistema de control de calidad de la
célula, se notard un efecto deletéreo, que incluye un dafio irreversible con

desnaturalizacién de proteinas y formacién de agregados proteicos (25).

Cuando se forman agregados de proteinas, los cuales son demasiado insolubles vy
excesivamente voluminosos para el replegamiento mediante chaperonas o para su
eliminacién por degradacion proteosomal, en su lugar, su eliminan es mediante un

proceso conocido como autofagia (30).
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Por lo tanto, la célula bajo ciertas condiciones, la maquinaria de chaperonas no puede
reparar la proteina mal plegada y debe coordinar su degradacién por la via de

ubiquitina proteosoma, o la autofagia mediada por lisosomas (30).

Estudios muestran que ademds de regular la activaciéon de HSF1, la E3 ligasa de
ubiquitina CHIP ha sido identificada para estimular la via ubiquitina proteosoma. La
proteina CHIP contiene un dominio caja-U conservada, con el cual puede cooperar con
las enzimas E1, E2 y E3 con el fin de ubiquitinarlas a las proteinas unidas a las

chaperonas para la degradacién (25).

Ademads, la actividad de la E3 ligasa CHIP puede selectivamente dirigirse a proteinas
anormales para la degradacidon mediante el proteosoma 26S. Debido a que CHIP puede
interactuar con HSP70, esta proteina CHIP también tiene actividad como una co-
chaperona que podria proporcionar el eslabon perdido entre el fracaso de los

mecanismos de reparacion y, como consecuencia, la eliminacion del sustrato (25).

Esta conexidon, entre la maquinaria de reparacion y eliminacién, asegura el
mantenimiento celular. Por ejemplo, si el plegado no tiene éxito, los sustratos
desnaturalizados asociados con chaperonas durante un periodo de tiempo seran
degradados a través de una E3 ligasa CHIP que proporciona ubiquitinas para eliminar
las proteinas dafiadas mediante la degradacién por el proteosoma (31). Por otra parte,
la doble capacidad de CHIP para activar simultdneamente HSF1 y la via de degradacion
de proteinas, sugiere que esta co-chaperona, cumple un rol importante en determinar
si la accion predominante del sistema de control de calidad da lugar a protecciéon o

degradacion (31).

En los siguientes apartados, se explicaran funciones de las enzimas E3 ligasas, de las
proteinas de choque térmico y las funciones en conjunto, entre las enzimas E3 ligasa
de ubiquitina y las proteinas de choque térmico (HSP) especificamente en

espermatogénesis y linea germinal de C.elegans.
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6.2. Descripcion general del desarrollo de la linea germinal en C.elegans

En el nematodo C.elegans, el linaje celular somatico es invariable y esta
completamente descrito (32). En contraste, la linea germinal contiene una poblacion
de células mitdticas restringidas que persisten a lo largo de toda vida en el gusano y
qgue, segun la capacidad reproductora del organismo se renuevan por si misma (32).
En el desarrollo de la gonada en C.elegans, las células germinales son identificadas
tempranamente durante la embriogénesis (Figura 1) (33) (34). En el linaje celular
embrionario, la blastomera P donde nace la linea germinal, se divide sélo cuatro veces
posterior a la fertilizaciéon, antes de especificar la blastomera P4 como el Unico
antecesor de todas las células germinales en el animal. La célula P4 se divide una vez
para formar dos células primordiales germinales (PGC), denominadas Z2 y Z3, durante
la embriogénesis. Las células PGC, Z2 y Z3 permanecen mitdticamente inactivas
durante el resto de la embriogénesis, pero posteriormente comienzan a dividirse,
aproximadamente en la mitad del primer estadio larval (L1) (35)(Figura 1). Las células
contintan proliferando a medida que la gdénada se expande durante los estadios
larvales L2 y L3. Las células somaticas de la punta distal (DTC) de cada brazo gonadal,
guian el crecimiento distal de la linea germinal, avanzando en el proceso, empieza a
girar hacia el centro del animal durante la transiciéon entre L3 y L4 (35). Poco después
de la entrada en L3, las células mas alejadas de las DTC inician la meiosis. El proceso
de meiosis difiere significativamente de la mitosis debido a que dirige la recombinacion
entre cromosomas y también incluye una division adicional en el cual existe una
reduccién en el nimero de cromosomas para dar lugar a células haploides (35). La
meiosis que es parte de la gametogénesis es fundamental para la formacion de los
gametos, de tal manera que los espermatozoides se producen en la etapa L4 y los
ovocitos en edad adulta (35), permitiendo que C.elegans sea una hermafrodita auto
fértil (36) (Figura 1).
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Figura 1. Desarrollo de la linea germinal en el hermafrodita de C.elegans. Las células germinales se
indican mediante esferas coloreadas, mientras que la célula de la punta distal (DTC) esta representada con
color amarillo. Las células madre germinales (GSC), estédn en el ciclo celular mitético dentro de la zona
mitdtica (MZ) estan representadas como esferas de color verde, las células que entran en la meiosis en la
zona de transicion (TZ), se muestran como esferas crecientes. Las células espermatogénicas meidticas son
de color azul y las células ovogénicas meibdticas de color rojo (35).

Las células germinales dentro de cada brazo de la gdénada adulta poseen una
disposicion polarizada y progresiva, en la que se mantienen células proliferativas cerca
de las DTC, vy las células mas diferenciadas se sitlan en la génada proximal. En la linea
germinal del hermafrodita adulto, la region que contiene las células germinales que
proliferan se conoce como la "zona mitética" (MZ) (35). Segun varias estimaciones,
entre 200 y 250 células germinales son mitéticamente activas dentro de la MZ, que se
extiende aproximadamente entre 19-22 tamafos celulares desde la punta distal de la

gonada (35).
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Estas "células" son en realidad un sincitio. Sin embargo, como cada nucleo tiene su
propio citoplasma asociado que parece comportarse de manera auténoma permitiendo
el desarrollo de los gametos (37). Todas las células dentro de la MZ estan activas
ciclicamente (37), aunque con leves diferencias, dependiendo de su posicién relativa

con respecto a la punta distal (32).

6.3. Descripcion general del desarrollo de la espermatogénesis en

C.elegans.

La espermatogénesis de C.elegans utiliza vias de trafico de vesiculas para ayudar a
establecer la polaridad celular durante la diferenciacion. Cada espermatocito primario
sufre meiosis para producir cuatro espermatidas haploides (Figura 2)(38). Las
espermatidas retienen selectivamente los componentes requeridos, mientras que los
componentes innecesarios se acumulan en el cuerpo residual anucleado. La via
vesicular, produce organelos denominados Cuerpo Fibroso-Organelo Membranoso (FB-
MO), que cumplen una funcidon importante durante esta particion citoplasmatica
asimétrica (38). Los cuerpos fibrosos (FBs) y los organulos membranosos (MOs) se
forman en estrecha asociaciéon a medida que se desarrolla el espermatocito primario
(Figura 2) (38). Cada MO que surge del Aparato de Golgi, tiene una membrana con
doble capa que rodea las fibras de la proteina principal de esperma (MSP), que
constituyen su asociaciéon en conjunto con el FB (Figura 2), y muchos complejos FB-
MO que se encuentran en cada uno de los espermatocitos primarios (Figura 2) (38).
Los FB-MOs se segregan a cada espermatida en formacioén, simultaneamente con la
finalizacion de la meiosis, mientras que los ribosomas, la actina, la mayor parte de la
tubulina y varias membranas se descartan en el cuerpo residual (38). Las membranas
de los MOs, se retraen de los FBs en el momento en que las espermatidas se separan
del cuerpo residual, y los FBs se despolimerizan en dimeros constituyentes de la MSP
que se dispersan a lo largo del citoplasma (Figura 2) (38). Durante la transformacion
de las espermatidas en espermatozoides, los dimeros de MSP se concentran en el
pseudépodo, y se polimerizan en el citoesqueleto para regular la movilidad celular
(Figura 2) (38).
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Los MOs se localizan bajo la superficie de la célula espermatica donde se fusionan con
la membrana plasmatica y forman un poro de fusién permanente. Este evento
mediante el mecanismo de exocitosis, libera el contenido del MO hacia la superficie
celular, lo cual es necesario para que las espermatidas se conviertan en

espermatozoides funcionales (Figura 2) (38).
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Figura 2. Resumen de la espermatogénesis WT (A), y morfogénesis del complejo FB-MO (B) en
C.elegans. (A) Los espermatocitos primarios se desarrollan en un sincitio con el raquis, brotan del mismo
raquis después de iniciarla meiosis. Un espermatocito primario experimenta dos fases de meiosis, para
producir cuatro espermatidas haploides, posteriormente estas entran en la espermiogénesis para formar
cuatro espermatozoides en C.elegans. B, la formacién del organelo membranoso cuerpo fibroso, en donde el
FB se desarrolla en asociacion con el MO (38).

Relacionado con las proteinas de estudio, existen antecedentes de que las E3 ligasas
de ubiquitina y las proteinas de choque térmico (HSP), estan presentes y cumpliendo
funciones cruciales en el desarrollo de la espermatogénesis y linea germinal de

C.elegans.

De la informacién encontrada una parte de ésta, fue asociada a la enzima E3 ligasa
gue posee funciones especificas reconociendo sustratos, que estan involucradas en los
siguientes procesos como: meiosis (7), cantidad adecuada de DNA y centriolos en los
espermatozoides (39), formacién de la linea germinal (8), apoptosis en la linea

germinal (9) entre otras.
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Con respecto a las proteinas de choque térmico o HSP, que cumplen funciones en el
plegamiento correcto de las proteinas y mantencién de la proteostasis celular, se
encontrd informacién relacionada con los siguientes procesos en espermatogénesis de
C.elegans, los cuales son: formacion de la gonada y la linea germinal (14) (15) (16),
progresion del ciclo celular en la linea germinal (17) (18), letalidad embrionaria vy

fendmenos de esterilidad (14) entre otras.

6.4. Descripcion general de la via ubiquitina proteosoma vy la

especificidad de las E3 ligasas de ubiquitina

La via ubiquitina proteosoma (UPP) es el principal sistema que regulariza la
degradacion de proteinas de corta vida y la eliminacion de proteinas solubles que estan
dafiadas. El mecanismo UPP es dependiente de ATP y se consigue a través de una
cascada enzimatica que implica tres clases distintas de proteinas: la primera es la
enzima activadora de ubiquitina (E1) que estimula las ubiquitinas y las cede a la
segunda proteina denominada enzima de conjugacion de ubiquitina (E2) que transfiere
las ubiquitinas a la tercera y ultima proteina, la enzima ligasa de ubiquitina (E3) (3)
(Figura 3) (40). La misma reaccidon une moléculas de ubiquitina adicionales a la
ubiquitina primaria a través de los aminodacidos lisina internos en la ubiquitina
(41)(42). Las cadenas de ubiquitina polimerizada actUan como una sefial que traslada
las proteinas diana al proteosoma, donde el sustrato se descompone proteoliticamente,

en el proteosoma 26S (43).
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Figura 3. Via ubiquitina proteosoma. Es un proceso de varios pasos en el cual, la etapa inicial requiere
ATP, para unir la ubiquitina a la enzima activadora de ubiquitina (E1). La ubiquitina activada se transfiere a
una enzima conjugadora de ubiquitina (E2s). Las E2s pueden donar ubiquitina directamente a los sustratos
de proteinas, a través de complejos proteicos, denominados ligasas de ubiquitina o mediante HECT E3
ligasas especificas. Esto da como resultado, conjugados de proteina en donde la ubiquitina esta unida a la
proteina diana. Los sustratos podrian ser modificados por la union de una sola ubiquitina
(monoubiquitinacidon), moléculas de ubiquitina simple en multiples residuos (multiubiquitinacion) o cadenas
de ubiquitina (polyubiquitinacion). Muchas proteinas poliubiquitinadas son degradadas por el proteosoma
26S (40).

El holocomplejo de proteosoma o proteosoma 26S, consta de dos entidades: una
estructura cilindrica central con actividad de hidrdlisis de péptidos (particula de ndcleo
[CP] o proteosoma 20S) y una particula reguladora (RP, también conocida como
regulador cap, particula 19S o PA700) necesarias para el reconocimiento del sustrato,

la eliminacion de la cadena de ubiquitina y el despliegue dependiente de ATP (44) (45).

La via ubiquitina proteosoma (UPP), controla casi todos los procesos celulares basicos,
como la progresion del ciclo celular, la transduccién de sefiales, la muerte celular, las
respuestas inmunitarias, el metabolismo, el control de la calidad de las proteinas y el
desarrollo, degradando proteinas reguladoras de corta duracidon o estructuralmente
aberrantes (45) (46).

Ademas, la via ubiquitina proteosoma (UPP), interviene en funciones relacionadas con
procesos en la espermatogénesis en C.elegans, como por ejemplo: el equilibrio entre la
proliferacion y la entrada a la meiosis de las células germinales (47), la degradacion de
los MOs y las mitocondrias paternas posterior a la fertilizacion (48), formacion correcta

de los espermatozoides (49), entre otras.
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En relacion a las enzimas E3 ligasas de ubiquitina, estas son de particular interés en
los estudios evolutivos del sistema de ubiquitinacion, debido a que existe una mayor

diversidad con respecto a las enzimas E1 y E2 que participan en el mecanismo (50).

Los eucariotas poseen un Unico gen que codifica para la Unica E1 enzima activadora de
ubiquitinas, decenas de genes para las enzimas E2 de conjugacién de ubiquitinas, y

como varios cientos de genes que codifican para las E3 ligasas de ubiquitina (50).

De hecho, los pocos genomas eucariotas hasta ahora analizados, codifican para
muchas mas enzimas E3 que E1 o E2. Por ejemplo, hay mas de 600 tipos de E3 en el
genoma humano, mientras que soélo hay dos proteinas E1, y aproximadamente 30
proteinas E2 (51).

