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RESUMEN






Resumen

Durante el desarrollo, los procesos de division celular, diferenciacion y
apoptosis deben estar coordinados de forma precisa para poder mantener la
homeostasis de los tejidos. El nematodo Caenorhabditis elegans es un
organismo modelo muy importante en el estudio de la muerte celular y su
control. Las células apoptdticas en C. elegans se condensan y forman cuerpos
refractiies a la luz, que pueden ser observados mediante microscopia de
contraste interferencial (DIC) o Nomarski. La activacién de la GTPasa CED-10
(Rac) en una célula vecina controla el reconocimiento y la fagocitosis del cuerpo
apoptético. Posteriormente a la inclusion del cuerpo fagocitado en el interior del
fagosoma, diferentes proteinas son reclutadas secuencialmente sobre la
superficie de este organulo, promoviendo su acidificacién y su fusion con los
lisosomas, y provocando la degradacion enzimatica del cuerpo apoptético. En
este trabajo se muestra que la proteina CCZ-1, la cual esta conservada desde
levaduras hasta humanos, participa en la digestion de dichos cuerpos
apoptéticos. La proteina CCZ-1 parece actuar ademas en la biogénesis de
lisosomas, asi como en la maduracion del fagosoma mediante el reclutamiento
de la GTPasa RAB-7 sobre el fagosoma.

During development, the processes of cell division, differentiation and
apoptosis must be precisely coordinated in order to maintain tissue
homeostasis. The nematode C. elegans is a powerful model system in which to
study cell death and its control. C. elegans apoptotic cells condense and form
refractile corpses under differential interference contrast (DIC) microscopy.
Activation of the GTPase CED-10 (Rac) in a neighbouring cell mediates the
recognition and engulfment of the cell corpse. After inclusion of the engulfed
corpse in a phagosome, different proteins are sequentially recruited onto this
organelle to promote its acidification and fusion with lysosomes, leading to the
enzymatic degradation of the cell corpse. In this proyect, it is shown that CCZ-1,
a protein conserved from yeasts to humans, mediates the digestion of these
apoptotic corpses. CCZ-1 seems to act in lysosome biogenesis and phagosome
maturation by recruiting the GTPase RAB-7 over the phagosome.
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Introduccién

1. Caenorhabditis elegans

1.1. C. elegans como organismo modelo

El nematodo Caenorhabditis elegans fue establecido como un organismo
modelo para el estudio del desarrollo animal, por Sydney Brenner en 1965.
Inicialmente, este organismo habia sido descrito en 1900 por Maupas como
Rhabditis elegans, modificandose posteriormente su nombre. En investigacion
se han utilizado dos cepas diferentes de C. elegans: la cepa Bergerac, que fue
aislada en Francia por V. Nigon en 1949, y la cepa Bristol, aislada por L.N.
Staniland en Bristol (Inglaterra), en 1959. Debido a que la cepa Bergerac
presentaba una alta frecuencia de mutaciones espontaneas y que los machos de
dicha cepa son menos fértiles que los de la cepa Bristol, practicamente la
totalidad de las cepas utilizadas actualmente derivan de la cepa Bristol. En
concreto, la cepa N2 obtenida por Sydney Brenner a partir de la cepa Bristol, es
la cepa silvestre de referencia. Por otra parte, la especie Caenorhabditis
briggsae, la cual fue aislada en Stanford por M. Briggs en 1954, ha sido utilizada
también como organismo modelo. Sin embargo, esta cepa ha acumulado
numerosas mutaciones durante su utilizacion, por lo que apenas se usa
actualmente (C. elegans I, CSHL, 1997)

A partir del aislamiento de las cepas de C. elegans, se llevaron a cabo
numerosas investigaciones que permitieron descubrir los aspectos principales de
dicho organismo. Por ejemplo, el ciclo sexual de C. elegans, asi como el numero
haploide de cromosomas que posee, fue determinado en 1949 por Nigon. En
1959, Dougherty y sus colaboradores realizaron un amplio estudio sobre la
nutricion y el crecimiento de C. elegans y otros nematodos relacionados. A
mediados de los afios 60, Brenner comenzd su proyecto sobre C. elegans para
conseguir establecer la genética del organismo silvestre y generar los primeros

mutantes.
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Brenner tratd cultivos de nematodos hermafroditas con una solucién de
etilmetanosulfonato (EMS), un agente mutagénico alquilante. Se identificaron
aproximadamente 300 mutaciones inducidas por EMS, la mayoria de las cuales
eran recesivas, que permitieron la caracterizacion de mas de 100 genes
(Brenner, 1974; revisado por Ankeny R., 2001; C. elegans Il, CHSL, 1997).

Dado que el objetivo principal de Brenner para la eleccién del organismo
modelo fue el estudio del desarrollo animal y la neurofisiologia, decidié continuar
su proyecto realizando una descripcion detallada de la estructura neuronal del
nematodo. Para poder conseguirlo, Brenner y White, junto con otros miembros
de su grupo, reconstruyeron la arquitectura del sistema nervioso del nematodo a
partir de microfotografias en serie realizadas mediante microscopia electronica.
El proyecto fue finalizado en 1984 y publicado dos afios mas tarde en un
extenso articulo denominado abreviadamente “The mind of a worm”, en el cual
se incluian diagramas que representaban cada célula nerviosa y sus
conexiones. A partir de este estudio, se concluyé que C. elegans poseia 302
neuronas que formaban mas de 8000 sinapsis en un hermafrodita (White et al.,
1986; revisado por Ankeny R., 2001). Posteriormente, John Sulston y sus
colaboradores llevaron a cabo una descripcion completa del linaje celular de C.
elegans, al publicar el linaje celular embrionario completo en 1983 (Sulston et al.,
1983). El conocimiento del linaje celular permitié establecer correlaciones entre
diversas mutaciones y procesos del desarrollo, realizando estudios de ablacion
celular. En el afio 2002, Sydney Brenner, John E. Sulston y H. Robert Horvitz
fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina por su labor en el
desciframiento del linaje celular de C. elegans y en el establecimiento de la ruta

genética de la apoptosis.

Este organismo modelo ha permitido realizar varios descubrimientos
relevantes tanto en biologia basica como aplicada. Por ejemplo, en 1993, se

descubrié en C. elegans la primera presenilina (Sundaram y Greenwald, 1993).
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Posteriormente, se encontraron mutaciones en el homdélogo humano de
dicha proteina en pacientes con enfermedad de Alzheimer, identificandose como
una proteina clave en la etiologia de esta enfermedad (Sherrington et al., 1995).
Otro importante descubrimiento biomédico consisti6 en la identificacion de
reguladores negativos de la ruta de sefializacién de la insulina en C. elegans en
1997, como el gen daf-16 (Ogg et al., 1997). Dicho gen es el ortélogo del factor
de transcripcién de mamiferos FOXO. Anos mas tarde, se comprobd que la
pérdida de funcion del factor FOXO permitia rescatar el fenotipo diabético de
ratones resistentes a la insulina (Nakae et al., 2002). A nivel farmacoldgico, C.
elegans puede servir como organismo modelo para estudiar el mecanismo de
accion de diversos farmacos. Por ejemplo, se comprobd que el antidepresivo
fluoxetina era capaz de incrementar la sefializacién serotonérgica en C. elegans,
mediante inhibicion del transportador de recaptacion de la serotonina
(Ranganathan et al., 2001).