La razén de esto, se debe a que las E3 ligasas son responsables de la especificidad del
sistema de ubiquitinacién, es decir, reconocen, discriminan e interactian con el
sustrato proteico adecuado (40), y por lo tanto, son funcionalmente mas
especializadas (50). De hecho, hay varios grupos de enzimas E3, segun su estructura
cuaternaria, la disposicion de los dominios especificos y la forma en que interactian
con las enzimas E2 y la proteina diana. Esto incluye, por ejemplo, las ligasas HECT y
RING, y los complejos CRL (50). Estas proteinas, tipicamente, tienen una amplia gama
de conformaciones en sus dominios, que implican motivos especificos de interaccion

proteina-proteina (50).

Las E3 facilitan la transferencia de ubiquitina a uno o mas residuos de Lys en el
sustrato. La conjugacion covalente, se produce entre el grupo carboxilo del residuo de
Gly en el carboxi-terminal de la ubiquitina y el grupo €-amino de una Lys interna en el
sustrato. Un sustrato puede ser monoubiquitinado en un solo residuo de Lys,
multiubiquitinado en varios residuos de Lys, o poliubiquitinado, en el cual la
transferencia secuencial de ubiquitina da lugar a cadenas de ubiquitina, unidas a uno o

mas residuos de Lys en el sustrato (40).

Generalmente, el tipo de ubiquitinacion y las cadenas de ubiquitina formadas,
determinan el destino de la proteina. La ubiquitina en si, contiene siete residuos de Lys
(Lys6, Lysl11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 y Lys63), y las cadenas secuenciales de
ubiquitina, que se ensamblan por las E3, pueden implicar uno o mas de estos residuos,

aunque Lys48 y Lys63 son los mas usados comunmente (40).
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Las dianas que contienen cadenas de ubiquitina ligadas a Lys48, son usualmente
degradados por el proteosoma 26S, mientras que la monoubiquitinacién vy la
poliubiquitinacion, a través de Lys63, parecen estar implicadas en una serie de

diferentes procesos celulares, tales como endocitosis y clasificacién vesicular (40).

La funcion de las cadenas de ubiquitina, vinculadas a otros residuos de Lys, se esta
comenzando a dilucidar. Un reciente informe demuestra que las cadenas de
poliubiguitina, a través de todos los residuos de Lys en la ubiquitina, excepto Lys63,
pueden dirigirse a las proteinas para la degradacién por el proteosoma, y los sustratos
ligados a Lys11 estan especificamente involucrados en la ruta de degradacion asociada

al reticulo endoplasmatico (ERAD) (40).

Comiunmente, se encuentran dos tipos de E3: el tipo RING y el tipo HECT (Figura 4).
Una caracteristica clave de las ligasas HECT en el residuo conservado de Cys, es que
forma un enlace tioéster intermedio con el C-terminal de la ubiquitina, antes de
catalizar la ubiquitinacion del sustrato. Por el contrario, E3s RING son andamios que
llevan la E2 cerca de los sustratos para facilitar la transferencia de ubiquitinas. E3
RING puede ser una cadena simple (por ejemplo, CBL) o ser parte de complejos

multiméricos (por ejemplo, Cullin E3s) (Figura 4) (40).

a HECT E3 b RING E3

@ Ubiquitin

Figura 4. Principales tipos de proteinas E3 ligasas de ubiquitina. Dos grupos principales de proteinas
ligasas de ubiquitina, las enzimas E3s HECT y las E3s RING, difieren en la forma en que transfieren la
ubiquitina al sustrato. Las E3s HECT son enzimas que actlan como un aceptor de enzimas E2 de ubiquitina
(E2). La ubiquitina se transfiere a continuacidon a un residuo especifico del sustrato (figura A). Por el
contrario, las E3s RING actian como un andamio para facilitar la interaccion entre las E2 y los sustratos.
Estas E3s pueden formar una cadena Unica o grandes complejos de multiples proteinas que proporcionan la
especificidad y complejidad (figura B). La mayoria de las E3s conocidos son RING. Estos se caracterizan por
una secuencia CXCXo-39C X1-3HX2-3(C/H)XLX4-48CX2C que produce un motivo "crossbrace" que se estabiliza
mediante la unidén a dos atomos de zinc a través de residuos de Cys e His (figura B) (40).
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En el nematodo C.elegans, las E3 ligasas regulan procesos tan diversos como la
determinacion del sexo, la progresién del ciclo celular, (4) (5), la diferenciaciéon, la
reparacién del DNA y la muerte celular programada (PCD o apoptosis) (6). Ademas,
enzimas E3 ligasas de ubiquitina, intervienen en funciones relacionadas con procesos
en la espermatogénesis como por ejemplo: meiosis (7), cantidad de DNA y centriolos
en los espermatozoides (39), gametogénesis (8), formacion de la linea germinal (8),

apoptosis en la linea germinal (9) entre otras.

Por otra parte, se debe mencionar que la ubiquitinacidon es una reaccién reversible, ya
gue muchos enzimas cisteina-proteasa y las metaloproteinasa que desubiquitinan
(DUBs) estan presentes en la célula (43). Las DUBs funcionan en la etapa inicial
durante el desglose de las proteinas marcadas con ubiquitina para permitir que las

ubiquitinas sean recicladas (43).

6.5. Funciones de la via de degradacion de proteinas ubiquitina

proteosoma en la linea germinal de C.elegans.

La espermatogénesis se constituye por divisiones celulares, a través de una sucesion
de etapas de alta complejidad, que conduce a la formacion de células diferenciadas
denominadas espermatozoides (2). Dicho complejo programa requiere una expresion
precisa de enzimas y proteinas estructurales, que se relaciona no solo para la
regulacion de la transcripcion y traduccidn de genes, sino también para la degradacion
de proteinas diana (2). El sistema ubiquitina proteosoma en la espermatogénesis, se
encarga de funciones proteoliticas y no proteoliticas en la ubiquitinacién, como Ila
formacion de cadenas de proteinas conjugadas, usando otras lisinas que pueden

regular procesos tales como la reparacion del DNA o transduccién de sefiales (2).

La importancia de la ubiquitina y el proteosoma, se resalta con la demostracién de
ejemplos relacionados con la capacidad altamente eficiente y selectiva de la UPP, para
regular rigurosamente algunos de estos procesos, promoviendo la produccion

adecuada de espermatozoides normales (2).
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La importancia de la UPP durante la meiosis se evidencia por defectos observados por
el agotamiento de la ubiquitina o deterioro del proteosoma. Por ejemplo, la eliminacién
del gen de la poliubiquitina Ubb en ratones, conduce a la infertilidad con una detencién

de células germinales en la profase de la meiosis (52).

En C.elegans, la UPP también es relevante para el desarrollo adecuado de
espermatozoides. En el siguiente apartado se demuestra ejemplos sobre algunas
funciones de la via ubiquitina proteosoma en la espermatogénesis y la linea germinal

de C.elegans.

La capacidad reproductiva en muchos animales se basa en un estrecho equilibrio, entre
el niumero de células que proliferan en la linea germinal y el nimero de células que
entran en meiosis y se diferencian en gametos (47). En la linea germinal de C.elegans
la via de sefalizacién GLP-1/Notch, controla este equilibrio entre la proliferacién y la
entrada a la meiosis. Se identificd al proteosoma como un regulador adicional de este
equilibrio (47).

Los investigadores proponen un modelo en el que el proteosoma degrada las proteinas,
gue son necesarias para la proliferacion a medida que las células cambian de la

proliferacién a la entrada en meiosis (Figura 5) (47).
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Figura 5. Modelo de la actividad del proteosoma en la regulacion de la proliferacion frente a la
decision de entrada a meiosis. En este modelo, las células proliferativas en la zona mitética (verde)
tienen activa la sefializaciéon GLP-1/Notch. Esta sefalizacion inhibe la actividad de GLD-1, limitando su
expresion en el extremo distal, lo que permite traducir ARNm especificos y producir proteinas necesarias
para la proliferacion. Como parte de un modelo, un factor desconocido (X) también puede inhibir la actividad
GLD-1 de una manera independiente de la sefializacion GLP-1/Notch. (47).

Otros mecanismos asociados con funciones de la via ubiquitina proteosoma ocurren
posterior a la fecundacién en C.elegans. Unos organelos correspondientes a los
espermatozoides denominados organelos membranosos (MO), se agrupan junto con
mitocondrias paternas para ser eliminadas inmediatamente después de la fecundacion
(48).

El nimero de mitocondrias y MOs de los espermatozoides muestran una fuerte
disminucion durante el tiempo transcurrido entre la fusidn espermatozoide-oocito y el
inicio de la primera mitosis. Durante este tiempo, las mitocondrias paternas

permanecen estrechamente agrupadas con los MOs (28).
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Se observaron dos tipos de cadenas de poliubiquitinas en los MOs: cadenas de
ubiquitina ligada a la K48 que se sabe que conducen a degradaciéon proteosomal y

cadenas de ubiquitina ligadas a la K63, las que se han relacionado con autofagia (48).

Poco tiempo después de la fecundacion en C.elegans, los proteosomas maternos se
localizan en los MOs y proteosomas paternos de los espermatozoides se localizan en
las estructuras que se encuentran en la periferia de la agrupacion de los MOs, lo que
sugiere que la presencia de ambas poblaciones de proteosomas en conjunto con
mecanismo de autofagia, se encargan de la degradacién del material paterno, como los

MOs y mitocondrias que se encuentran en los espermatozoides de C.elegans (48).

Relacionado con otro estudio, se ha descrito a DSS1 (o Rpnl5) como una proteina
conservada que ha sido implicada en varias funciones celulares. Se ha comprobado
gue DSS1 es una subunidad del proteosoma 26S (53). Para estudiar la importancia de
DSS-1 se analizd el fenotipo de gusanos mutantes para DSS-1. Los gusanos
homocigotos DSS-1 (tm370) crecieron hasta convertirse en adultos, los cuales fueron
estériles (49).

Por lo tanto, se ha demostrado que la falta de descendencia fue provocada por un
defecto en la formacién de espermatozoides por los mutantes DSS-1, al realizar el

apareamiento con gusanos machos WT (49).

Ademas, los espermatozoides que estaban presentes en la espermateca de los gusanos
mutantes, eran comparables en nimero con los de los gusanos heterocigotos control
(49). Esto sugirid que la espermatogénesis era superficialmente normal. Sin embargo,
se presentd un cierto retraso en la formacidn de espermatozoides debido a la
acumulacién de espermatocitos en un 35% a los 3 dias de edad en mutantes DSS-1,

comparados con los gusanos control (49).

En resumen. las mutaciones producidas en DSS-1, alteran una subunidad del
proteosoma 26S, conduciendo a defectos en la formacion normal de los

espermatozoides y un retraso en tiempo de la formacién de los mismos (49).
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6.6. Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina en la espermatogénesis y
linea germinal de C.elegans

6.6.1. Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina APC/C

La destruccién oportuna de los reguladores del ciclo celular por el proteosoma, es parte
importante para que ocurra la divisién celular exitosa en todos los eucariotas (7). Para
llevar a cabo estos hechos, existen enzimas E3 ligasas que catalizan la ubiquitinacién
de varias proteinas en el ciclo celular, para la degradaciéon a través del proteosoma.
Este mecanismo se realiza mediante la degradacién ordenada de sustratos, tales como
ciclinas, quinasas mitdticas, proteina securin, microtlbulos y componentes del

ensamblaje del huso (36) (54) (55).

El complejo promotor de anafase o ciclosoma (APC/C) es un promotor clave en la
progresion del ciclo celular. Esta E3 ligasa de ubiquitina formada por multiples
subunidades proteicas, impulsa tanto la transicion metafase-anafase y la salida de la
fase M por poliubiquitinacion de los diferentes sustratos para dirigiflos a degradacion

mediada por el proteasoma 26S (56) (57).

Los diversos sustratos mitdticos y meidticos de APC/C incluyen a securin, cuya
destrucciéon libera la proteina separasa para escindir el complejo cohesina entre las
cromatidas hermanas, como la ciclina B, cuya destrucciéon permite la salida de la fase
M. Cuando existen modificaciones por agotamiento o la represién de la actividad
APC/C, esta E3 ligasa impide la destrucciéon de securin y conduce a una detencién de

las células en metafase (8).

Como en todos los aspectos del ciclo celular, la actividad de APC/C debe estar regulada
con precisién. Para activarse y facilitar el reconocimiento del sustrato, el promotor
APC/C debe estar unido a uno de sus activadores que contienen repeticion de WD
(triptéfano-aspartato) (56).
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Los principales reguladores bioquimicos o coactivadores secuencialmente, son;
Cdc20/Fizzy que impulsa la transicion metafase-anafase, y Cdhl, gen supresor de
tumores que no soélo impulsa la salida de la mitosis, sino que también reprime la
entrada al ciclo celular posterior y promueve la diferenciaciéon celular somatica
(58)(59).

Un ejemplo de un sitio de regulacion es cuando la actividad de APC/C es temprana, se
producen aberraciones en la segregacién cromosdémica, la actividad de APC/C estd
regulada negativamente por el punto de control del ensamblaje del huso (SAC)(8).
Este sitio de regulacién bloquea la transicién metafase-anafase a menos que todos los
cinetocoros estén unidos a los microtUbulos y bajo una tension del huso bipolar
adecuada (60), retrasando el inicio de la anafase por inhibicion de la actividad de APC
mediante el secuestro de Cdc20. Este retraso suele ser suficiente para que la célula

corrija el problema en el huso, para permitir la progresion del ciclo celular (61).

En C.elegans, el tiempo de activacion de APC/C, es importante regularlo, porque la
segregacion precoz o aberraciones en los cromosomas que pueden dar lugar a la
aneuploidia de las células hijas, que conduce a la muerte del embrién o la proliferacion
celular descontrolada (61). En el nematodo, la mayoria de las subunidades de APC/C

son necesarios para la division celular tanto en mitosis como en meiosis (61).

A partir de esta informacion, se examinaron proteinas del tipo APC-16, ortdlogo de
K10D2.4 en C.elegans, que podrian ser subunidades funcionales de APC/C. Estudios
anteriores mediante la inhibicidn de diversas subunidades de APC/C por RNAi o
mutaciones sensibles a la temperatura provocan un fenotipo de “transicién defectuosa

metafase-anafase” (Mat), que es caracteristico por la pérdida de funcion en APC/C (7).

Se realizaron knockdown de K10D2.4 por RNAi, que ademds de generar un fenotipo
mat, todos los huevos fertilizados permanecieron detenidos en una sola célula dentro
del Utero de las hermafroditas (7). La detencidén se produjo en la transicion metafase-

anafase en la meiosis I, y el agotamiento se parecia al de un fenotipo mat-2 (APC1)

(7).
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Al visualizar el Gtero en un lapso de tiempo, el évulo fecundado con K10D2.4 RNAI
mostré la formacién del huso en la transicidn en metafase, que persistié durante 67
minutos. Por el contrario, los embriones WT iniciaron la anafase meidtica I después de
5,1 £ 0,89 minutos y la anafase II después de 19,3 + 0,45 minutos, después de la

salida de la espermateca (7).

En resumen, la inhibicién de K10D2.4, ortdlogo de APC16, es esencial para APC/C en
C.elegans, debido a que causa un fenotipo altamente especifico de pérdida de funcién
de APC/C, indicando que los 6vulos fecundados con RNAi de K10D2.4 mostraron una
detencién prolongada del huso en la transicidon metafase-anafase comparado con los

WT (7).

Otras indagaciones relacionadas con la E3 ligasa de ubiquitina, APC/C estan vinculadas
con algunos componentes de los espermatozoides en C.elegans, como el DNA y los
centriolos. Se conoce que los espermatozoides contribuyen con el DNA, que constituye
el pronucleo masculino, y los Unicos centriolos al cigoto. Cientificos estudiaron el gen
such-1, que codifica para un componente del complejo promotor de anafase/ciclosoma,
mutantes such-1(t1668) en espermatozoides, presentan una cantidad de DNA anormal

y un numeros inadecuando de centriolos (39).

Los espermatozoides WT contienen DNA altamente condensado, asociado a un par de
centriolos marcados con SAS-4 (Figura 6 A). Estos dos centriolos suelen aparecer

como un unico foco, debido a su pequefio tamafio y proximidad (39).

En los espermatozoides mutantes such-1 (t1668) se visualizan una serie de fenotipos
con respecto al contenido de DNA y numero de centriolos, los que se clasificaron por
analogia con sus fenotipos embrionarios (de un total de n = 87 espermatozoides). En
los ordenados en la clase I, los espermatozoides (32%) contienen DNA y uno o dos
focos independientes de SAS-4, presumiblemente correspondientes a dos o cuatro
centriolos (Figura 6 B) (39).

Este subconjunto de espermatozoides mutantes, probablemente resulta en embriones
clasificados en primera clase, los cuales son diploides y conforman un huso bipolar o

multipolar (39).
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En los espermatozoides catalogados como de clase II (47%) el DNA estd ausente, y
contienen un unico foco de SAS-4 que esta presente de manera normal (Figura 6 C).
Este subconjunto de espermatozoides mutantes such-1 (t1668) forma embriones
haploides de clase II, que carecen del pronldcleo masculino. Los espermatozoides
presentes en la tercera clasificacién, (21%) carecen de DNA y de centriolos (Figura 6
D), y por lo tanto, es probable que los embriones such-1 (t1668) que formen sean

agrupados en los de clase III (39).

Investigadores confirmaron que la letalidad embrionaria observada es de origen
paterno a través de los siguientes cruzamientos: ovocitos de hermafroditas
homocigotos mutantes such-1 (t1668), fueron fertilizados por espermatozoides
mutantes, produciendo un 100% de Iletalidad embrionaria (Figura 6 E). Por el
contrario, se encontré que la letalidad embrionaria fue rescatada cuando ovocitos
mutantes such-1 (t1668) se fertilizaron por espermatozoides machos WT PLG-1

(E2001) (Figura 6 E) (39).

Ademas, la informacién se confirmd con cruzamientos de espermatoides mutantes
such-1 (t1668) con hermafroditas fog-2 (q71) que no forman espermatozoides,
resultando el 100% de letalidad embrionaria en la descendencia (Figura 6 E).
Afirmando que espermatozoides paternos de mutantes such-1 (t1668) causan

letalidad embrionaria (39).

El estudio informa que la segregacién del DNA y los centriolos, de manera incorrecta,
es producida probablemente durante la meiosis en la formacién de los
espermatozoides, informacién que se comprueba con el rescate de la descendencia
cuando se realizaron cruzamientos con espermatozoides WT, indicando que las dos
divisiones meidticas en la ovogénesis de mutantes such-1 (t1668) conducen a ovocitos

que se producen de manera normal (39).
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Figura 6. Espermatozoides such-1 (t1668) con aberraciones en el ADN y en la cantidad de
centriolos causa letalidad embrionaria. (A-D) inmunofluorescencia de espermatozoides WT y
espermatozoides such-1 (t1668). Los centriolos (SAS-4, en rojo), membranas (SP-56, en verde), y la tincion
con hoechst para visualizar el ADN (en azul). En los WT, con un n = 58; en los espermatozoides such-1
(t1668), n = 87; los porcentajes a la derecha indican la fraccién de espermatozoides such-1 (T1668) en cada
clase. (A) los espermatozoides WT con ADN altamente condensado y un claro foco de SAS-4. (B)
espermatozoides such-1 (t1668) de clase I. (C) espermatozoides such-1 (t1668) de clase II sin ADN pero
con centriolos. (D) machos such (t1668) de Clase III no contienen ADN ni centriolos. (E) el efecto de machos
such-1 (t1668) conduce a la letal embrionaria (39).

Como idea general el gen supresor del defecto de punto de control del huso-1, codifica
para un componente del complejo promotor de anafase/ciclosoma, que conduce a una

cantidad de DNA y el nimero de centriolos adecuado para los espermatozoides.

Una nueva investigacion relacionada con la funcion de APC5, una subunidad del
complejo promotor de anafase/ciclosoma en C.elegans, que contiene dos paralogos,

such-1 vy dfi-3, los que se coexpresan en la linea germinal (61).

El estudio demuestra que el agotamiento de such-1 o gfi-3 mediante RNAi, no solo
tiene un efecto sobre las divisiones meibticas, sino que ademas codeplecién de ambos,
da como resultado la detencion meidtica. En suma, los dos paralogos de APC5 en
C.elegans tienen una funcién redundante durante las divisiones meidticas (61).
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Para entender el rol de APC5 en C.elegans, se determind el patron de expresion de
such-1 y dfi-3 y luego se investigdb mas a fondo el fenotipo de pérdida de funcion de
cada gen, para establecer los procesos para los cuales se requiere. Se examind el
patron de expresion de such-1 y dfi-3, mediante la construccion de fusiones
transcripcionales y la generacidon de animales transgénicos (61). La proteina de fusion
mCherry::histona H2B, fue impulsada por el promotor y el 3' UTR de such-1 o GFI-3.
La construccidon Such-1p::mCh::H2B::such-1 3' UTR, se expresa en todo el desarrollo
de la linea germinal, asi como la meiosis en el embridon y a lo largo de la embriogénesis
(61).

La construccion GFI-3p::mCh::H2B::gfi-3 3' UTR se expresdé a lo largo de la linea

germinal, en meiosis y en todas las etapas embrionarias (61).

En hermafroditas, tanto la expresién del transgénico que impulsan la expresion de
such-1 y dfi-3, es prominente en los espermatozoides maduros almacenados en la
espermateca. Se generaron transgénicos machos, y encontraron que ambos también

se expresan a lo largo de la linea germinal masculina (61).

Estos datos, indican que such-1 y dfi-3 actlan de forma redundante durante el
desarrollo de la linea germinal, y la meiosis. En C.elegans, existen dos subunidades de
APC5, que se requieren para la meiosis en forma redundante. La pérdida severa de la
funcion de estos dos genes en conjunto, conducen a la detencién en la metafase
meidtica, lo que sugiere que APC5 en C.elegans funciona como una cldsica subunidad
de APC/C (61).

Una nueva evidencia genética nos dice que otro gen, EMB-1, funciona como un
componente esencial para APC/C. Los mutantes EMB-1 fueron aislados originalmente
de un screen genético sensible a la temperatura (ts), el gen embriogénesis anormal 1
fue descrito como un fenotipo de una sola célula, especificamente detenido en

metafase I ("huevos fertilizados sin division ") (8).
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Los hermafroditas mutantes emb-1 (0k2759) fueron fijados y tefiidos con DAPI para
comprender su fenotipo estéril, y se encontraron con una reduccion significativa de la
linea germinal en Ila gb6nada, la cual contiene un ndmero reducido de células
germinales tempranas y ninguna evidencia de que esas células realicen la transicién de

mitosis a meiosis (8).

Los machos mutantes emb-1 (0k2759) exhibieron una linea germinal en la génada

reducida de manera similar a lo que ocurrié en los hermafroditas (8).

Se analizaron en profundidad las goénadas de mutantes homocigotos de emb-1
(0k2759) las cuales no se desarrollan completamente. Se mostrd poca evidencia, ya
sea de la espermatogénesis o la ovogénesis, y los brazos se mantuvieron de forma

lineal fallando el reflejo hacia el costado dorsal en el gusano (8).

En resumen el gen emb-1 participa en la mantencién del nimero adecuado de células
germinales tempranas y una transicién de mitosis a meiosis de forma adecuada tanto

en hermafroditas como en machos.

6.6.2. Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina BRCA1

El gen supresor de tumores BRCAl1l y su par estructuralmente relacionado, BARD1,
forman un complejo heterodimero. Los genes BRCA1 y BARD1 son ortdlogos de Cebrc-
1 y Cebrd-1 en C.elegans respectivamente y ambos poseen dominios funcionales
incluyendo motivos RING, ankyrin y BRCT (62). Por lo tanto, posee actividad de una
E3 ligasa de ubiquitina (62). Los genes BRCA1l y BARD1 participan en una variedad de
procesos celulares incluyendo la regulacion transcripcional, la progresion del ciclo
celular y el mantenimiento de la inactivacién del cromosoma X (62). También existe

evidencia de que BRCA1 y BARD1 estan implicados en la reparacién del DNA (62).

Interrupciones en el DNA, incluyendo roturas en la doble hebra (DSB), son causadas
por factores enddgenos (la sintesis del DNA, la recombinacién) y exdgenas (agentes
genotdxicos). En todos los organismos, la reparacion imprecisa de tales
discontinuidades conduce a una variedad de alteraciones genéticas, tales como

mutaciones puntuales, deleciones y reordenamientos (9).
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Hay dos vias principales de reparacion en las roturas de la doble hebra de DNA (DSB),
las cuales son: recombinacién homodloga (HR) y unién de extremos no homdlogos
(NHEJ) (63).

La pérdida de la reparacion precisa de las DSB, se asocia con varios sindromes de
predisposiciéon al cdncer, como la anemia de Fanconi (FANCD2), sindrome de Bloom
(BLM) o susceptibilidad al cancer de mama y de ovario (BRCA1, BRCA2/FANCD1), que

se ven afectados por la reparacion de las DSB mediante recombinacién homologa (9).

Durante la profase meidtica, las DSBs son inducidos por la proteina meidtica
conservada SPO-11 (9). La reparacién de al menos una de las DSB en la meiosis, se
necesitan para generar un entrecruzamiento entre cada par de cromosomas
homologos, hecho que es esencial para la precisa segregacion cromosomica en la

primera division meidtica (9).

Cuando existen errores en el entrecruzamiento en los cromosomas, se conduce a la no
disyuncién y aneuploidia en la siguiente generacién. Las mutaciones que afectan la
reparacion de la recombinaciéon homologa de las DSB en la meiosis, muestran un
aumento en la letalidad embrionaria debido a la aneuploidia, una alta incidencia de los
machos debido a la no disyunciéon del cromosoma X, anomalias en el nimero y forma
de los cromosomas en diacinesis, y la alteraciéon de los niveles y la distribucion de

focos de RAD-51 en la etapa de paquiteno (9).

Se investigd la contribucion de los genes BRCA1l en C.elegans (BRC-1) durante la
recombinacion homodloga, explorando aspectos especificos de la meiosis en el
nematodo, como son: las DSB en la meiosis inducidos por SPO-11 que no es un
prerequisito para el montaje del complejo sinaptonémico y la formacién del complejo

sinaptonémico que no es necesario para RAD-51 en la DSBs (9).

Dentro de los resultados, se encontrd que los mutantes BRC-1 son viables y fértiles,
pero muestra un fenotipo meidtico débil con una incidencia en la formacion de machos
(fenotipo him), lo que refleja una alta frecuencia en la no disyunciéon del cromosoma X

en la meiosis de C.elegans en mutantes BRC-1 (2% frente 0.1% en WT) (9).
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Sin embargo, los niveles de letalidad embrionaria (0,38%) no se incrementan
significativamente en la ausencia de BRC-1, lo que indica que la segregacién de
cromosomas autosomicos durante la meiosis se produce de forma normal. La mayor
parte de los nucleos en diacinesis de mutantes BRC-1 muestran un complemento
similar al de los WT, con seis cromosomas bivalentes en diacinesis, que representa los

cromosomas homoélogos unidos por quiasmas (9).

Sin embargo, aproximadamente el 12% de los nucleos de los ovocitos muestran siete
nucleos (cuerpos), lo que podria explicar el fenotipo him. Por lo tanto, BRC-1 es en

gran parte prescindible en el crossing-over en los cromosomas autosémicos (9).