En 1998, el genoma de C. elegans fue completamente secuenciado,
habiendo sido incluido previamente como organismo modelo en el Proyecto del
Genoma Humano (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998). La
comparacion del genoma humano con el de C. elegans, asi como numerosos
estudios realizados utilizando este animal como organismo modelo, han
permitido establecer que existe una alta conservacion de las rutas moleculares y
celulares entre nematodos y mamiferos, y que la mayoria de los genes
implicados en enfermedades humanas se encuentran en C. elegans (The C.
elegans Sequencing Consortium, 1998). En la actualidad, C. elegans es utilizado
para estudiar gran variedad de procesos bioldgicos, entre los cuales se incluyen:
apoptosis, ciclo celular, sefalizacion celular, regulacion genética,
envejecimiento, comportamiento, determinacion sexual, metabolismo, etc

(revisado por Ankeny R, 2001 y por Kaletta y Hengartner, 2006).
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Los nematodos son organismos capaces de crecer en la mayoria de los
habitats, tanto terrestres como marinos, bien alimentandose de bacterias o bien
parasitando a gran variedad de plantas y animales. De igual modo, C. elegans
habita en numerosos entornos, de forma no parasitaria, alimentandose de
bacterias. Tiene un ciclo de vida muy rapido de 3,5 dias a 20°C y una vida media
en la fase adulta de 2 a 3 semanas en condiciones favorables (The nematode
C. elegans, CHSL, 1988). C. elegans presenta numerosas ventajas como
organismo modelo, ya que se trata de un organismo simple, tanto a nivel
anatémico como genético. El adulto hermafrodita contiene Unicamente 959
nucleos somaticos y el adulto macho, tan sélo 1031. De estas células, 302 son

las neuronas que componen el sistema nervioso (C. elegans Il, CHSL, 1997).

Ademas, su cultivo en el laboratorio es muy sencillo y es posible
realizarlo a gran escala, pudiendo crecer los nematodos tanto en placas Petri de
agar como en cultivo liquido, utilizando Escherichia coli como alimento. Tiene un
tamafno de aproximadamente 1mm de longitud y 80um de diametro, y es
facilmente manipulable con ayuda de un microscopio de diseccion o lupa
binocular (Figura 1.1). La transparencia a la luz que presentan estos animales
permite la visualizacion de las células y 6rganos del individuo mediante
microscopia Nomarski. Su pequefio tamano ha permitido ademas la realizaciéon
de una descripcién anatomica completa del animal a nivel de microscopia

electrénica (The nematode C. elegans, CHSL, 1988).

Otra de las ventajas que presenta este organismo es que las cepas de
C. elegans pueden ser almacenadas indefinidamente en nitrégeno liquido,
permitiendo la posibilidad de mantener grandes colecciones de mutantes. El
desarrollo es reproducible de un individuo a otro, con un linaje celular
practicamente invariable, siendo constante el numero y la posicion de cada
célula. Se pueden obtener mutantes mediante mutagénesis quimica, tras la
exposicion a radiacion ionizante o por insercion de transposones (C. elegans I,
CHSL, 1997).
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Figura 1.1. Visualizacion de C. elegans mediante lupa
binocular y su cultivo en placas Petri con agar.

Dado que el genoma de C. elegans es pequefio y ha sido secuenciado
en su totalidad es posible hacer estudios genéticos reversos mediante la
inactivaciéon de genes utilizando RNA de interferencia (RNAi). Su genoma
contiene aproximadamente unos cien millones de pares de bases y se estima
que entre un 60-80% de sus genes tienen homologia en humanos. Los genes se
encuentran distribuidos en seis cromosomas, los cuales son holocéntricos, de
forma que sus cinetocoros estan dispuestos a lo largo de su longitud, en vez de
localizados en un unico punto del cromosoma. De estos seis cromosomas, cinco
de ellos son autosomas y uno de ellos determinante del sexo (cromosoma X). En
C. elegans existen dos tipos sexuales: el hermafrodita, diploide para los seis
cromosomas (XX), y el macho, que es diploide para los cromosomas
autosodmicos, pero contiene unicamente un cromosoma X (XO) (Nigon, 1949;
revisado por Hodgkin, 2005). Los animales hermafroditas son capaces de
producir tanto oocitos como esperma, de manera que el esperma es
almacenado en la espermateca y fecunda a los oocitos que van pasando a
través de ella, convirtiéndolos en embriones. Los hermafroditas por tanto son

capaces de autofecundarse y producir una progenie de aproximadamente 300
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embriones durante su vida reproductiva. Esta capacidad de reproduccién
aumenta significativamente cuando un hermafrodita es fecundado por un macho.
Los machos pueden aparecer de forma espontanea a partir de poblaciones
hermafroditas mediante la eliminacion de un cromosoma X, con una frecuencia
de aproximadamente 0,1%. Sin embargo, cuando se cruzan un macho y un
hermafrodita el porcentaje de machos y hermafroditas producidos es
equivalente. El cruce entre ambos sexos permite obtener el genotipo deseado
(C. elegans Il CSHL, 1997; revisado por Markaki y Tavernarakis, 2010).

Figura 1.2. Imagen de un adulto hermafrodita de C. elegans obtenida mediante
microscopia Nomarski. (Imagen adaptada de http://www.wormatlas.org).

La mayoria de la informacién obtenida por los diferentes grupos de
investigacion a nivel internacional esta disponible en la base de datos publica de
C. elegans wormbase (http://www.wormbase.org/). Esta base de datos fue
creada en el afno 2000 y es mantenida por un consorcio internacional de
bidlogos e informaticos. Permite facilitar el intercambio de informacién referente
a C. elegans y su accesibilidad a nivel global. Recoge datos acerca de diferentes
aspectos del organismo, como por ejemplo: informaciéon genética y protéica,
mutantes disponibles, estudios genéticos, patrones de expresién, interacciones
entre proteinas, fenotipos obtenidos mediante RNAi, datos de microarrays,

homologia con otros organismos, etc. (revisado por Kaletta, 2006)
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Aparte de esta base de datos, existen otros recursos telematicos en el

campo de investigacion de C. elegans, entre los que se incluyen:

- Wormatlas (http://www.wormatlas.org), es una base de datos sobre la
estructura anatomica de C. elegans, en la cual se encuentran
fotografias realizadas mediante microscopia electronica de todas las

secciones del animal.

- Proyecto ORFeome (http://worfdb.dfci.harvard.edu), el cual predice
todos los marcos abiertos de lectura (open reading frames: ORFs) que

codifican para proteinas.

- Interactoma de C. elegans (http://vidal.dfci.harvard.edu), contiene

mapas de interaccion entre las proteinas.

- C. elegans SAGE data: (http://elegans.bcgsc.ca/lhome/sage.hmtl), que
incluye el analisis de la expresion de genes en diferentes estadios del

desarrollo de C. elegans y en diferentes tipos de células y tejidos.

1.2. Ciclo de vida y embriogénesis de C. elegans

La embriogénesis de C. elegans dura aproximadamente 14 horas a
22°C. La primera fase, que dura unas 7 horas, consiste en una proliferacién
celular muy rapida durante la cual se sigue un patrén invariable entre un embrién
y otro, en lo que respecta a las divisiones celulares, al posicionamiento de las
células y a las muertes celulares. Posteriormente, se produce la organogénesis y
la morfogénesis, durante la cual se produce la elongacion del embrion (The
nematode C. elegans, CHSL, 1988). La embriogénesis se inicia cuando los
oocitos maduros atraviesan la espermateca y son fecundados por el esperma

del propio hermafrodita o bien por el esperma de un macho, si se hubiese
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producido anteriormente un cruce entre ambos. El oocito fecundado se convierte
en un embridon que comienza su desarrollo en el utero del hermafrodita. En este
momento, se establece la polaridad anterior-posterior del embrion, ya que el sitio
de entrada del pronucleo del esperma determina el polo posterior (Albertson,
1984). Tras la fecundacién, el pronucleo materno que estaba detenido en la
profase de la primera meiosis, finaliza la meiosis (Albertson, 1984; revisado por
Marcello y Singson, 2010). Se forma ademas un caparazén alrededor del
embridn, constituido por tres capas: una capa interna de vitellogenina,
impermeable a la mayoria de los solutos, otra capa de quitina y una ultima capa
lipidica y proteica. Este caparazdn es necesario para generar una barrera
osmotica entre el embridn y el medio que le rodea. Adicionalmente, es requerido
para la correcta polarizacion del embrion y para minimizar los errores de

segregacion del DNA en la meiosis (Johnston et al., 2006).

Durante la embriogénesis se producen cinco divisiones asimétricas que
dan lugar a las seis células fundadoras: AB, MS, E, C, D y P4. La primera
division asimétrica comienza aproximadamente a los 35 minutos de la
fecundacion, formandose dos células: la célula anterior AB de mayor tamafio y la
célula posterior P4 (Sulston et al., 1983) (Figura 1.3).