Un posible defecto meidtico, también se propone por los resultados que muestran los
mutantes BRC-1, con elevados niveles basales de apoptosis en los nlcleos en
paquiteno (9). Para determinar si este fenotipo apoptdtico es dependiente de la
formacion de la DSB en la meiosis, se generd un doble mutante BRC-1;SPO-11,
eliminando la formacion de las DSB en la meiosis con la mutacion SPO-11 (9),

suprimiendo el fenotipo apoptético de mutantes BRC-1 (9).

Para examinar la consecuencia de la eliminacion de la apoptosis en ausencia de BRC-1,
se combinaron BRC-1 con una mutacion de CED-3, que es esencial para la apoptosis
(9). Los cientificos observaron un aumento de cuatro veces la letalidad embrionaria en
el doble mutante BRC-1;CED-3, en comparacion con los mutantes individuales (9),
sugiriendo que, la ausencia de BRC-1 se requiere para eliminar por apoptosis las
células meidticas comprometidas, que son incompatibles con la produccién de

descendencia viable (9).

Con el fin de analizar un posible defecto de la reparaciéon de la DSB en la meiosis de
mutantes BRC-1, se examinaron los focos de RAD-51, que marcan eventos de

recombinacion homéloga (9).

La carga de RAD-51 en las DSBs en la meiosis de las primeras etapas de la profase
meidtica, se produce de forma normal en mutantes BRC-1. Sin embargo, mutantes
BRC-1 muestran niveles anormalmente altos de focos de RAD-51 en los nucleos en

paquiteno, un fenotipo que se suprime por la mutacién de spo-11 (9).
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Un aumento similar en los focos de RAD-51 también se observa en los nucleos
meidticos de mutantes BRD-1, que carecen de la pareja proteica heterodiméra BRC-1
(9)(62). Estos datos indican una funcién para BRC-1 en la reparacion eficaz de un

subconjunto de las DSBs, en las meiosis dependientes de SPO-11(9).

En C.elegans un crossing-over, por cada par de cromosomas homdlogos, es necesario
y suficiente para generar conexiones interhomélogas, independiente de la longitud del
cromosoma (9), por lo tanto, se deduce que las DSBs adicionales, generadas por SPO-

11, deben ser reparadas por vias donde no ocurre entrecruzamiento (9).

La tendencia hacia el cromosoma homdlogo, como un molde de recombinacién
homologa, estd regulada por factores pro crossing-over, como el complejo HIM-

14/MSH4-MSH-5 vy el complejo sinaptonémico (9).

Mutantes en cualquiera de estos complejos, carecen de quiasmas y muestran 12
cromosomas homodlogos univalentes intactos en diacinesis (3). Para analizar la posible
funcion de BRC-1, donde no ocurre crossing-over en las vias de reparacion de la DSB,
se observaron los efectos al combinar el mutante BRC-1 con (i) mutantes him-
14/MSH4, donde el complejo sinaptonémico estd presente, pero el entrecruzamiento
se suprime, y (ii) el mutante SYP-2, en el que tanto la formacion del complejo

sinaptonémico y entrecruzamiento estan ausentes (9).

La combinacion de la mutaciéon de BRC-1, ya sea con mutantes him-14/MSH4 o SYP-2,
resultaron en un aumento estadisticamente significativo en los nlcleos (cuerpos)

tenidos con DAPI en diacinesis, lo que indica la fragmentacién de los cromosomas (9).

A diferencia del doble mutante BRC-1;him-14/MSH4, aproximadamente el 25% de los
mutantes BRC-1;SYP-2, se observa la resolucién de los nlcleos en diacinesis, con la
cromatina deforme y mal condensada (9). Este fenotipo es similar al observado en
cepas BRC-2 y RAD-51 deficientes, que estan comprometidos en la reparacién de todas

las DSBs en la meiosis, a través de la via de recombinacion homéloga (9).

Estos datos, indican que en ausencia del entrecruzamiento, BRC-1 contribuye a la
reparacién de las DSB meidtica, mediante el uso de las cromatidas hermanas como
molde (9).
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Es posible que la fragmentaciéon observada en los dobles mutantes BRC-1;him-
14/msh-4 y BRC-1;SYP-2, podrian ser el resultado de la pérdida prematura de la
cohesidon en los cromosomas o de un defecto en la reparacién de las DSB. Para
distinguir entre estas dos posibilidades, se observaron los nucleos de dobles mutantes
BRC-1;him-14/MSH4 y BRC-1;SYP-2, en diacinesis que se inmunotifieron las cohesinas

con REC-8 en la meiosis (9).

En ambos mutantes dobles, los nucleos (cuerpos) marcados con DAPI conservan REC-
8, lo que indica que la fragmentacion cromosdémica surge como resultado de un defecto

de la reparacién, en lugar que la pérdida prematura de la cohesién (9).

En resumen, en ausencia del entrecruzamiento, BRC-1 contribuye a la reparacion de
las DSB en la meiosis dependientes de SPO-11, mediante el uso de las cromatidas

hermanas como molde.

También relacionado con el complejo BRCA1/BARD1 (CeBCD) en C.elegans,
antecedentes informan que la delecion de Cebrc-1 o Cebrd-1 en un screen de RNAi
produce muerte de células germinales dependiente de p53, sensibilidad a la radiacién y

fragmentacién de los cromosomas (62).

Evidencias del complejo CeBCD, informan que se activa en respuesta a la cromatina
bajo tratamiento de radiacién ionizante (IR), demostrando que el punto de control del
dafio en el DNA promueve la asociacién del complejo CeBCD con la enzima E2 de
conjugacion de ubiquitina, Ubc5 (LET- 70), para formar una activa E3 ligasa de

ubiquitina en respuesta al dafio (9).

Los investigadores analizaron la funcion de CeBRC-1 y CeBRD-1 en los procesos de
reparacion del DNA, y las proteinas asociadas al complejo CeBCD purificadas por
tandem de inmunoafinidad en condiciones de crecimiento normales o en diferentes

puntos de tiempo, después de la exposicién a la IR (9).

Esta estrategia de purificacion se realiza en animales completos, en todas las etapas
del desarrollo, por lo tanto, tiene el potencial de identificar las proteinas asociadas
a CeBRD-1 de todos los tipos de células que expresan CeBRD-1, incluyendo células en
el ciclo mitético, en el compartimento de la linea germinal y durante la embriogénesis,

y en células de las etapas progresivas de la profase meidtica (62).
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La inmunotincion de la linea germinal en C.elegans con el anticuerpo FK2, revela
eventos de ubiquitanacion en las ultimas etapas de la profase meidtica, en condiciones
de crecimiento normal , que se suprimen rapidamente después del tratamiento con IR,
con una cinética similar a la observada por la pérdida de la actividad de las E3 ligasa
de ubiquitina en los complejos CeBCD solubles (62). Por lo tanto, es posible que estos
eventos de ubiquitinacién, a finales de la profase meidtica, correspondan a la actividad
del complejo CeBCD E3 ligasa de ubiquitina solubles, purificados bajo condiciones de

crecimiento normales (62).

Aunque los mutantes Cebrc-1 y Cebrd-1 exhiben un fenotipo meiético (62), la funcién
de los eventos de ubiquitinacién, a finales de meiosis I, y la naturaleza del mecanismo
inhibitorio de las E3 ligasa de ubiquitina, después del dafio en el DNA, queda por
determinar y es objeto de estudio (62). En las células mitéticas no irradiadas, dentro
de la linea germinal de C.elegans, un pequefio numero de focos de ubiquitina
conjugada son detectables dispersas por el citoplasma, con muy pocos O ninguno

concordante con la cromatina (Figura 7) (62).

Después del tratamiento con IR, multiples focos de ubiquitina conjugadas son
detectables en nucleos mitéticos, en sitios de dano en el DNA en gusanos WT, entre 3

y 16 horas después del tratamiento (Figura 7) (62).

Por el contrario, mutantes Cebrc-1 y Cebrd-1 son defectuosos para la formacion de
focos de ubiquitina conjugada después de IR (Figura 7) (62), lo que indica que, la
ubiquitinacién en los sitios de dano en el DNA en las células mitéticas requiere la

accion funcional del complejo CeBCD (62).

En sintesis, complejos CeBCD ubiquitina en condiciones de crecimiento normal, en las
Ultimas etapas de la profase meidtica y en un eventual dafio en el DNA, funcién que se

suprimen rapidamente después del tratamiento con IR.
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A Untreated +75Gy IR

N2 (Wt) bre-1(tm1145) brd-1(dw1) mre-11(ok179) ubcSRNA)  N2MW0  ati-1(tmas3)

B Untreated +75Gy IR
brc-1(tm1145) brd-1(dw1) mre-11(ok179) ubcS(RNA) N0 at-1itmas3)

merge
+DAPI

Figura 7. Formacion de focos conjugados de ubiquitina después del tratamiento con radiacion
ionizante que estan suprimidos en mutantes Cebrc-1, Cebrd-1, MRE-11, atl-1 y Ubc5/let-70
después del tratamiento con cafeina. Imagenes con nucleos mitdticos fijado en el extremo distal de la
linea germinal se tifieron para (A) CeBRD-1y RAD-51, (B) conjugados de ubiquitina (FK2) antes (WT) y 3
horas después tratados con 75 Gy de IR para los genotipos indicados. BRC-1 (tm1145), brd-1 (DW1), MRE-
11 (0k179) y atl-1 (tm853) son mutantes de BRCA1, BARD1, MRE11 y ATR en C.elegans, respectivamente
(62).

6.6.3. Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina Cullin

Las proteinas Cullin RING ligasas (CRL), son reguladores criticos de multiples procesos
del desarrollo y celulares en eucariotas. La proteina CAND1 es un inhibidor bioquimico
de CRL (64). En C.elegans, el gen cand-1 es un regulador positivo de Cullin-RING
ubiquitina ligasas, que se requiere para la viabilidad y para el desarrollo adecuado de
las células de la costura, la vulva y la cola. CAND-1 se expresa en células que
proliferan en el embrién y larvas, y estd mayormente ausente de tejidos somaticos
adultos; ademas la proteina CAND-1 se localiza predominantemente en el nucleo

(http://www.wormbase.org/).
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La proteina CAND-1 es capaz de unirse a todos los cullins, y puede interactuar
fisicamente con CUL-2 y CUL-4 in vivo (64). Se conoce que la proteina CAND-1 cumple
un rol en la actividad de CRL en C.elegans y que la inactivacion de cada una de los
cuatro cullins (CUL-1, CUL-2, CUL-3, o CUL-4), provoca letalidad con defectos celulares
graves (64).

Se investigaron mutantes cand-1, tratados con RNAi, para los principales fenotipos
mutantes de Cullin, con el fin de determinar si se requiere CAND-1 para sus
respectivas funciones (64). Los primeros estudios fueron en cul-2, cuya proteina esta
altamente expresado en la linea germinal (65) y en los embriones tempranos (66),
donde regula numerosos procesos del desarrollo, incluyendo la proliferacion de células
germinales (65) (67), la determinacién del sexo (67), la progresion a través de la
meiosis en los ovocitos, la polaridad celular, la determinacién del destino celular (68) y

la progresion del ciclo celular (65) (68).

En mutantes cul-2 que exhiben una serie de fenotipos distintos, incluyendo: un defecto
en la progresion de las células en meiosis II, detencién del ciclo celular en las células
germinales, un fracaso en la condensacion de los cromosomas y un retraso en
prometafase mitéticas en el embridn temprano. Estos fenotipos, que son cada uno
potencialmente letales, no se observan en mutantes cand-1 ni en RNAi de cand-1 por

separado (64).

Del mismo modo, fenotipos mutantes de cul-3 afectan a la meiosis y mitosis en el
embrion temprano, y no se observan en mutantes RNAi de cand-1. La inactivacién de
cul-4 en estadios larvales posteriores, produce defectos en las células germinales (69),
fenotipo de los cuales no se observa en mutantes cand-1 tratados con RNAi. Por lo
tanto, la mayoria de los fenotipos graves de cullin no se observan en la inactivacién de
cand-1, lo que implica que muchos CRLs en C.elegans pueden realizar sus funciones

celulares esenciales en ausencia de CAND-1 (64).
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Se realizaron analisis genéticos de cand-1 y cullin, con una cepa cand-1 (tm1683);cul-
2 (EK4)/+, en donde cada brazo gonadal tiene un pequeio numero de células
germinales, que se someten a la detencién en el ciclo celular con un aumento en el
tamafio de las células y en su contenido de DNA 2N (4,2 + 0,8 células por brazo
gonadas (64).

Este fenotipo es similar, pero mucho menos penetrante que la detencién del 100% de
las células germinales observado en mutantes homocigotos cul-2. Hechos que no
ocurrieron ni en homocigotos cand-1 (tm1683) ni heterocigotos cul-2 (EK4)/+,

relacionados con la detencidn de las células germinales (64).

Otro resultado informa que mutantes cand-1 son hipersensibles a cul-1, cul-2, cul-3 y
cul-4, tratados con RNAIi (56). En larvas L1 mutantes cand-1 con RNAi de cul-1 el
ochenta por ciento fueron sometidas a una detencién larval, y el resto se convirtieron
en adultos estériles; por el contrario, los larvas L1 WT con RNAi de cul-1, no se
sometieron a la detencion larval y se convirtieron en adultos que fueron capaces de

formar huevos detenidos en su formacion (64).

Del mismo modo, RNAi de cul-3 y mutantes cand-1 en larvas L1, se desarrollan para
convertirse en adultos estériles, mientras que en larvas L1 WT se convierten en adultos
que podrian producir huevos (64). En los RNAi de cul-4 y mutantes cand-1 en larvas
en etapa L4, se desarrollaron hasta adultos, donde el 68% de su progenie esta
detenido en el estado embrionario, mientras que gusanos WT en etapa L4 se produce

sOlo el 5% de embriones detenidos (64).

Los cientificos concluyeron que se requiere CAND-1 para la funciéon éptima de las
proteinas cullin, pero que muchos complejos de CRL pueden mantener sus funciones

esenciales en ausencia de CAND-1(64).

Siguiendo con la actividad de uno de los componentes de la familia de las CRL, CUL-2,
se encontrd que tiene funciones en la linea germinal de C.elegans. El estudio informa
que gusanos con pérdida de funcién de cul-2 son defectuosos en la proliferacion de las

células madres de la linea germinal (GSC), resultando la esterilidad en el animal (65).

43



Para analizar la funcion de cul-2 en la linea germinal, se realizaron blusquedas en las
subunidades de reconocimiento de sustrato (SRS), que actua conjuntamente con CUL-

2 para regular la proliferacién GSC (65).

La subunidad de reconocimiento de sustrato LRR-1 actua junto con CUL-2 para regular
la proliferacién de células germinales (67) (70). La proteina LRR-1 es abundante en la
linea germinal, y en animales mutantes nulo de LRR-1 [LRR-1 [0]] se comporta de
manera similar a los mutantes Cul-2, que también son defectuosos en la proliferacion

de las células germinales, resultando la esterilidad del animal (65).

En mutantes LRR-1 (0), se realizd6 en un screen supresor, basado en la visualizaciéon
por RNAi. Una cepa de LRR-1 (0), que expresa la histona H2B fusionado a GFP bajo el
control del promotor de la linea germinal especifico pie-1, se utilizd para detectar
genes cuya inactivacion por RNAi suprimid la detencién del ciclo celular de las células

germinales en mutante LRR-1 (0), y restaurar su fertilidad (65).

Este screen identificé a CHK-1 (Chkl, punto de control para la kinasa 1 en humanos) y
la quinasa ATL-1 (relacionados con ATR, ataxia telangiectasia y Rad3), que son
componentes fundamentales en el punto de control de la via de replicacion del DNA
(65). Esta via del punto de control, normalmente se activa en respuesta a los defectos
en la replicacion del DNA, tales como horquillas de replicacion atascadas y bloqueos en

la fase G2 en la progresion del ciclo celular (71).

Estas observaciones, indican que el punto de control de la replicaciéon del DNA se
hiperactiva en mutantes LRR-1 (0) y evita la proliferacion mitética de las GSC,

resultando la esterilidad en los animales (70).

La hiperactivacion de la via de la replicacion del DNA, en ausencia de la funcién LRR-1,
no soélo se produce en la linea germinal, sino también en los embriones tempranos,
donde los knockdown por RNAi de LRR-1 causan la activacién del punto de control de
la replicaciéon del DNA, que resulta en un retraso grave en la divisién de la blastémera
P1, en el estadio de dos células, importante para la formacién de la gbénada (también

conocido como P1 fenotipo tardio(65).
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El hallazgo en un alelo de cul-2 en este screen genético, confirmdé que los puntos de
control de la progresién del ciclo celular bloquean la replicacion del DNA en la linea
germinal, tras la inactivacion de la enzima E3 CRL2-LRR-1 (70). La funcién de esta E3
ligasa es regular, la integridad de la replicacién del DNA en las células germinales y en

los embriones tempranos (65).

Los mutantes nulos de LRR-1 y cul-2 son defectuosos en la proliferacién de células
germinales, por lo tanto, el analisis del rol del complejo CRL2-LRR-1 en los eventos
posteriores al desarrollo de las células germinales fue posible identificando los alelos

de cul-2 sensibles a la temperatura (ts) (65).

Con el uso de este alelo, se descubrieron fenotipos adicionales asociados a la pérdida
de funcién cul-2 (65). Afirmando mediante la evidencia existente que CRL2-LRR-1
influye en el equilibrio entre la proliferacién de las células madres en la linea germinal
y la diferenciacidn meidtica, y demostrando ademds que esta enzima inhibe el

ensamblaje del complejo sinaptonémico (SC) (65).

En C.elegans, el equilibrio entre la proliferacion de células germinales y diferenciacion
meidtica, es controlado por la via de sefalizacion GLP-1/Notch (34). La célula de la
punta distal (DTC), limitan el extremo distal de la linea germinal, proporcionado por el
ligando Notch. Rio abajo de la sefializacion Notch, una red de regulacidn post-
transcripcional, coordina la decisién de la proliferacion o diferenciacién para la entrada
a la meiosis. Esta red central, idéntica a las proteinas de unién FBF-1/2 (pumilio) al
RNA, que reprimen la traduccién de los promotores de la meiosis en GSCs, incluyendo
GLD-1, GLD-2/3, y CKI-2 (72). Animales cul-2 ts, son hipersensibles a la inactivacién

mediada por RNAi de FBF-1/2, informacion confirmada mediante alelos genéticos (65).

Los resultados sugieren que FBF-1/2 y CUL-2 pueden compartir dianas comunes para
inhibir la diferenciacién meidtica, actuando a nivel de RNAm vy proteinas,
respectivamente. Tales mecanismos complementarios, proporcionarian la decisién de

entrada a la meiosis (65).
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La decision de entrar en la meiosis, debe coordinarse con la produccion oportuna de las
proteinas cromosdomicas en la meiosis, tales como los componentes del SC y el
reclutamiento en los cromosomas meidticos. Las proteinas FBF-1/2 desempefia un rol
en esta coordinacién, reprimiendo la expresion de los componentes del SC en GSC,
incluyendo him 3, HTP-1/2, y SYP-1 (73). Sin embargo, el reclutamiento de estas
proteinas en los cromosomas, depende de la actividad de la proteina HTP-3 con
dominio HORMA (74) (75). La proteina HTP-3 se expresa a bajos niveles en GCSs, pero
en contraste con los otros componentes estructurales de los cromosomas meiodticos, la

expresion de HTP-3 no esta regulada por FBF-1/2 (73).

Se obtuvieron evidencias sustanciales, las que indican que HTP-3 es un sustrato de E3
ligasa CRL2-LRR-1. La proteina HTP-3 interacciona fisicamente con LRR-1, y se
acumula tras la inactivacion de cul-2 o de las subunidades del proteosoma.
Considerando que la acumulacion inapropiada de HTP-3 en GSC promueve el
reclutamiento de HIM-3 en los cromosomas, sin embargo, no es suficiente para

desencadenar la entrada a la meiosis (65).

Estas observaciones, sugieren que varias vias independientes actuan juntas para
regular y coordinar la entrada a la meiosis. En particular, la quinasa ciclina
E/Cdk2(CYE-1)/CDK-2 en C.elegans, que emergié recientemente como un regulador

critico de la mitosis y la decisién de la entrada a la meiosis (76) (24).

De hecho, la inactivacién de Cye-1, que impulsa las células germinales mitéticas para
entrar en la meiosis (68) (76), sugiere que la proteina CYE-1/CDK-2 podria inhibir las

diferentes vias que promueven la entrada a la meiosis (24).

Se destaca la identificacién de un alelo de cul-2, sensibles a la temperatura, que reveld
nuevos conocimientos sobre la funcion de la E3 ligasa CRL2-LRR-1 en el desarrollo de

la linea germinal (65).

Ademds esta enzima E3, no solo promueve la proliferacién de células germinales,
probablemente mediante el control de la integridad de la replicacion del DNA, sino que
también influye en el equilibrio entre la proliferacién mitética vy la diferenciacion
meidtica, e impide la formacién prematura del complejo sinaptonémico, mediante la
regulacion de la estabilidad de HTP-3 (65).
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Nuevos antecedentes aportador por cientificos encontraron otras funciones
relacionadas con cul-2, observaron que mutaciones en la proteina LRR-1 (proteina con
repeticiones ricas en leucina) que contiene una caja BC/CUL, es fenotipicamente
similar a la mutacion de cul-2, lo que resulta en la acumulaciéon de CKI-1, una proteina
de la familia CKI (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina) (67). Ademds, se
encontraron datos que informan que un defecto en la detencién de células germinales
en mutantes LRR-1 en G1, fue rescatado parcialmente por la eliminacién de un alelo de
CKI-1(77).

Los autores encontraron que LRR1 se une fisicamente a CKI-1, y su sobreexpresion
aumenta con el recambio proteico de CKI-1 (77). Colectivamente, estos datos
genéticos y bioquimicos, son consistentes con la idea de que en C.elegans las
funciones de la proteina LRR-1, promueven la progresion de las células germinales de
Gl a S, al actuar como sustrato del receptor diana de CKI-1 para la ubiquitinizacion
por la ligasa E3 CRL2-LRR1 (77). La funcién del complejo CRL2-LRR-1 es degradar
CKI-1, inhibidor de CDK Cip/Kip en el nucleo, para asegurar una progresion del ciclo

celular adecuada en fase G1 en las células germinales (67) (70).

En otros estudios en la familia CLR, mencionan que Cul-4 mediante silenciamiento por
RNAi, conduce a una re-replicacién en el DNA en células blasticas, y las células
germinales masculinas y que estas se someten a una espermatogénesis prematura
(78). Siguiendo con la misma proteina de estudio, investigadores proponen que CUL-4,
varia en funcién de los componentes del complejo DDB1. El proteina DDB1 (proteina 1
de unién al DNA dafiado) se identificd inicialmente como un componente del complejo
DDB, que funciona en la reparacién por escision de nucledtidos y es defectuoso en

individuos con xeroderma pigmentosa y sindrome de Cockayne (69).

En C.elegans, CUL-4 regula negativamente el ortdlogo de Cdt-1, CDT-1, para evitar la
re-duplicacién del DNA durante la fase S (69). El mantenimiento de la integridad del
genoma depende de la replicacion exacta durante cada ciclo celular. La replicacion del
DNA estad estrictamente regulada para asegurar que los origenes de replicacién pueden

iniciar la sintesis de DNA sdlo una vez por ciclo celular (69).
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En eucariotas, esta regulacion se centra en el montaje de los complejos de replicacion
previos a la fase S. Se caracterizaron los fenotipos de pérdida de funcidén de los
ortélogos de DDB1 y Skp2 en C.elegans, y se determind en relacién a cdémo

contribuyen a la degradacién de CDT-1, en la fase S (69).

Se encontraron con el requerimiento del complejo CUL-4/DDB-1 para la degradacion
de CDT-1 durante la fase S y para detener la re-duplicaciéon del DNA. El complejo DDB-
1 fisicamente asociados con CDT-1, lo que indica que la CDT-1 es un sustrato directo
del complejo CUL-4/DDB-1. Por el contrario, el ortélogo de Skp2, SKPT-1, no se
requiere para la viabilidad y sélo exhibe un defecto impenetrable en la migracién de
células germinales que constituyen la gdénada. La proteina SKPT-1 no proporciona
ninguna contribucion medible a la degradacién del CDT-1 en WT o en mutantes DDB-1
de fondo (69).

Al observar las células gonadales somaticas que se dividen durante la etapa L3, se
logra apreciar que son mas grandes y contienen un aumento de los niveles de DNA
normal (69). Las células germinales de mutantes DDB-1 (tm1769), exhibieron
vacuolas y células con morfologia nuclear dafiada durante la etapa L4 y, a menudo, se

someten a la necrosis en los adultos mayores (Figura 8 A, B, e I-L) (69).

La espermatogénesis se observa en mutantes DDB-1 (tml1769), y la ovogénesis se
produce con poca frecuencia, lo que sugiere que la entrada a la meiosis por si sola, no
es defectuosa (Figura 8 E, F, I, y 1) (69).

También, se observaron defectos similares en células germinales, cuando las larvas
son alimentadas con bacterias que expresan dsRNA de cul-4, lo que indica que se
requiere también CUL-4 para la viabilidad de las células germinales. Sin embargo, hay
una relacion clara entre estos defectos de la linea germinal y la replicacién del DNA
(69).
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wild-type ddb-1(tm1769)

Figura 8. Pérdida de expresion de DDB-1 en el cigoto provoca defectos en las etapas del
desarrollo tardio en C.elegans. (A-D) Imagenes DIC que identifican la region de la vulva en WT (A) y
DDB-1 (tm1769) en (B), larvas a mediados de la etapa L4 WT en (C) y adultos DDB-1 (tm1769) en (D).
Puntas de flecha blancas en el panel B indican que se agrandan las células vulvaresen DDB-1 (tm1769). (E-
H) Imagen DIC dela linea germinal WT (E) y adultos jovenes DDB-1 (tm1769) (F). La region en las células
germinales que contiene paneles con cajasblancas en E y F se muestran magnificadas en paneles G y H,
respectivamente. (I-L) tincion con DAPI de WT (I) y gonadas aisladas de mutante adultos jovenes en DDB-1
(tm1769) (J), se proyectan a mediados de la region posterior. Las regiones vulvares englobadas en las cajas
blancas en los paneles I y J se magnifican en los paneles K y L, respectivamente (69).

Los resultados también indican que mutantes DDB-1 en las células germinales, no
tienen los niveles de DNA mayores que en intervalos del ciclo celular normal de 2n a
4n: el nivel de DNA en las células germinales, en el WT, es de 2.2 + 0,4 C, mientras
que las células germinales DDB-1 (tm1769) tienen 2,6 * 0,6 C (n=19 para cada
grupo) (69).

En sintesis, el complejo CUL-4/DDB-1 es necesario para la viabilidad de las células
germinales, independientemente de su funcién en la regulacién de la replicacién del
DNA y ademds CUL-4, cumple funciones en las células germinales masculinas

sometiéndolas a la espermatogénesis en el tiempo adecuado (69).

49



6.6.4. Funciones de las E3 Ligasas de ubiquitina relacionadas con la

determinacion del sexo en C.elegans

La determinacion del sexo en el nematodo C.elegans, estd genéticamente controlado
por una compleja via de regulacién negativa, que en ultima instancia estd ligada a la

relacion del cromosoma sexual con los cromosomas somaticos (79).