Figura 1.3. Primera division asimétrica del embrion de C. elegans.
Dicha division da lugar a dos células, una anterior, AB y otra célula
posterior de menor tamainio, P1.
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El linaje celular es invariable entre un embrion silvestre y otro. Como se
representa en la Figura 1.4, a partir de la célula AB se formaran tejidos
hipodérmicos, neuronales, musculares y estructurales, formandose
principalmente tejidos del ectodermo. Numerosas células, en concreto 98 de
ellas, sufriran muerte celular. La célula P1 se divide asimétricamente en dos
células EMS y P,. La célula EMS a su vez se divide en dos células: la célula E,
que dara lugar al intestino, y la célula MS, que producira principalmente tejidos
musculares y neuronales, aunque también glandulas y células somaticas de la
gonada. De igual modo, 14 de estas células se moriran por apoptosis. La célula
P, se subdivide a su vez en las células C y P3. La célula C generara tejidos
musculares e hipodérmicos principalmente, aunque también algunas neuronas.
Una de estas células sufrira apoptosis. La célula P; también se divide en dos
células: la célula D, que producira tejido muscular y la célula P4, a partir de la

cual se formara la linea germinal (Sulston et al., 1983).

I
PO
AB | P1
P2
hipodermis MS E C P3
neuronas
musculo D P4
otros tejidos
apoptosis .
musculo intestino .
neuronas musculo
glandulas hipodermis sscul
gbénada somatica neuronas Muscuio
otros tejidos apoptosis I__|
apoptosis z2 Z3
linea germinal

Figura 1.4. Linaje celular de un embrion de C. elegans. En la figura se recogen
las divisiones celulares principales que se producen durante la embriogénesis, asi
como los tejidos que se formaran a partir de cada uno de los precursores celulares.
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Durante estas divisiones celulares se establecen los tres ejes
principales de la estructura del nematodo. El eje antero-posterior es generado
cuando el centrosoma derivado del esperma rompe la asimetria del oocito
durante la fecundacion (Cowan y Hyman, 2004). La primera division asimétrica
del zigoto produce una polaridad antero-posterior entre ambas células hijas,
existiendo diversas proteinas, como por ejemplo las proteinas PAR, que son
distribuidas de forma asimétrica en el embrion y mantienen dicha polaridad
(Kemphues et al., 1988; Cheng et al., 1995; revisado por Nance, 2005). El eje
dorso-ventral surge en la transicidn del estadio de dos células al de cuatro
células, cuando la célula EMS marca la posicion ventral del embrion (Sulston et
al., 1983). Por ultimo, el eje izquierda-derecha se establece en la transicion entre
el estadio de cuatro células al de seis células, cuando las células Abal y ABpl,
descendientes de la célula AB, se situan en la parte izquierda del embrion
(Hutter y Schnabel, 1995).

El destino celular es definido por la segregacién desigual de diferentes
factores durante el inicio de la embriogénesis. Existen diferentes mecanismos
que permiten llevar a cabo este proceso: un transporte dirigido, una degradacion
localizada y un control de la traduccion de los RNA mensajeros aportados
maternalmente (Hird et al., 1996). Por ejemplo, debe existir un control del
transporte de los granulos P hacia la parte posterior del embrién. Estos granulos
P son complejos ribonucleoprotéicos destinados a la linea germinal, que
inicialmente se encuentran distribuidos de forma uniforme en el embrion. En el
momento de la fecundacién, se comienzan a transportar hacia la parte posterior
del embrién y mediante degradaciéon localizada son eliminados de la parte
anterior del mismo (Hird et al., 1996). El destino de la linea germinal viene
determinado por la acumulacién de estos granulos P, asi como por la represion
transcripcional llevada a cabo por el gen pie-1y la funcion de las proteinas MES

que permiten la organizacion de la cromatina (Strome, 2005).
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Para poder asegurar una correcta segregacion de los factores
determinantes del destino celular es necesario el establecimiento de la
polaridad, asi como un correcto posicionamiento del huso mitético de la célula.
En el embriéon de una célula, una vez se ha generado el eje antero-posterior, se
producen unos movimientos asimétricos del huso mitético que permiten una
correcta segregacion de dichos factores a las células hijas. La primera division
asimétrica genera la célula anterior AB y la célula posterior P1. Durante la
siguiente division, AB se divide simétricamente, situandose su huso mitético
perpendicular al eje antero-posterior, mientras que el huso mitético de P1 se
mantiene de manera longitudinal a dicho eje. Tanto en las células PO como P1
se produce una rotacion del huso mitético, que permite orientarlo de forma
longitudinal, sobre el eje antero-posterior. Esta rotacion esta regulada por las
proteinas PAR, siendo la proteina PAR-3 la que evita la rotacion del huso
mitotico de la célula AB, impidiendo que se coloque sobre el eje antero-posterior
(Tsou et al., 2003).

Las interacciones celulares que se producen en el embridn de cuatro
células permiten distinguir el eje dorso-ventral, situandose la célula EMS en la
posicién ventral del embridn (Sulston et al., 1983). Las células descendientes de
la célula AB expresan el receptor de membrana de la ruta de sefalizacion Notch,
GLP-1, activandose dicha ruta en la célula ABp y controlando los destinos
celulares de los descendientes de esta célula situados en la parte dorsal del
embrion. La expresion del receptor GLP-1 es inducida por el contacto de la
célula ABp con la célula P, que expresa el ligando de Notch APX-1 (Mello et al.,
1994).

El eje izquierda-derecha se establece tras las divisiones de ABa y ABp.
Durante la division de dichas células, sus husos mitéticos se mueven hacia la
parte anterior, de manera que las células hijas de la parte izquierda del embrién
estan situadas en una posicion mas anterior que las de la parte derecha del

embridn y sus contactos con otras células son diferentes. Para la determinacién
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de los destinos celulares de la regidn derecha e izquierda del embridn, se utiliza
igualmente la sefializacion mediante GLP-1, entre los descendientes de la célula
AB y de la célula MS (Hutter y Schnabel, 1995).

Posteriormente, se produce la division asimétrica de la célula EMS en la
célula E y la célula MS. Las rutas de senalizacion Wnt y SRC-1/MES-1 permiten
la polarizacién de la célula EMS, de forma que la célula hija mas proxima a la
célula P, se convierte en la célula E, como se observa en la Figura 1.5.
Adicionalmente, ambas rutas regulan la orientacion del huso mitético de la célula
EMS hacia la célula P, (Thorpe et al., 1997; Bei et al, 2002). Se ha comprobado
también que la ruta Wnt controla la rotacion del huso mitético de los blastdmeros
EMS y ABar de un embrién silvestre, ya que se observd que en mutantes que
afectaban al receptor MOM-5 de la ruta Wnt, los husos mitéticos de ambos
blastomeros se situaban en paralelo en lugar de en perpendicular, como ocurre
en un embrién silvestre. Este defecto en la orientacidén del huso mitético de los
blastomeros EMS y ABar también ha sido observado en mutantes que afectan al
gen ced-10, el cual interviene en la ruta de fagocitosis de los cuerpos
apoptoticos. La orientacion incorrecta del huso mitético de estos blastomeros
provoca una alteracion en la asimetria izquierda-derecha del embridn,

provocando fallos en la morfogénesis del embrion (Cabello et al., 2010).

Figura 1.5. Control de la divisiéon de la célula EMS mediante la senalizacién
Wnt y SRC-1/MES-1. La célula P2 controla la division de la célula EMS, de manera
que la célula mas préoxima a ella se convierte en la célula E, que dara lugar al
endodermo.
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Después de la division de EMS, la célula P, se divide asimétricamente
produciendo las células C y P3, y ésta ultima se dividira para generar D y P4
(Sulston et al., 1983). Tanto la posicidn de las células P, y P3, asi como la
orientacion de las divisiones tiene una polaridad reversa respecto a la de las
primeras divisiones del embridn, que es regulada mediante la senalizacion de
MES-1 (Berkowitz y Strome, 2000). Las interacciones celulares y las divisiones
asimétricas permiten la localizacion especifica de diferentes factores
determinantes del destino celular, que regulan el patron de division celular y de
desarrollo del embrion (C. elegans II, CHSL, 1997).