El factor de transcripcion TRA-1, es el regulador critico de la determinacion del sexo en
lineas somaticas y germinales, actuando principalmente como un inhibidor del destino
sexual masculino (80). Los embriones XX (2X:2A) experimentan un desarrollo
hermafrodita y animales XO (1X: 2A) el desarrollo de machos (81). La relacién X:A
proporciona diferentes dosis complementarias del cromosoma X y factores de
regulacion ligados a cromosomas somaticos, que en Ultima instancia controlan la
expresion del regulador maestro Xol-1, que regula negativamente una cascada de
interacciones genéticas, que a su vez determinan el control del sexo y/o la

compensacion de las dosis (79).

En relaciéon a la cascada de determinacion del sexo TRA-1, un factor de transcripcion
zinc finger, desempefia una funcién global en la identidad sexual, tanto de la linea
germinal como en la somatica (82). La proteina TRA-1A, contiene cinco zinc fingers y
estd estrechamente relacionado con una proteina drosophila cubitus interruptus (Ci) y

represores transcripcionales Gli en mamiferos (82).

Proteinas Ci/Gli desempefan funciones fundamentales en el desarrollo, mantenimiento
de células madre y la tumorigénesis, como transductores de la sefalizacién hedgehog
(82). Aunque no se conoce la via de sefalizacidon hedgehog en C.elegans, se plantea
que la via de determinacién del sexo en el gusano, fue adaptado o deriva de la via
hedgehog (81).

La proteina TRA-1 promueve el desarrollo femenino mediante la inhibicién de genes,
que dirigen la diferenciacién sexual masculina (82). En las células germinales, la
proteina TRA-1 promueve el cambio a la ovogénesis mediante la inhibicién de dos
genes de la feminizacion de la linea germinal, fog-1 y fog-3, que son necesarios para la

espermatogénesis (79).
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La proteina TRA-1 se une al promotor de fog-3 vy directamente reprime su
transcripcion. En los tejidos somaticos, dos genes del desarrollo sexual, MAB-3
(machos anormales) y EGL-1 (huevos defectuosos), también han sido identificados

como dianas directas de la represion por TRA-1 (82).

Inmediatamente rio arriba de tra-1 en la via genética de determinacién del sexo, los
genes FEM (fem-1, fem-2 y fem-3) (82), que también cumplen un rol central en la
determinacion del sexo, regulando a tra-1 en C.elegans, promueven el desarrollo
masculino en la linea somatica de los animales XO, asi como la espermatogénesis en

las lineas germinales de machos y hermafroditas (83).

Las proteinas FEM, son miembros del complejo E3 ligasa de ubiquitina tipo CUL-2 (82),
las tres proteinas FEM, junto con Cullin-2 (Cul-2), Elongin B, y Elongin C, forman un
complejo de miultiples subunidades, que tiene actividad E3 ubiquitina ligasa en
C.elegans (83), regulando negativamente a TRA-1, para dirigir la degradacion,
mediante la via ubiquitina proteosoma (4), y por lo tanto, promueven destinos de las
células masculinas, incluyendo el desarrollo de los espermatozoides en los

hermafroditas (80).

Otros datos encontrados en la determinacién del sexo en el nematodo, predice que la
disminucion de la funcidn de UBA-1 por mutaciones, disminuye la actividad del
complejo FEM/CUL2, lo que lleva a un aumento en los niveles de TRA-1, que inhibirian

los procesos de desarrollo masculino (80).

En sintesis, TRA-1 en las células germinales, promueve la ovogénesis mediante la
inhibicién de dos genes, fog-1 y fog-3, que son necesarios para la espermatogénesis. Y
los genes FEM (fem-1, fem-2 y fem-3) forman un complejo E3 ligasa de ubiquitina con
CUL-2 regulando a tra-1, para asi promover el desarrollo masculino y la

espermatogénesis en la linea germinal de machos y hermafroditas (82).

En otro estudio relacionado con la determinacion del sexo en C.elegans, la proteina
SEL-10 es una proteina caja-F, con repeticiones de aminoacidos WD (triptéfano-
aspartato), y puede servir como un componente de reconocimiento de sustrato en el
complejo SCF ligasa de ubiquitina (Skpl1-Cullin-F-box), también se informé que afecta
en la determinacion del sexo mediante la rotacion de proteinas masculinas, FEM-1 y

FEM-3 (figura 9) (84).
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Figura 9. Una vista simplificada de la via de determinacion del sexo en los gusanos XX (A) y los
gusanos XO (B). Genes que participan en la determinacién del sexo representados en negro son activos y
los genes representados en gris son reprimidos. SCF SEL-10 es una ubiquitina ligasa E3 compuesto por SKR-
1, CUL-1, y SEL-10 (84).

Los hermafroditas sel-10 nulos no son visiblemente masculinilizados, pero presentan
un fenotipo de masculinizacién sinérgico en combinacion con los mutantes con alelos
débiles de tra-2 (84).

Sin embargo, las mutaciones dominantes en sel-10, tales como sel-10 (n1074), causan
un fenotipo mas fuerte de masculinizaciéon en hermafroditas, caracterizado por cambios
en los destinos de la muerte celular en neuronas especificas del sexo: como las
neuronas especificas del hermafroditas, HSNs y neuronas especificas de la cabeza

masculina, CEMs (84).

No estd claro como mutantes SEL-10 (G567E) afecta la actividad del complejo SCF-
SEL-10, para causar un defecto dominante en la masculinizaciéon (84). Por lo tanto, se
realizd un screen supresor de sel-10 (n1074) con el fin de identificar los componentes
gue pueden actuar con SEL-10 para regular la determinacién del sexo. Se presenta la

identificacion de SKR-1 (relacionado Skp-1) como cofactor de sel-10 (84).

Después, se aislé una mutacion débil de pérdida de funciéon de SKR-1 (smi151), que
suprime especificamente el defecto de la masculinizacién en animales sel-10 (n1074)
la cual fue realizada por una sustitucion de metionina, por isoleucina en el aminoacido
140 (M140I) (84).
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La proteina SKR-1 es un homdlogo de la proteina humana Skpl en C.elegans, un
miembro del complejo SCF que se dirige a las proteinas sustrato, para la degradacion
mediada por la via ubiquitina proteosoma (84). Se encontréd que SEL-10 se une a SKR-
1, y esta union se ve comprometida por la mutacion de SKR-1 (M140I). La unién de
SKR-1/SEL-10 se reduce, adicionalmente, en presencia de ambos mutaciones SKR-
1 (M140I) y SEL-10 (G567E) (84). Estos resultados sugieren que SEL-10 y SKR-1,
probablemente actlan en el mismo complejo SCF y proporcionan una base mecanica
en la supresion del fenotipo masculinizado de sel-10 (n1074) por SKR-1 (sm151) (84).
Destacando el rol importante del extremo C-terminal de SEL-10 en la uniéon con SKR-1,

dimerizando SEL-10 para la regularizaciéon de la actividad del complejo E3 ligasa SCF

en la determinacién del sexo (84).

6.6.5. Funciones de las E3 ligasa de ubiquitina SPE

Los mutantes defectuosos en la espermatogénesis (SPE) fueron descubiertos en un
screens genético, utilizando hermafroditas, que se pueden recuperar por medio del
apareamiento con machos WT. Cientificos descubrieron que mutaciones en el gen spe-
42 en C.elegans, produce espermatozoides morfolégicamente normales, que son
defectuosos en la fertilizacién, a pesar de hacer contacto directo con los huevos en el

sitio de fertilizacion, la espermateca (85).

SPE-42 es una proteina transmembranal de seis pasos, con los N y C terminal en el
citosol (85). Analisis de la secuencia de aminoacidos de SPE-42, muestran 3 dominios
de potencial importancia para la funcién de la proteina: (1) un gran dominio
extracelular entre las hélices transmembranales 3 y 4, que contienen seis cisteinas
conservadas, separadas entre 9-13 aminoacidos; (2) un dominio DC-STAMP, que
incluye hélices transmembranas 5 y 6, relacionadas con eventos de fusion celular; y
(3) una prediccién de un dominio RING finger, formado por 8 cisteinas conservadas en

el C-terminal citoplasmatico (85).

53



Los investigadores utilizaron un enfoque de mutagénesis sistematica para caracterizar
la regidon C-terminal citoplasmatica de SPE-42, que contiene el dominio RING finger
putativo. Se generaron gusanos transgénicos de la proteina SPE-42 con las siguientes
modificaciones, unos con sustituciones en los aminodcidos individuales y otros con
cambios de mayor escala, para producir hermafroditas auto-estériles (85). La cepa de
mutantes nulos de SPE-42, permitid6 determinar la importancia de los aminoacidos
individuales para la funciéon de SPE-42 (85).

Los resultados muestran que los 8 residuos de cisteina predichos para formar un RING
finger, son criticos para la funcién de SPE-42 in vivo (85). Por lo tanto, se crearon
construcciones transgénicas en gusanos que codifican sustituciones de cisteina por
alanina, en cada cisteina del RING finger (Figura 10) (85). Los gusanos transgénicos
individuales se cruzaron con mutantes SPE-42 (tml1231) o spe-42 (tm2421) vy la
funcion de la proteina se midi6 contando la progenie. Los gusanos que se utilizaron son
homocigotos, para cualquiera de estos mutantes spe-42 (tml1231) o spe-42 (tm2421),
los cuales son completamente estériles a 25°C (85), por lo que cualquier resultado que

ocurra en la progenie a partir de ambos transgénicos, son los de rescate (85).
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Figura 10. Aminoacidos del dominio RING finger con su potencial interaccion proteina-proteina.
Las 8 cisteinas que aparecen en rojo predicen la coordinacidén con los dosiones Zn ++, dando estabilidad a
la estructura RING finger. Son indispensables para la funcion SPE-42 excepto por C681, cuya pérdida puede
ser compensada parcialmente por C678 (85).
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Los resultados mostraron conclusiones relacionadas con la funcion de la proteina SPE-
42 que fue severamente reducida, en todas las mutaciones de alanina, por cisteina, a
excepcidn de la cisteina 681. Sorprendentemente, las camadas promedios para la
mutacién de la cisteina 681, fueron de 45% en comparacidon con el WT, lo que sugiere
que, o bien este aminoacido no es esencial para la coordinacién con Zn++ o algun otro
aminoacido, parcialmente, compensa su pérdida. Como se predijo en el modelo de
homologia de SPE-42, un buen candidato para compensacion del aminoacido cisteina,
era el 678 (figura 10) (85).

Para probar esta informacién, se hicieron dos transgénicos adicionales: uno en el que
la cisteina 678 se sustituyé por alanina, y una segunda mutacion, en la que se
sustituyeron las dos cisteinas, 678 y 681 (85). Los transgénicos, con la mutacion en la
cisteina 678, fueron rescatados en el mismo nivel de los WT, lo que indica que esta
mutacion por si sola no afecta a la funcion de las proteinas. La doble mutacién de las
cisteinas 678/681, reduce la camada al mismo bajo nivel observado para los otros 7

transgénicos mutantes en las cisteina descritas (85).

Los resultados demostraron claramente que, si bien la cisteina 678 no es necesaria
para la coordinacion de Zn++ en circunstancias normales, se puede compensar
parcialmente por la pérdida de la cisteina 681, restaurando la funcién de la proteina a

un nivel suficiente para la fertilizacién (85).

Ademads, los resultados constituyen un sélido argumento, que los 8 cisteinas mostrados
en la figura 10, estan involucrados en la coordinacién con Zn++, que mantiene unidos
a la estructura RING finger de SPE-42, el modelo de homologia de SPE-42 generado a

partir de estructuras RING finger conocidos, es robusto y predictivo (85).

En resumen, en la proteina SPE-42 el dominio RING finger formado por 8 cisteinas
coordina la uniébn al Zn++ permitiendo la capacidad fecundante de los

espermatozoides.

Antecedentes explican un nuevo mutante de la espermatogénesis defectuosa en
C.elegans, la proteina SPE-10, que codifica una proteina transmembranal especifica en
los espermatozoides, que contiene un dominio zinc finger llamado NEW 1, con un
motivo DHHC-CRD (dominio rico en cisteina), y un ZF-DHHC (38).
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Los datos bioquimicos sugieren que el dominio DHHC-CRD cataliza la transferencia de
lipidos por palmitoilacién a proteinas sustrato. En los eucariotas, la palmitoilacion
juega una importante funcién reguladora en muchos eventos de sefalizacion y el
trafico de proteinas vesiculares (38). La proteina SPE-10, podria estar regulando uno o
mas eventos criticos de palmitoilacién, necesarios para una adecuada interaccion del
FB con el MO durante la espermatogénesis de C.elegans. La proteina SPE-10 se
localiza dentro del cuerpo fibroso-organelo membranoso (FB-MO), estructura que se
segrega hacia espermatidas, a medida que surgen del cuerpo residual durante la
espermatogénesis de C.elegans (38). La falta de la proteina en el FB-MO en mutantes
SPE-10, probablemente forman defectos ultraestructurales en los espermatozoides y

generan un fenotipo estéril (38).

Spe-10 es el Unico gen que codifica para una proteina de membrana DHHC-CRD/Zinc-
finger, requerida para la morfogénesis del reticulo endopldsmico/aparato de golgi
durante la espermatogénesis en C.elegans (38). Un analisis tanto genético como
fenotipico indica que SPE-10 es una proteina de membrana, situada sobre todo en el
OM. La proteina SPE-10 es probable que funcione como un modulador de interacciones
proteina-proteina por palmitoilacion de uno o mdas sustratos, requeridos para la
interaccién apropiada del OM con el FB (38). Una mutacion de SPE-10, podria no
permitir la asociacién estable entre el FB y MO, aboliendo el transporte del FB a la
espermatida, causando deficiencias en la formacion normal de los espermatozoides
(38).

También dentro de la informacion vinculada con mutantes SPE, se explica una
esterilidad especifica en espermatozoides mutantes UBA-1 (it129), junto con la
reciente identificacion de spe-16 como un homdlogo de una E3 ligasa de ubiquitina,
indicando un rol previamente no caracterizado de la ubiquitina en espermatogénesis de

C.elegans (80).