La gastrulacién comienza aproximadamente 100 minutos después de la
primera division, en el estadio de 26 células. En ese momento las dos células
Ea y Ep se retraen hacia una cavidad interior del embrion denominada
blastocele, como se puede observar en la Figura 1.6 y en el Video 1.1. La
formacion del blastocele es regulada por la localizacién de las proteinas PAR,
en concreto, PAR-3 (Nance y Priess, 2002; Nance, 2005). EI movimiento de las
células Ea y Ep libera un espacio entre dichas células y la cobertura de
vitellogenina, que es ocupado por seis células vecinas: tres descendientes de la
célula MS, dos de la célula AB y la célula P4. Estos movimientos son
controlados mediante la actividad contractil de la miosina. Posteriormente, la
zona de entrada se ensancha y se alarga y los mioblastos procedentes de los
linajes C y D, asi como las células precursoras de la faringe derivadas de la
célula AB, se internalizan (Figura 1.6) Las células del interior se dividen
formando un cilindro central y se cierra la abertura originada al internalizarse las
células. Durante la organogénesis continuan formandose los diferentes tejidos a
partir de cada célula precursora (Labouesse y Mango, 1999; Nance y Priess,
2002; Lee y Goldstein, 2003).

13
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Ectodermo Ectodermo

Figura 1.6. Diferentes fases de la embriogénesis de C. elegans. (Imagenes
de microscopia en 4D realizadas por el Dr. Juan Cabello, video 1.1).

14



Introduccién

Aproximadamente 350 minutos después de la primera division, la
proliferacion celular se ralentiza y comienza la morfogénesis. Se inicia el
dimorfismo sexual ya que cuatro neuronas especificas sufren apoptosis en el
hermafrodita, mientras que en el macho se mueren dos neuronas mas (Sulston
et al., 1983). El embrién se elonga formando varios pliegues sucesivamente, de
forma que se transforma del estadio de dos pliegues en el de tres pliegues.
Esta elongacién es controlada por los filamentos de actina y microtubulos que
forman anillos alrededor del embrién y por la presién hidrostatica de éste
(Ciarletta et al.,, 2009). Posteriormente, los embriones seran expulsados del
utero a través de la vulva. Finalmente, a las 14h del comienzo de la
embriogénesis, los embriones, una vez formados, rompen la cuticula que los
rodea y salen al medio exterior como larvas L1. En este momento, numerosos
genes embrionarios son requeridos, ya que el aporte materno disminuye
gradualmente (C. elegans I, CHSL, 1997).

Las larvas se desarrollan atravesando cuatro estadios larvarios
distintos, L1, L2, L3 y L4, hasta convertirse en adultos. Cada estadio larvario
diferente conlleva una nueva sintesis de la cuticula, que es distinta, tanto
estructuralmente como molecularmente, en cada estadio larvario. En el estadio
L1 aproximadamente el 10% de las células son células somaticas inmaduras,
que seguiran dividiéndose durante el desarrollo larvario, para dar lugar al
sistema nervioso, la hipodermis, la musculatura y las células somaticas de la
gonada. Las divisiones celulares postembridnicas siguen un patron invariable,
exceptuando aquellas producidas en la linea germinal, ya que existen algunas
diferencias entre ambos sexos, de forma que en el hermafrodita se deben
formar las estructuras de la génada, el utero y la vulva, mientras que en el
macho se deben generar las estructuras de la cola especializadas en el
apareamiento (revisado por Sulston, 1988; The nematode C. elegans, CHSL,
1988).
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1.3. Anatomia de C. elegans

La anatomia de C. elegans ha sido estudiada profundamente gracias a la
visualizacion de secciones del nematodo al microscopio electrénico, que fueron
realizadas inicialmente para investigar la estructura del sistema nervioso (White,
1986). El linaje celular de C. elegans es invariable, lo cual permite asignar a
cada célula un nombre determinado. Al igual que el resto de nematodos, C.
elegans consta de un cuerpo plano formado por dos tubos concéntricos
separados por un espacio relleno de un fluido, denominado pseudoceloma. La
forma del animal es mantenida gracias a la presién hidrostatica interna (C.
elegans Il CSHL Press, 1997; The Nematode C. elegans CSHL Press, 1988).

En este animal existen diferentes tejidos: epitelial, muscular, nervioso,
membranoso, etc. El tejido epitelial se distingue entre el epitelio externo,
denominado hipodermis, y el epitelio interno, que recubre los distintos 6rganos.
Las células epiteliales estan conectadas entre si por desmosomas y constan de
dos regiones diferentes: la superficie apical y la superficie basal. Estas células
segregan la cuticula que se acumula en la superficie apical, y esta formada por
diversas proteinas, mayoritariamente colagenos. La cuticula se renueva cada
vez que se cambia de estadio larvario, desechando la anterior y generando una

cuticula nueva con proteinas especificas para cada fase (Kramer, 1994).

Numerosas células de la hipodermis son multinucleadas y conforman
sincitios celulares que se extienden a lo largo de amplias regiones de la
superficie externa del animal. El sincitio celular mayor es hyp-7, que se extiende
casi en toda su longitud. Las células hipodérmicas contienen algunos organulos
subcelulares especificos de este tejido, como por ejemplo los cuerpos
multivesiculares, y ademas, almacenan granulos lipidicos. En la hipodermis se
encuentran también las células “seam”, que forman dos hileras sincitiales que
recorren toda la longitud del animal y son las responsables de producir unas

estructuras especificas de la cuticula denominadas alas, como se observa en la
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Figura 1.7. Las células de la hipodermis se encargan ademas de la eliminacién
de la mayoria de las células que sufren apoptosis durante el desarrollo (Sulston
et al.., 1983). Algunas de las células hipodérmicas se comportan como células
madre, dividiéndose asimétricamente para dar lugar a una célula hija que
hereda las caracteristicas de la célula madre y otra célula hija que se desarrolla

como otro tipo celular diferente (The nematode C. elegans, CHSL, 1988).

Figura 1.7. Visualizacion de una de las hileras de las células seam.

La cavidad pseudoceldmica esta rodeada por una membrana basal que
separa la musculatura de los tejidos nerviosos e hipodérmicos. Asimismo, la
gonada, el intestino y la faringe también estan envueltos por membranas
basales. El sistema nervioso estda compuesto por el anillo nervioso central, asi
como por el cordén dorsal y el corddn ventral, que recorren toda la longitud del
animal, como se observa en la Figura 1.8. Los cuerpos celulares de la mayoria
de las neuronas estan situados alrededor de la faringe, a lo largo de la linea
ventral y en la cola. Los nervios de estas neuronas forman un anillo alrededor
de la faringe, o bien se unen en los cordones dorsal y ventral (revisado por Pilon
y Morck, 2005). La mayoria de las neuronas quimiosensibles vy
mecanosensibles extienden nervios aferentes desde el anillo nervioso a los

organos sensores situados en los extremos del animal. El anillo nervioso recibe
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e integra la informacién sensorial y conecta con las neuronas motoras de la

cabeza o de los cordones nerviosos dorsal y ventral (White et al., 1986).

CORDON NERVIOSO
DORSAL

BANDAS
MUSCULARES

CELULA SEAM

HIPODERMIS

BANDAS
MUSCULARES

CORDON NERVIOSO
VENTRAL

Figura 1.8. Esquema anatémico de C. elegans. En la figura se observan
algunas de las estructuras anatomicas fundamentales, entre las que se
encuentran las bandas musculares y los cordones nerviosos que recorren
longitudinalmente el animal.

Existen dos tipos diferentes de musculatura en C. elegans: musculos
estriados que contienen numerosos sarcoOmeros, como por ejemplo los
musculos del cuerpo responsables del movimiento, y musculos con un unico
sarcomero que tienen anclajes puntuales en los extremos, como son los
musculos del intestino. La musculatura del cuerpo esta organizada en cuatro
bandas longitudinales que se anclan a la cuticula a través de la hipodermis,

como se puede apreciar en la Figura 1.8.
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El movimiento sinusoidal del animal es generado por la simultanea
contraccion de las dos bandas musculares subventrales y relajacidon de las dos
subdorsales y viceversa. La musculatura del cuerpo se divide entre los
musculos anteriores, inervados por motoneuronas ubicadas en el anillo nervioso
central, los siguientes musculos, inervados a la vez por motoneuronas del anillo
nervioso y motoneuronas situadas en el cordon ventral, y por ultimo, los
musculos inervados unicamente por motoneuronas procedentes del corddn

ventral (revisado por Moerman y Fire, 1997).