Destacando que, existen genes spe que codifican para proteinas E3 ligasa de ubiquitina

y que su funcién aun no ha sido detallada.
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6.6.6. Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina ZHP-3

Para garantizar de manera adecuada la disyuncion de los cromosomas homologos, se
deben generar vinculos fisicos entre ellos en los procesos que se realizan durante la
profase meidtica, como es el caso del emparejamiento de los cromosomas homdlogos,
el ensamblaje del complejo sinaptonémico (SC), y la recombinacién (crossing-
over) (86). Los defectos en cualquiera de estos procesos producen fallas en la
segregacion de los cromosomas meidticos que conducen a la inviabilidad en los
cigotos, y también pueden dar lugar a defectos en el desarrollo y la predisposicién al

cancer (86).

El gen zhp-3 en C.elegans, ortélogo del gen zip3 en levaduras, posee un en su
estructura dominios RING, que codifica para una proteina con actividad ligasa de

ubiquitina con funciones importantes en profase I de la meiosis (86).

Inicialmente, cientificos realizaron estudios mediante la proteina ZHP-3 fusionada a
GFP. La proteina ZHP-3-GFP, con un bajo numero de copias se expresa en un gusano
transgénico que la ha integrado de forma estable en el genoma (zhp-3::gfp),

resumiendo en gran medida la localizacién de ZHP-3, en profase I de la meiosis (86).

Mediante los estudios con la proteina de fusidon ZHP-3-GFP, se senala que ZHP-3 tiene
dos funciones durante la meiosis en C.elegans, la primera promoviendo la formacion
del crossing-over (87)(88), y en los quiasmas de manera que los cromosomas
bivalentes garanticen una separacion adecuada (86). La segunda, una funcion
conservada de la proteina en la coordinacién de la recombinacion, con la morfogénesis
del complejo sinaptonémico. En resumen, la proteina ZHP-3 coordina la recombinacion

con el desmontaje del SC y la formacién de los cromosomas bivalentes (86).

Siguiendo con los estudios en la proteina ZHP-3 que es dindmica durante la meiosis y
gue su localizacién se analizé previamente utilizando una proteina de fusién GFP. Se
efectuaron investigaciones para entender sus funciones con mayor detalle, mediante
trabajos con anticuerpos policlonales para localizar la proteina endégena (86).
Ademas, la organizacion espacial y temporal de los nlcleos meidticos en la linea
germinal del gusano, facilita el anadlisis de la localizacién de la proteina especificamente

en profase I de la meiosis (Figura 11 A) (86).
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Durante la profase temprana, se observo que la proteina ZHP-3 se localiza a lo largo
del complejo sinaptonémico (SC) e inicialmente en los cromosomas en paquiteno. A
pesar de su localizaciéon en el SC, también se requiere en los componentes centrales,
que inicialmente aparecen como puntos a lo largo de los tramos continuos del SC
(Figura 11 B, Cy E)(86).

También, se registrd la proteina ZHP-3, a mediados de paquiteno donde se extiende a
lo largo de toda la longitud del SC (86). Sin embargo, a diferencia de las proteinas de
los elementos axiales y centrales HTP-3 y SYP-1 respectivamente, su aspecto no era
uniforme a lo largo de la longitud del SC (Figura 11 F y G)(86).

A finales de paquiteno, la localizacién de la proteina ZHP-3 se hizo mas restringida en
la longitud del SC, de tal manera que cada par homdlogo en sinapsis mostré una
amplia extensién de SYP-1, que carece de ZHP-3 (Figura 11 H-K) (86). La
reconstruccion tridimensional de los pares de cromosomas homdlogos, reveld que ZHP-
3 fue localizado asimétricamente desde el punto intersticial a un extremo en el SC
(Figura 11 L) (86).

La presencia de SYP-1, a lo largo de toda la longitud de estos cromosomas en sinapsis
(Figura 11 L y M) (86), indica que este cambio en la localizacion de ZHP-3 precede del
desmontaje asimétrico del crossing-over, dependiente del SC, que acompafia la

transicion tardia de paquiteno a diploteno (86).

La presencia de mutaciones impiden la sinapsis completa y, por lo tanto, se extiende
una regidon morfolégica nuclear polarizada (por ejemplo, deficiencias de los
componentes centrales en el emparejamiento o mutantes him-8), que también causan
cambios retrasando la distribucién de la proteina ZHP-3, extendiéndose en la regién de

los nucleos donde se conservan la localizacién a lo largo del SC (86).
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Figura 11. La proteina ZHP-3 se localizacion de manera dinamica durante la profase meiética. (A)
gbénadas WT se tifieron con DAPI y con anticuerpos contra SYP-1 y ZHP-3. La proteina ZHP-3 se colocaliza en
gran medida con SYP-1 a lo largo de la génada. Imagenes amplificadas muestran nlcleos meioticas en
paquiteno (B, C, D y E), a mediados de paquiteno (Fy G) y paquiteno tardio (H e I) tefiidos con anticuerpos
contra ZHP-3, SYP-1 y HTP-3. Las flechas en D y E indican los cromosomas sin sinapsis, que se detectaron
con segmentos de HTP-3 carentes de SYP-1 y ZHP-3. Imagenes ampliadas de los nucleos individuales a
finales de paquiteno (J y K) y paquiteno tardio/diploteno (N y O). Un solo par de homdlogos en sinapsis de
cada uno de estos nucleos se muestraen L, M, Py Q (86).

En los nldcleos, a finales de paquiteno y diplotena temprano, ZHP-3 se convirtié en un
Unico foco prominente en cada par de cromosomas homdlogos (Figura 11 N-Q) (86). A
finales de paquiteno, una débil sefal de ZHP-3 todavia se puede observar a lo largo del
SC (Figura 11 P) (86), pero esto desaparecid en la iniciacion del desmontaje del SC en
diploteno (86).

Estos focos corresponden al limite entre el "brazo largo" de los cromosomas
bivalentes, del cual la proteina central SYP-1 fue eliminada, y en el "brazo corto"

donde se conserva la proteina SYP-1 hasta diacinesis (86).

Los pares de cromosomas homdlogos en C.elegans, por lo general se someten a un
solo evento de recombinacion homdloga (crossing-over) durante la meiosis, y la
formacidon de estos crossing-over dirigen el desmontaje asimétrico del SC, observado

en diplotena/diacinesis (86).
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Por lo tanto, parece probable que los focos de ZHP-3 podrian corresponder al crossing-
over meidtico. Para probar esta posibilidad, se supervisé la localizacién de ZHP-3 en
mutantes defectuosos en la meiosis, en la formacién del crossing-over, haciendo
referencia a la proteina SPO-11 que rompe la doble hebra de DNA (DSBs), que es

esencial para la recombinacion meidtica (89).

Y también la proteina MSH-5, un homdlogo de MutS cuya funcién esta relacionada con
la reparaciéon de genes en la meiosis, que se requiere (junto con su acompanante HIM-
14/MSH4) rio abajo de la DSB, para promover la formacién del crossing-over (86). Los
resultados mostraron que en mutantes SPO-11 y MSH-5, se observd la persistencia de

ZHP-3 a lo largo de toda la longitud del SC hasta diploteno (86).

En ausencia de la recombinaciéon, el desmontaje del SC es desregulado: algunos
cromosomas pierden la tincién de SYP-1 por completo, algunos se conservan a lo largo
de su longitud y otros cromosomas presentan focos intensos de SYP-1 (86). En tales
casos, se encontré que ZHP-3 se mantuvo asociado con focos de SYP-1 en diploteno,
aunque existen algunas regiones donde observd a SYP-1 sin ZHP-3. Sin embargo, ZHP-
3 ya no se detecta en diacinesis, incluso en cromosomas univalentes que retuvieron
SYP-1(86).

Como una prueba mas de que los focos de ZHP-3 se ubica en el crossing-over, se
detectaron ciertos patrones perturbados en la localizacién de la proteina en mutantes
con defectos en el entrecruzamiento. En C.elegans, el control del crossing-over se
manifiesta tanto en el nimero, como en la ubicacién del mismo (86). En hermafroditas
mutantes HIM-8, que no se produce sinapsis en los cromosomas sexuales, resultando
un aumento apreciable del crossing-over en los cromosomas somaticos (90). Por lo
tanto, si el control del crossing-over se mantuvo en estos animales, se espera ver
cinco focos de ZHP-3 en cada nlcleo, lo que corresponde a un Unico evento de
crossing-over en cada cromosoma autosdémico. Consistente con la evidencia genética,
en ovocitos HIM-8 (86), a finales de paquiteno, se muestran mas de cinco focos de
ZHP-3 (86), que se detectan en los distintos pares de cromosomas en sinapsis, con
mas de un foco de ZHP-3 (86).
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Los investigadores no observaron focos de ZHP-3 en los cromosomas sin sinapsis,
consistente con la evidencia de que la sinapsis es un requisito previo para la
localizacion de ZHP-3 (86). En resumen, se requiere el ortélogo de ZIP3 en C.elegans
para la formacién del crossing-over en la meiosis, y esta localizacién se mantiene en

los sitios del entrecruzamiento hasta finales de Profase I (86).

En otras investigaciones relacionadas con la misma proteina, se realizaron mediante el
estudio comparativo de RNF212 de ratoén, ortologo de ZIP3 y ZHP-3 en Saccharomyces
cerevisiae y C.elegans respectivamente. En el mamifero, la pérdida de la fase tardia en
los espermatocitos y un elevado nimero de ovocitos se observan en ratones RNF212
-/-, sugiriendo que el complejo sinaptonémico se forma de manera eficiente realizando
una sinapsis completa. Para probar esta inferencia, se localizd el complejo

sinaptonémico en espermatocitos y ovocitos fetales (91).

Aparentemente en ambos, tanto en nlcleos de espermatocitos como nlcleos de
ovocitos de ratones RNF212 -/-, se observé el SC, en paquiteno de manera normal,

con los cromosomas autosomas completamente en sinapsis(91).

Ademas, las frecuencias en los defectos sinapticos no se incrementaron en la etapa de
paquiteno en la meiosis de animales machos y hembras de RNF212 -/-, lo que indica
que la sinapsis se produce de manera eficiente (91). Este hallazgo es andlogo a la

sinapsis aparentemente normal, visto en mutantes ZHP-3 en C.elegans (91).

Igualmente, los mutantes de ZIP3 en levadura y zhp-3 en C.elegans, comparten
defectos comlnes en el entrecruzamiento con ratones (91). Dado que el efecto leve
del knockout de RNF212 en la sinapsis, el entrecruzamiento defectuoso es una causa
probable de la infertilidad. Para analizar aiun mas este mecanismo, se realizé un conteo

de los quiasmas en los espermatocitos, en etapas de diacinesis/metafase I (91).

En las células WT, los quiasmas en promedio son de 24,8 + 0,5 por nucleo (12
nucleos), consistente con estimaciones previas (92). En contraste, con el 60% de las
células RNF212 -/- (30/50) contenia exclusivamente cromosomas monovalentes, lo
que indica una ausencia completa de los quiasmas (91). El 40% restante de los
ndcleos en metafase (20/50) contenia 1-3 cromosomas bivalentes (91), para un

promedio de sélo 0,84 + 0,17 quiasmas por nucleo (91).
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Los patrones de localizacion cromosdémica de ZHP-3 en C.elegans también se asemejan
a los de RNF212 en raton, pero con algunas diferencias importantes. ZHP-3 se localiza,
inicialmente, a lo largo de las longitudes de los complejos sinaptonémicos, pero la
tincidon parece ser continua, en contraste con la tincién punteada de RNF212 en ratén
(86) (93).

En resumen, existen altas similutudes en la localizacion de las proteinas homodlogas,
ZHP-3 y RNF212 en gusano y ratdon respectivamente, con lo cual cumplen funciones
importantes en la profase I de la meiosis especificamente en el crossing-over,

actividad que se ha mantenido durante largo tiempo con pocas variaciones.

6.6.7. Funciones de las E3 ligasa de ubiquitina relacionadas con SEL-10

La proteina SEL-10 es un componente de un tipo de E3 ligasa de ubiquitina, que
ubiquitiniza la porcién intracelular del receptor Notch (INTRA), para la degradacién por
el proteosoma (47). Estudios han encontrado un alelo, 0z237 de Pas-5 (subunidad alfa
del proteosoma), que codifica un componente conservado del proteosoma 20S (94). Se
conoce que en gusanos C.elegans que carecen de la actividad de sel-10, han
aumentado la sefializacién Notch, mejorando un fenotipo multivulvar de lin-12 (gf)
(47).

Para determinar si el presunto aumento en la sefializacién Notch en animales mutantes
Pas-5 (0z237) se debe a una disminuciéon en la degradaciéon de INTRA, regulada por
sel-10, se analizaron dobles mutantes pas-5 (0z237);sel-10 (bc243) en el que sel-10
(bc243) es un alelo nulo (47).

Los resultados encontrados en animales pas-5 (0z237);sel-10 (bc243) se relacionan
con un fenotipo multivulvar sintético, lo que sugiere que los dobles mutantes tiene un

mayor nivel de sefalizacion Notch que los encontrados en mutantes Unicos (47).
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Por lo tanto, el aumento en la sefnalizacidon Notch en mutantes pas-5 (0z237) no se
debe Unicamente a una disminucién en la degradacién de INTRA, mediada por sel-10.
De cualquier manera, existe la posibilidad de que sel-10 puede no ser el Unico medio
por el cual INTRA es diana del proteosoma, o también puede existir un regulador
positivo de la sefalizacién Notch, que no sea INTRA, que también se degrada por el

proteosoma (47).

En las lineas germinales de dobles mutantes, pas-5 (0z237);sel-10 (bc243), los
animales tienen muy pocas células germinales y los nulcleos tienen morfologia
anormal. Este no parece ser el resultado de una alteracion en la proliferacién, versus la

decision de entrada a la meiosis, caracteristico de la sefializacion Notch (47).