El tubo interno esta compuesto por la faringe y por el intestino. La faringe
procesa la comida ingerida y posteriormente la bombea hacia el intestino. Esta
compuesta por células musculares, neuronas y células epiteliales, que se
encuentran envueltas por una membrana basal mas gruesa que las del resto de
organos. Como se ilustra en la Figura 1.9, la faringe contiene dos estructuras
bulbares que permiten procesar la comida y las células musculares, que se
distribuyen en una simetria triradial. Ademas, existen glandulas faringeas, las
cuales se situan principalmente en el bulbo terminal. La faringe posee un
sistema nervioso practicamente autbnomo y esta conectada con el intestino a
través de una especie de valvula que regula el paso de la comida hacia el

intestino (Albertson y Thomson, 1976; revisado por Mango, 2007).

El intestino se conecta con el recto a través de otra valvula similar a la
que separa la faringe del intestino y posee una cavidad interna longitudinal que
esta provista de microvellosidades que aumentan la superficie de absorcion de
nutrientes. Las células del intestino segregan enzimas, como por ejemplo la
endodeoxirribonucleasa, que permite digerir el DNA procedente de las bacterias
ingeridas. Las células intestinales también permiten la acumulacion de
nutrientes, formando granulos rellenos de lipidos, proteinas o carbohidratos.
Algunos de estos granulos intestinales son autofluorescentes a la luz UV. En el
animal hermafrodita adulto, las proteinas del vitelo son producidas por las
células intestinales y transportadas hasta los oocitos (Kimble y Sharrock, 1983;
revisado por McGhee, 2007).
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CAVIDAD PROCUERPO METACUERPO ISTMO BULBO
BUCAL TERMINAL

Figura 1.9. Las diferentes partes de la faringe de C. elegans. En la
imagen de microscopia Nomarski de la faringe se puede observar que consta
de una cavidad bucal y dos estructuras bulbares, conectadas entre si, que
permiten el procesamiento de la comida.

El sistema excretor esta formado por tres células: una unica célula
excretora, que es la mas grande, una célula que es un canal excretor que
recorre toda la longitud del cuerpo del animal y que esta conectada con una
célula que actua como poro excretor, situada en la zona ventral de la cabeza.
Ademas, existe una glandula excretora situada en torno al poro excretor. Aparte
de su funcion excretora, este sistema esta asimismo implicado en la secrecion
de glicoproteinas que recubren la cuticula y en la osmorregulacién (Nelson y
Riddle, 1984).

El sistema reproductor del hermafrodita estd compuesto por una génada
que posee dos brazos independientes funcionalmente, dispuestos
simétricamente en forma de U, que se unen en un utero comun y una vulva, en
la cual desemboca el utero (Kimble y Hirsh, 1979). Como se puede observar en
la Figura 1.10, cada brazo de la gonada consta de: un ovario, un oviducto distal,
una curvatura, un oviducto proximal y una espermateca. El extremo de cada
gonada tiene una célula distal somatica que proporciona un efecto mitogénico

sobre las células germinales del ovario (Kimble y White, 1981). Estas células
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distales expresan el factor de crecimiento LAG-2, el cual mantiene a las células
germinales adyacentes como células madre, promoviendo su proliferacion

(Gummienny et al., 1999).

curvatura de la génada

linea germinal

oocitos

células de la

esperma :
vaina

espermateca

Figura 1.10. Diferentes partes de las que consta la goénada del
hermafrodita adulto. En la imagen de la gonada del animal hermafrodita
obtenida mediante microscopia Nomarski se aprecian las distintas partes que
componen la génada.

Los nucleos de las células germinales en estadio de mitosis y de meiosis
temprana solo estan englobados parcialmente por la membrana plasmatica, por
lo tanto estan formando un sincitio celular. Sin embargo, los nucleos de este
sincitio no estan sincronizados y se comportan como unidades celulares
independientes, que se encuentran en distintos estadios de la mitosis y la
meiosis temprana. Las células germinales pueden seguir destinos diferentes:
comenzar la mitosis, entrar en meiosis y diferenciarse bien en esperma o bien
en oocitos, o por el contrario, entrar en apoptosis (Gumienny et al., 1999). Las
células germinales que entran en meiosis avanzan hasta el estadio de
paquitene de la meiosis |. Estas células salen de paquitene cuando llegan a la

curvatura de la gonada, activadas por la ruta ras/MAPK y empiezan a crecer en
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tamano. Posteriormente, las células germinales progresan al estadio de
diacinesis de la profase | en el brazo proximal de la gonada y aumentan de
tamano convirtiéndose en oocitos que forman una fila Unica en el brazo
proximal (Gumienny et al., 1999). Los oocitos permanecen conectados con la
parte central del sincitio mientras avanzan por el oviducto, perdiendo dicha
conexidon justo antes de que se produzca su fertilizacion al pasar por la
espermateca. La espermateca esta formada por células endoteliales
conectadas entre si mediante desmosomas. Los oocitos pasan a través de la
espermateca, donde son fertilizados, y entran en el utero atravesando una
valvula situada en el final de la espermateca. Al ser fertilizado, el nucleo del
oocito completa la meiosis y los dos pronucleos procedentes del oocito y del
esperma se fusionan, comenzando las divisiones embridnicas. Los embriones
se desarrollan en el utero, donde se almacenan hasta que son expulsados al

exterior a través de la vulva (revisado por Hubbard y Greenstein, 2000).

Los musculos del utero empujan a los embriones y los musculos de la
vulva permiten abrir el orificio de la vulva, cuando salen los embriones. La
formacion de la vulva comienza en el estadio larvario L2, cuando una célula
especifica del utero, denominada célula ancla (“anchor cell’) estimula a las
células hipodérmicas proximas para que se desarrollen como células de la vulva
(Kimble y Hirsh, 1979). Esta célula ancla conecta inicialmente el utero y la vulva
y posteriormente desaparece, generando una uniéon entre ambos (revisado por
Kornfeld, 1997; Gumienny et al., 1999). En hermafroditas adultos,
aproximadamente la mitad de los oocitos potenciales son eliminados durante la
maduracién meiodtica, limitando el numero de oocitos que compiten por los
nutrientes en la gonada y permitiendo la maduracion del resto de células como
oocitos (Gumienny et al., 1999). Las células destinadas a morir se celularizan
rapidamente separandose del sincitio comun del utero, y aislandose fisicamente
del resto de nucleos celulares que las rodean. La célula generada es
reconocida y fagocitada por las células somaticas de la vaina (denominadas

“sheath cells”) presentes en la gbnada.
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Existen 5 pares de células de la vaina por cada brazo de la gonada y
estan compuestas por células mioepiteliales que contienen filamentos
musculares (Figura 1.11) que se encuentran rodeando la gonada y estan
especializadas en la fagocitosis de las células apoptoticas de la gonada
(Gumienny et al., 1999). Aparte de esta funcion, dichas células facilitan el
movimiento de los oocitos hacia la espermateca y ademas intervienen en el
transporte de las proteinas del vitelo desde el intestino donde son sintetizadas
hasta el oviducto, lugar en el que son requeridas por los oocitos (Kimble y
Sharrock, 1983). En C. elegans existen cuatro glicoproteinas diferentes en la
composicion del vitelo: las proteinas YP170A e YP170B (las cuales resultan de
la transcripcion genética de los genes vit-1, vit-2, vit-3, vit-4 y vit-5), y las
proteinas YP115 e YP88 (cuyo precursor esta codificado por un unico gen,
vit-6) (Spieth y Blumenthal, 1985).

Figura 1.11. Células de la vaina de la géonada del hermafrodita adulto.
Cada brazo de la gbénada del hermafrodita adulto contiene cinco pares de
células de la vaina o sheath cells. Estas células somaticas estan
especializadas en la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos producidos en la
linea germinal. (Imagen procedente de http://www.wormatlas.org).
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En ambos sexos, los precursores de la gbnada somatica son las células
Z1 y Z4, procedentes de la célula embrionaria EMS, mientras que la linea
germinal de la gbénada proviene de las células precursoras Z2 y Z3, que son
hijas de la célula embrionaria P4. En el estadio larvario L1, la gbnada consta
unicamente de cuatro células, las dos células precursoras de la linea germinal,
Z2 y Z3, y las dos células precursoras de la gobnada somatica, Z1 y Z4. Los
descendientes de Z1 y Z4 formaran en el hermafrodita los brazos de la gonada,
la espermateca y el utero, mientras que en el macho formaran el brazo de la
gonada, el vaso deferente y la vesicula seminal (revisado por Hubbard y
Greenstein, 2000). La gonadogénesis se completa en el estadio larvario L4,
durante el cual las células germinales de la génada realizan la meiosis y se
forman las células del esperma, que sera almacenado en la espermateca. Una
vez cesa la produccidon de esperma, las meiosis siguientes se diferencian en
oocitos. Entonces, se abre la vulva al exterior, posibilitando el apareamiento con
los machos y comienza la autofecundacion de los oocitos al pasar por la
espermateca del hermafrodita. Los animales hermafroditas son fértiles durante
4 dias. Mientras que un hermafrodita no fecundado produce aproximadamente
300 embriones, si éste es fecundado por un macho su capacidad reproductiva
aumenta hasta 1000 embriones (Gumienny et al., 1999; revisado por Hubbard y
Greenstein, 2000).

El macho posee en su cola un aparato copulatorio, denominado bolsa
copulatoria, el cual contiene una especie de abanico con multitud de receptores
sensoriales, como se aprecia en la Figura 1.12. Estos receptores permiten al
macho localizar la vulva del hermafrodita, al recorrer su cuerpo del hermafrodita
con la bolsa copulatoria. Una vez localizada la vulva, el macho inserta en ella
las dos espiculas copulatorias retractiles que posee, expulsa el esperma a
través del vaso deferente y éste atraviesa la vulva hasta el utero del
hermafrodita. La vesicula seminal esta conectada a través del vaso deferente

con las células de las espiculas copulatorias. El vaso deferente también esta
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conectado con la cloaca, que es el 6rgano que sustituye al recto en el macho

(revisado por L’'Hernault, 2009).

La génada masculina consta de un testiculo que, al igual que la gbnada
femenina, posee dos células distales que ejercen una influencia mitogénica
sobre las células germinales préximas, las cuales entran en profase meidtica al
alejarse de ellas (Kimble y White, 1981). Las células germinales del testiculo, al
igual que los oocitos, estan conectadas entre si formando un sincitio dispuestas
alrededor de un nucleo central. Este sincitio esta rodeado de una membrana
basal. Los espermatocitos producidos por el testiculo pasan a la vesicula
seminal, en la cual maduran, convirtiéndose en espermatidas, tras llevar a cabo
dos divisiones meiodticas. Las espermatidas se acumulan en la vesicula seminal

hasta el momento de la eyaculacion (revisado por L’Hernault, 2009).

testiculo vesicula seminal

espiculas
copulatorias cloaca
bolsa copulatoria

sensores

Figura 1.12. Aparato reproductor de un individuo macho adulto de
C. elegans. En la imagen de microscopia Nomarski de un macho se observan
las diferentes partes que componen su aparato reproductor (imagen
procedente de http://www.wormatlas.org).
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2. Bases moleculares de la apoptosis

2.1. Descubrimiento de la apoptosis

El término apoptosis (procedente del término griego a-po-toe-sis, que
significa la caida de las hojas de los arboles en otofio) fue utilizado por primera
vez por Kerr, Wyllie y Currie en 1972, para describir un tipo de muerte celular
distinta morfolégicamente a la necrosis (Kerr et al., 1972; revisado por Kerr,
2002). En 1962, John Kerr descubrié un tipo de muerte celular diferente a la
necrosis, mientras realizaba estudios histoldgicos de tejidos hepaticos con dafio
isquémico. Las células observadas finalizaban convertidas en pequeias masas
de citoplasma, que contenian organulos sin degradar y fragmentos de
cromatina nuclear condensada. Estos corpusculos eran fagocitados por los
hepatocitos que las rodeaban o por fagocitos mononucleares. Mediante
histoquimica, se comprobd que tanto los lisosomas como las mitocondrias y los
ribosomas de dichas células permanecian intactos, sin sufrir la degradacién que

se observaba en las células que sufrian necrosis (Kerr, 1965).

Mediante la observacion de estos tejidos por microscopia electronica se
pudo visualizar la integridad de los organulos y de la membrana plasmatica de
la célula y se descubrid que los corpusculos eran generados a partir de una
condensacion previa de la célula, seguida de una rapida emision de
pseudépodos en la superficie de ésta (Kerr, 1971). Se encontr6 que este
proceso también ocurria de forma espontanea en tumores malignos. Asimismo,
se observd que en carcinomas de piel, este tipo de muerte se veia

incrementado como una respuesta a la radioterapia (Kerr y Searle, 1972).

Posteriormente, se descubri6 que este proceso era regulado por
hormonas en tejidos sujetos a un control endocrino, como por ejemplo, la
corteza adrenal (Wyllie et al., 1973). Se observd que la regresion de algunos

carcinomas de mama estaba asociada con una delecidn extensiva de células
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que se morian siguiendo este patrén de muerte celular (Kerr et al., 1972). Por
otra parte, se comprobd que este tipo de muerte celular también se producia
durante el desarrollo de la espina dorsal en los fetos de rata (Crawford et al.,
1972). Estas observaciones, asi como otras realizadas previamente,
demostraron que este proceso diferia de la muerte celular por necrosis y le fue

asignado el nombre de apoptosis para diferenciarla.

Uno de los primeros organismos utilizados para el estudio del proceso de
apoptosis fue el nematodo C. elegans, en el cual las apoptosis producidas son
invariables, produciéndose siempre en determinados puntos del linaje celular
(Horvitz, 1999). En Ila apoptosis se pueden distinguir cuatro etapas
diferenciadas: la eleccién del destino de la célula entre sobrevivir o morir, el
inicio de la muerte celular en la célula destinada a sufrir apoptosis, la fagocitosis
de la célula apoptética por una célula vecina y finalmente, la degradacion de la

célula apoptdtica dentro de la célula fagocitaria.

La apoptosis es un mecanismo homeostatico del organismo que permite
controlar las poblaciones celulares en los tejidos y que se produce de forma
natural durante el desarrollo y el envejecimiento. Adicionalmente, este proceso
puede actuar como un mecanismo de defensa si las células son dafiadas por
una enfermedad o por agentes nocivos. Numerosos estimulos, tanto fisiolégicos
como patologicos pueden inducir a la apoptosis, aunque no todas las células
mueren en respuesta a los mismos estimulos. Estos estimulos pueden ser de
diferentes tipos: hormonas, ligandos especificos, radiaciones, quimioterapia,
etc. (revisado por Elmore, 2007). El que una célula muera por apoptosis o por
necrosis, puede depender de la naturaleza o el grado de intensidad de dicho
estimulo, del tipo de tejido y su estadio de desarrollo, de la disponibilidad celular
de energia o de los niveles de caspasas celulares, entre otros factores (Zeiss,
2003). Mientras que la necrosis es un proceso incontrolado y no dependiente de
energia, que puede afectar a grandes cantidades de células, la apoptosis es un

proceso controlado y dependiente de energia, que suele producirse en células
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individuales. Como se ilustra en la Figura 1.13, durante la necrosis se aumenta
el volumen de la célula, se fragmentan los organulos celulares, se rompe el
nucleo (“karyolysis”) y se pierde la integridad de las membranas, con lo cual los
componentes celulares son liberados al espacio intersticial, enviando senales
quimiotacticas que activan el proceso de inflamacion. En cambio, en la
apoptosis se reduce el volumen celular, condensandose el citoplasma y
empaquetandose los organulos celulares, se fragmenta el nucleo (“karyorhexis”)

y se condensa la cromatina (“pyknosis”) (Majno y Joris, 1995).