La proteina SEL-10 probablemente estad involucrada en otros procesos en la linea
germinal, que dan lugar a este fenotipo. De hecho, SEL-10 esta implicado en las dianas

para la degradacion de proteinas distintas de Notch (47).

Por lo tanto, los animales pas-5 (0z237);sel-10 (bc243) tienen un fenotipo que posee
una linea germinal sintética, probablemente relacionado con una diana de SEL-10,
aparte de Notch, que impide que la linea germinal se forme correctamente. Por lo
tanto, este fenotipo de la linea germinal no permite analizar el efecto de pas-5

(0z237);sel-10 (bc243) sobre la proliferacion frente a la entrada a la meiosis (47).

También existen otros antecedentes relacionados con la pérdida de SEL-10 que mejora
la proliferacion de la linea germinal, en mutantes GLP-1 (gf) de fondo, lo que sugiere
que SEL-10 puede ser diana intracelular de GLP-1 para la degradacidon por proteosoma
(35). Parece claro que la actividad proteosomal regule la entrada en la meiosis, ya que
la eliminacién de varios componentes del proteosoma aumenta la proliferaciéon de las
GSC en mutantes GLP-1 (gf) de fondo (47).

Sin embargo, si la reduccion, tanto de la funciéon de sel-10 y el proteosoma, provoca
una proliferacién tumoral de las GSC, se podria esperar que la senalizacién de GLP-1
ectdpico no podria ser evaluada, debido a la deficiente regulacién de las otras dianas

de SEL-10, causen un fenotipo temprano en la linea germinal (47).
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Como SEL-10 es el Unico regulador de la degradacion intracelular de GLP-1,
independientemente de su dominio PEST, por lo tanto, sigue siendo una interrogante
(35).

6.6.8. Funciones de otras E3 ligasas de ubiquitina

La induccion de la sefializacidon mediada por GLP-1 de la gonada somatica hacia la linea
germinal, es esencial para la proliferacién de las células germinales en larvas y adultos
(95). Durante la fase proliferativa temprana, varias células somaticas de la gdénada
reciben la sefal de GLP-1, a través de la linea germinal y en la ultima fase, sélo recibe
sefales de GLP-1 a través de las células de la punta distal, hacia la linea germinal
(96). Las células germinales que proliferan, no se mantienen si la sefalizacién se
reduce o es suprimida por una mutacién en un componente de la via GLP-1 o por
abolicion de la sefializacion de las células somaticas; en su lugar, las células
germinales salen prematuramente en mitosis, entran en meiosis, y forman gametos

con anomalias (96).

Los factores adicionales que promueven la proliferacion de las células germinales a
nivel de un WT, incluyen las células de la vaina distal (96), uniones gap entre la

génada somatica y la linea germinal (97), y factores nutricionales (98), entre otros.

Estudios afirman que se recuperaron previamente mutaciones supresoras de GLP-1,
mediante screnning genéticos de SOG-1, con fenotipos sensibles a la temperatura (ts)
(96). Las mutaciones en la proteina SOG-1, suprimen parcialmente el efecto de GLP-1

con letalidad embrionarias y defectos en la proliferacion de la linea germinal.

La caracterizacion molecular, demostré que sog-1 codifica para el mismo gen ubr-5
segun estudios moleculares, la proteina es un miembro de HECT (homélogo al extremo

carboxi terminal E6-AP) un tipo de proteinas de la familia E3 ligasa de ubiquitina (96).
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Los resultados encontraron que la pérdida de la actividad de UBR-5 provoca un
aumento tanto de la actividad en la sefializacién GLP-1 y LIN-12 en fondos genéticos
sensibilizados donde el receptor lleva una mutacién condicional (96). El analisis
genético sugiere que UBR-5 actla en el receptor celular y ademds, el complejo E3
ligasa de ubiquitina SCF-SEL-10 limita la actividad de LIN-12 y, en menor medida, la

actividad de GLP-1 mediante la unién y la promociéon del dominio intracelular (96).

Las mutaciones en SOG-1 fueron recuperados en un screen genético para supresores
recesivos de GLP-1 (g224ts) y GLP-1 (g231ts) (96). Ambos alelos de GLP-1 (ts) tienen
un fenotipo nulo a 25°C y un fenotipo de pérdida parcial de funcién (LF) a 20°C (96).

En consecuencia, cuando las larvas en etapa L1 de GLP-1 (ts) se ponen a una
temperatura permisiva de 25°C, sus células germinales salen de la mitosis, entran en
meiosis y se someten a la espermatogénesis (96). En contraste, cuando larvas en
etapa L1 de GLP-1 (ts) se ponen a la temperatura permisiva de 20 °C, sus células
germinales proliferan durante un periodo de tiempo antes de entrar prematuramente a
la meiosis y someterse a la gametogénesis; en la mayoria de los casos, se generan
una dotacién completa de espermatozoides y ovocitos, y forman algunos embriones
(96). Estos embriones mueren, debido a defectos en la sefalizacién de GLP-1 durante
la embriogénesis (96). Las mutaciones en SOG-1 parcialmente suprimen los defectos
de GLP-1 (ts) a 20°C, pero no a 25 °C, por lo tanto, no pasan por alto el requisito de la
actividad GLP-1(96).

Se considerd que mutantes UBR-5 podrian afectar al grupo de células madre de la
linea germinal (96). Esta informacién se confirmdé mediante la mediciéon del tamafio de
la zona proliferativa, contando el nimero de nucleos de las células en la linea
germinal, desde el extremo distal de la gdénada somatica hasta la regién de inicio de
leptoteno/cigoteno, en los animales mantenidos a 20°C (96). Cuando se compard el
numero de filas de nlcleos en la zona mitética de la linea germinal de los animales
GLP-1 (g231ts) y UBR-5 (OM2); GLP-1 (g231ts) a las 24 horas de la etapa L4, se
observé un aumento del tamafio en la zona mitética, de un promedio de cuatro filas en
GLP-1 (g231ts) a un promedio de 11 filas en el doble mutante UBR-5 (OM2);GLP-1
(g231ts) (96).
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Por lo tanto, se rescata que la pérdida de la actividad de UBR-5 conduce a un aumento
en la proliferacién de las células germinales, en GLP-1 de fondo (ts). En contraste, no
se observé un aumento en el nimero de células en las lineas germinales mitéticas en

mutantes UBR-5, en comparacion con el WT a las 24 horas después de L4 (96).

Por lo tanto, la pérdida de actividad de UBR-5 no impactd la longitud de la region

mitotica en lineas germinales en los WT en funcion de GLP-1 (96).

Entre los ocho alelos de UBR-5, se caracterizaron tres UBR-5 (OM2), UBR-5 (0k1108),
UBR-5 (Q345) que contienen un codoén de parada prematuro y todos podrian ser alelos
nulos. La naturaleza de estos alelos, sugiere que una reduccién de la funcién de UBR-5
suprime la pérdida de la actividad de GLP-1, y por lo tanto, UBR-5 sea un regulador
negativo de GLP-1 (96).

Se confirmd, aun mads, que las mutaciones de ubr-5 son de perdida de funcion,
utilizando knockdown de UBR-5 mediante RNAi en fenotipo glp-1 de fondo con
ganancia de funcién, y se examinaron las consecuencias de la senalizacién de GLP-1
(96). Esta ganancia de funcién de las mutaciones de glp-1, ha elevado la senalizaciéon
de GLP-1, lo que da como resultado que la linea germinal prolifera de forma excesiva y
eventualmente forma tumores en dicha linea celular (96). Por lo tanto, se infiere de
que UBR-5 actla en la linea germinal, para limitar la sefalizacion de GLP-1 y la

proliferacion de células germinales (96).

Nuevos antecedentes asociados con otros mecanismos de las E3 ligasas en la linea
germinal de C.elegans fueron realizados por investigadores mediante estudios
vinculados con el gen prom-1, que aislaron de un screen de mutantes con aumento de
la apoptosis en la linea germinal en C.elegans. El gen Prom-1 codifica una proteina
caja-F con homologia limitada, con el supresor putativo de tumores humano FBX047.
Muchas proteinas caja-F, estan implicadas para actuar como sustrato de
reconocimiento de los componentes del complejo de proteinas E3 ligasas de ubiquitina,

Skp1-Cullin-caja-F (99).
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Las mutaciones en el locus de los mutantes prom-1, causan una fuerte reduccion en la
formaciéon de los cromosomas bivalentes, lo que resulta en un aumento de la letalidad

embrionaria y un fenotipo him (99).

Los nlcleos de las gonadas mutantes prom-1, poseen una completa zona de
proliferacién mitética y la replicaciéon pre-meidtica correcta, pero se someten a un
prolongado retraso en la entrada a la meiosis. La proteina Prom-1 regula la progresion
oportuna, a través de la profase I de la meiosis, y en su ausencia se deteriora
fuertemente el reconocimiento de los cromosomas homologos (99).

En resumen, la proteina PROM-1 contiene un dominio tipo caja-F que constituye la
ligasa SCFP™™! PROM-1 puede desempefiar una funcién en la ubiquitinacién, en la

regulacion de la profase meidtica (99).

Por otro lado, se encontrd actividad de una E3 ligasa de ubiquitina que regula la
migracién celular en la goénada de C.elegans. La funcién de la E3 ligasa, se relaciona
con la proteina integrina que cumple un rol importante, como receptor de adhesion
celular (100). Esta proteina contienen una subunidad a (INA-1 y PAT-2) y una
subunidad B (PAT-3) (100). Tras la estimulaciéon por un ligando, la sefializacién de las
integrinas se activan mediante vias intracelulares que incluyen a FAK, Src, y otras
cascadas de quinasas (100). En suma, parece probable que estos receptores funcionan
juntos en las DTC, coordinando la sefializacion a través de SRC-1 u otras moléculas

conservadas que no han sido demostradas (100).

La integrina INA-1/PAT-3 es importante para la migracién celular (en neuronas, asi
como en las DTC) (100), mientras que en C.elegans, la integrina PAT-2/PAT-3 son
frecuentes en células contractiles, células inméviles, como por ejemplo células

musculares de la pared del cuerpo (100).

Se encontrd informacidon relacionada con algunos receptores que desempefian
funciones distintas durante la migracién de las DTC, y que la regulacién de su
expresién es crucial para la morfogénesis de la génada (100). La expresion de ina-1 es
inducida antes del inicio de la migraciéon, debido a que es necesaria para que las DTC
completen la migracion (101). En mutantes ina-1, ocasionalmente los brazos
gonadales estan mal dirigidos, presentan morfologias defectuosas y pérdida de células

germinales (100).
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Durante la migracién en la membrana basal ventral, la expresiéon de VAB-3, un factor
de transcripcion Pax6, se inicia en las DTC y activa directamente la expresion de pat-2,
en la primera curva en L3. En ausencia de VAB-3, DTCs tiene un camino migratorio

largo y confuso, asociado con una falta de pat-2 (100).

En los animales WT, la regulacion positiva de la expresiéon de pat-2 proporciona un
segundo receptor de adhesion (PAT-2/PAT-3), que puede permitir a las DTC adaptarse
a los diferentes sustratos de la membrana basal, sobre la cual migran las células. Por
otra parte, este cambio en la expresién del receptor de integrina, en combinacién con
la repulsion mediada por netrina en las DTC, puede proporcionar una coleccién de

receptores esencial para la adhesién en la nueva ruta migratoria (100).

El nivel de PAT-3 en las DTC es crucial para la migracién, y su recambio proteico, es
regulado mediante la proteina RNF-121. La proteina RNF-121, es una E3 ligasa
conservada con dominios RING finger, que se expresa en las DTC, funcionando como
un reticulo endopldasmico (ER) anclada a la ligasa de ubiquitina que dirige la
degradacion de PAT-3 (100). Cuando RNF-121 se sobreexpresa, los niveles de PAT-3
se reducen, y los animales exhiben defectos similares a las que llevan la forma
negativa dominante de pat-3 (figura 12) (100). Por lo tanto, un nivel éptimo de la
expresion de PAT-3 en las DTC, debe mantenerse durante los inicios de las DTC (102),
ya sea para formar una particular integrina heterodiméra que estd dirigida por RNF-
121, o para esta rotacion donde podria ser crucial para el cambio de los heterodimeros
INA-1 a PAT-2 en las DTC, informacidn que aun se desconoce (100).
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Figura 12. Defectos de la migracion celular en las células de la punta distal en la gonada de
C.elegans. Las flechas indican la direccion de la migracion. Secciones representadas por lineas de puntos
indican la variabilidad potencial en las rutas de migracién. Una forma de ruta migratoria en WT es de
movimiento en forma de U se muestra en (a). Los defectos se agrupan de acuerdo a las etapas de
migracidén: inicio (b, sin migracion), girando (c, ventralizado; d, sin vuelta; e, giro equivocado), la busqueda
de caminos (f, serpenteando sobre la posicion dorsal; g, cambio de direcciéon), y cesacién (h, la migracién
perpetua; i, en exceso). Sdlo gonadas posteriores estan representadas, aunque estos defectos también se
producen en los brazos de las génadas anteriores (100).

Otros funciones de las proteinas RING finger se encontraron relacionadas con la
reparacién del DNA en las células germinales de C.elegans. Investigadores encontraron
las funciones de RNF-113 en respuesta a la induccién de ICL en la proliferacion de
células germinales de C.elegans, caracterizado por las relaciones genéticas con FCD-
2/FANCD2, RFS-1/RAD51C, y RAD-51 (103). Para estudiar si RNF-113, genéticamente
interactia con FCD-2, se debilitd RNF-113 en mutantes FCD-2 (tm1298). Estos
gusanos debilitados, forman solo 12 embriones, en comparacién con 241 en el WT,
201 de fcd-2 (tm1298), y 100 de RNF-113 (RNAi) (103).

El porcentaje de embriones eclosionados, a partir de gusanos dobles mutantes
(26%£12%)