O NUCLEO € oreAnuLOS £y CONDENSACION
eb CELULARES #  DE LA CROMATINA

Figura 1.13. Diferencias entre necrosis y apoptosis. La figura ilustra las
diferencias entre ambos procesos, de forma que en la necrosis se produce un
aumento del volumen celular, la fragmentacién de los organulos celulares y la
rotura de las membranas, tanto plasmatica como nuclear. Por el contrario,
durante la apoptosis, el volumen de la célula disminuye, se empaquetan los
organulos celulares y se condensa la cromatina, fragmentandose posteriormente
el nucleo y la célula en diferentes cuerpos apoptaticos.
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En la apoptosis, la integridad de los organulos, asi como la de la
membrana plasmatica se mantiene hasta el final. La membrana plasmatica
sufre una vesiculizacion y emite pseudopodos en su superficie, produciéndose
la fragmentacién de la célula apoptética en diversos cuerpos apoptéticos. Estos
normalmente constan de un citoplasma con organulos comprimidos y en
ocasiones, un fragmento nuclear. Los cuerpos apoptéticos son fagocitados por
los macrofagos, células parenquimales o células neoplasicas y degradados en
los fagolisosomas. La apoptosis no conlleva una reaccién inflamatoria asociada
debido a que las células apoptoticas no liberan sus componentes al medio
intersticial, y son rapidamente fagocitadas por las células que las rodean,
evitando de esta manera que se produzca una necrosis secundaria (Majno y
Joris, 1995).

Tradicionalmente, la apoptosis se ha considerado un proceso
irreversible. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la fagocitosis
de células apoptéticas podria también influir en el proceso apoptotico. En
mamiferos se descubrié que la eliminacién de macréfagos en una parte del ojo
de la rata permitia la supervivencia de células endoteliales vasculares que
normalmente sufren apoptosis (Diez-Roux y Lang, 1997). Ademas, algunas
células, en las cuales se habia inducido apoptosis mediada por p53, pero que
se encontraban en los estadios iniciales de la apoptosis, podian ser rescatadas
de la muerte por apoptosis, si el estimulo que la habia inducido era eliminado
(Geske et al., 2001). En embriones de C. elegans, se observé que al bloquear
genes de la fagocitosis se favorecia la supervivencia de células sobre las que
actuaban sefales pro-apoptéticas débiles (Hoeppner et al., 2001). Asimismo, en
C. elegans, se comprobd que mutaciones en genes de la fagocitosis, permitian
la supervivencia y la diferenciacion de células que estaban destinadas a morir
por apoptosis (Reddien et al., 2001). Estos resultados sugieren que las
proteinas que median la eliminacién de los cuerpos apoptdticos también pueden

estar activando la muerte celular, asegurandose de que aquellas células que
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comienzan la apoptosis mueran definitivamente, en vez de que puedan

recuperarse tras los primeros estadios de la apoptosis y sobrevivir.

2.2. Rutas que conducen a la apoptosis

Inicialmente, en las células apoptdticas se expresan varios marcadores
que son reconocidos por las células fagocitarias. Por ejemplo, se produce un
movimiento de la fosfatidilserina desde el interior de la membrana plasmatica
que es donde normalmente se localiza, a la parte exterior de la misma (Bratton
et al., 1997; Gazulli et al., 2008). Existen diferentes rutas implicadas en el
proceso de apoptosis: la ruta extrinseca mediada por un receptor de muerte, la
ruta intrinseca o mitocondrial, la apoptosis mediada por la perforina, por las

granzimas Ay B, y por células T citotdxicas.

La ruta extrinseca es iniciada por la interaccion de un ligando con un
receptor transmembranal de la familia de los receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF). Los receptores de esta familia contienen dominios extracelulares
ricos en cisteina y tienen un dominio citoplasmatico de unos 80 aminoacidos,
denominado el “dominio de muerte” (“death domain”), que es el que transmite la
sefal apoptaotica al interior de la célula. Algunos de los ligandos y receptores de
muerte son: FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5

(revisado por Elmore, 2007).

A diferencia de la ruta extrinseca, la ruta intrinseca no conlleva la
participacion de un receptor de membrana, sino que diversos estimulos
provocan una serie de sefiales intracelulares, que concluyen en cambios en la
membrana mitocondrial y la liberacidon de factores pro-apoptéticos desde el

espacio intermembranal de la mitocondria al citosol (Saelens et al., 2004).
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Por otra parte, los linfocitos T citotdxicos son capaces de provocar la
apoptosis en células tumorales y en células infectadas por virus a través de la
secrecion de una molécula denominada perforina que genera poros en la
membrana citoplasmatica de la célula diana. Entonces segregan unos granulos
citoplasmaticos que son introducidos a través de esos poros y los cuales
contienen las serin proteasas granzima A y granzima B (Trapani y Smyth,
2002).

Tanto la ruta extrinseca, como la intrinseca y la generada por la
granzima B confluyen en la activacion de la caspasa-3 y provoca la
fragmentacion del DNA, la degradacion de proteinas celulares, la formacion de
puentes entre proteinas (“cross-linking”), la generacién de cuerpos apoptoticos
y la expresion de ligandos para los receptores de las células fagocitarias
(revisado por Hengartner, 2000). Por el contrario, la ruta mediada por la
granzima A activa una ruta independiente de caspasas y provoca un dafo en el
DNA de cadena sencilla (Martinvalet et al., 2005).

La mayoria de los cambios morfologicos que ocurren en una célula
apoptotica son debidos a la activacion especifica de las caspasas. Las
caspasas son una serie de cistein-proteasas que han sido conservadas a lo
largo de la evolucion, desde nematodos e insectos hasta humanos (revisado
por Bergmann y Steller, 2010). En mamiferos han sido identificadas alrededor
de 14 caspasas, siendo las principales las caspasas iniciadoras (caspasa-2, -8,
-9 y -10), las ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7) y las caspasas inflamatorias
(caspasa-1, -4 y -5) (Cohen, 1997; Rai et al., 2005). Tanto la ruta extrinseca
como la intrinseca confluyen en la activacion de las caspasas ejecutoras, las
cuales activan las endonucleasas citoplasmaticas, que degradan el material
nuclear, y las proteasas, que degradan las proteinas citoesqueléticas y
nucleares. La principal caspasa ejecutora es la caspasa-3, que puede ser
activada por cualquiera de las caspasas iniciadoras (caspasa-8, -9 o -10)

(revisado por Elmore, 2007).
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Todas las caspasas poseen una cisteina en el sitio activo y degradan a
sus sustratos en sitios de restriccion en los que se encuentra un residuo de
acido aspartico, estando determinada su especificidad por los cuatro residuos
anteriores al sitio de corte. Las caspasas pueden actuar bien inactivando su
sustrato, mediante protedlisis del mismo o desensamblando su estructura, si se
trata de un complejo multiproteico; o bien activandolo, por eliminacion de una
subunidad inhibidora del mismo u otros mecanismos (revisado por Hengartner,
2000).

Un ejemplo de la activacion por caspasas es el de la nucleasa
denominada DNasa activada por caspasas (Caspase-activated DNase o CAD).
Esta nucleasa degrada el DNA gendmico de la célula apoptdtica, cortandolo
entre sus nucleosomas y formando la “escalera de DNA” caracteristica de la
apoptosis, la cual posee bandas con un tamafio multiplo de aproximadamente
180 bp, y puede ser visualizada mediante electroforesis en gel de agarosa
(Wyllie, 1980). Dicha nucleasa se encuentra formando un complejo inactivo en
asociacion con una subunidad inhibitoria, denominada ICAD. La activacion de
CAD ocurre cuando la caspasa-3 degrada la subunidad inhibidora de este
complejo, liberandose la subunidad catalitica activa (Sakahira et al., 1998;
Nagata, 2000).

En otros procesos que se desarrollan durante la apoptosis también
intervienen las caspasas, siendo las responsables de la lisis de la lamina
nuclear, que debe producirse para que el nucleo reduzca su volumen durante la
apoptosis, asi como de la rotura de algunas proteinas citoesqueléticas, como
por ejemplo, la gelsolina o la fodrina (Slee et al., 2001). La gelsolina actia como
un nucleo para la polimeracion de actina y también se une al fosfatidilinositol-
bifosfato, interviniendo en la transduccioén de sefales. La caspasa-3, al partir la
proteina gelsolina, genera la rotura de los filamentos de actina; de manera que
se provoca una interrupcion del citoesqueleto, del transporte intracelular, de la

division celular y de la transduccion de la sefial (Kothakota et al., 1997).
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Figura 1.14. Activacion de la caspasa-3 por medio de un receptor
de muerte. Al interaccionar un ligando (fosfatidilserina, por ejemplo)
con un receptor de muerte, éste forma el complejo DISC junto con la
proteina FADD y varias moléculas de la procaspasa-8, la cual es
activada por proximidad. Una vez activa, la caspasa-8 activara

mediante protedlisis a las caspasas ejecutoras (caspasas-3, -6 y -7).
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Las caspasas son sintetizadas como zimogenos inactivos
enzimaticamente, los cuales poseen tres dominios: un prodominio N-terminal, y
los dominios p20 y p10, que también estan presentes en la enzima activa. La
enzima activa es un heterotetramero que contiene dos heterodimeros p20/p10 y
dos sitios activos. Las interacciones con proteinas se producen en el
prodominio N-terminal, el cual contiene dos tipos de motivos de interaccion
proteina-proteina: dominio DED (death effector domain o dominio de efectores
de muerte) y el dominio CARD (caspase activation and recruitment domain o

dominio de reclutamiento y activacion de caspasas) (Degterev et al., 2003).

La activacion de las caspasas puede llevarse a cabo principalmente

mediante tres mecanismos generales:

a) la mayoria de las caspasas son activadas mediante protedlisis del
zimogeno entre los dominios p20 y p10 y entre el prodominio y el dominio p20.
Como todos los sitios de corte son del tipo Asp-Xxx existe la posibilidad de
activacion autocatalitica. De hecho, la forma mas sencilla de activacion consiste
en que una caspasa activada corta una procaspasa activandola, como se
observa en la Figura 1.14 (pagina anterior). Esta cascada de caspasas es la
responsable de la activacion de las caspasas ejecutoras, las caspasas-3, -6 y
-7, y permite amplificar enormemente la sefal pro-apoptética (Budihardjo et al.,
1999).

b) mediante autoactivacion por agregacién de varias moléculas de
procaspasas. Es el caso de la caspasa-8, que es la caspasa iniciadora del
proceso en la ruta de senalizacion iniciada por un receptor de muerte. Cuando
un ligando se une a un receptor de muerte, el receptor forma unos complejos de
sefalizacion que reclutan proteinas adaptadoras, como por ejemplo la proteina
FADD. La proteina FADD se asocia a la procaspasa-8 y se forma el complejo
de senalizacion inductor de muerte (DISC, death-inducing signaling complex),

que provoca la activacién auto-catalitica de las moléculas de procaspasa-8 por
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proximidad (Muzio et al., 1998; Salvesen y Riedl, 2009). La Figura 1.14 recoge
un esquema de dicha activacion. Esta forma de activaciéon es la misma que

ocurre en C. elegans para activar la caspasa CED-3 (Yang et al., 1998).

C) gracias a la interaccion con un subunidad reguladora. Por ejemplo, la
procaspasa-9 se activa mediante la interaccion con el cofactor de activacion,
Apaf-1. Este cofactor es en realidad una subunidad reguladora del apoptosoma,
que es un complejo que contiene la caspasa-9, la subunidad Apaf-1, y otras
proteinas adicionales, como por ejemplo, el citocromo C (Budihardjo et al.,
1999).

La ruta intrinseca puede ser activada por diferentes sefales
intracelulares, que pueden ser tanto positivas como negativas. Las sefales
negativas pueden ser la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas
y citocinas, que pueden generar un fallo en la supresion de la muerte celular,
induciendo por tanto la apoptosis. Los estimulos de caracter positivo pueden ser
radiaciones, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales, radicales libres,
etc. Todos estos estimulos provocan cambios en la membrana mitocondrial
interna, generando la pérdida del potencial transmembranal de la mitocondria,
aumentando la permeabilidad de la membrana y liberando proteinas pro-
apoptoticas que se encuentran normalmente secuestradas en el interior del
espacio intermembranal (Saelens et al., 2004, revisado por Elmore, 2007).
Estas proteinas pueden ser de dos grupos: el primer grupo consiste en el
citocromo C, Smac/DIABLO vy la serin proteasa HtrA2/Omi. Como fue descrito
anteriormente, el citocromo C activa la proteina Apaf-1 y la procaspasa-9,
formando el complejo denominado apoptosoma (Hill et al., 2004). Las caspasas
pueden ser inhibidas por las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs), las
cuales pueden unirse a las caspasas inactivandolas. Se cree que estas
proteinas actuan regulando las rutas apoptoéticas, de forma que si en una célula
se activasen de manera accidental un pequefio numero de caspasas, las IAPs

pudiesen inhibir dicha activacion. A su vez, estas proteinas IAP pueden ser
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antagonizadas por otras proteinas, como por ejemplo los factores pro-
apoptoticos Smac/DIABLO o HtrA2/Omi. De forma que cuando se produce la
apoptosis, Smac/DIABLO es liberado al citosol, secuestrando las proteinas IAP
y asegurandose que estas proteinas no inhiben el programa apoptético

(Schimmer, 2004; revisado por Dubrez-Daloz et al., 2008).

El segundo grupo de proteinas pro-apoptoticas que pueden ser liberadas
de la mitocondria son: AlF, endonucleasa G y CAD. El factor AIF se transloca al
nucleo y provoca la fragmentacién del DNA y la condensacion de la cromatina
nuclear periférica. La endonucleasa G también se dirige al nucleo y degrada la
cromatina nuclear en fragmentos de DNA. Tanto AIF como la endonucleasa G
no son dependientes de las caspasas. En cambio, CAD es activado por la
caspasa-3 y genera la fragmentacion del DNA y una condensacion de la

cromatina mas pronunciada (Li et al., 2001; Widlak y Garrard, 2005).

La regulacion de la ruta intrinseca estd mediada por proteinas de la
familia Bcl-2. La familia de proteinas Bcl-2 esta dividida en tres grupos: los
miembros del grupo | poseen actividad anti-apoptotica, mientras que los
miembros de los grupos Il y lll tienen una actividad pro-apoptotica. Las
proteinas anti-apoptéticas son Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, y las
proteinas pro-apoptéticas son Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk. Estas
proteinas pueden formar homodimeros, pero también heterodimeros, entre
miembros pro- y anti-apoptéticos (Cory y Adams, 2002). La funcién principal de
los miembros de la familia Bcl-2 es la de regular la liberacion de los factores
pro-apoptéticos del compartimento intermembranal de la mitocondria al citosol,
alterando la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Cory y Adams, 2002;
Cory et al., 2003). En C. elegans, la proteina CED-9, que es un homdlogo del
Bcl-2 anti-apoptoético, protege a las células de la apoptosis secuestrando a la

proteina CED-4, el homdlogo de Apaf-1 (Metzstein et al., 1988).
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2.3. La apoptosis a nivel fisiolégico y a nivel patolégico

A nivel fisioldgico, la apoptosis es un mecanismo muy importante durante
el desarrollo. Por ejemplo, tanto el sistema nervioso como el sistema inmune
son generados mediante una sobreproduccion de células, seguida de una
apoptosis especifica de aquellas células que no son capaces de establecer las
conexiones sinapticas adecuadas o que no contienen el antigeno correcto,
respectivamente. La apoptosis también permite eliminar células con capacidad
autoinmune, durante la maduracion del timo o la médula ésea, o de los tejidos
periféricos (Nijhawan et al., 2000; Opferman y Korsmeyer, 2003), y células que
han sido infectadas por patdégenos. Asimismo, durante la cicatrizaciéon de
heridas, si se produce una incorrecta regulacién de la apoptosis que permita
retirar las células inflamatorias, se podria generar una cicatrizacién excesiva y
fibrosis (Greenhalgh, 1998).

Por otra parte, la apoptosis permite el remodelamiento de tejidos y
organos en el adulto, por ejemplo, la involucion de la glandula mamaria una vez
se ha finalizado la lactancia (Lund et al., 1996). Durante el envejecimiento,
algunas células se deterioran mas rapido y deben ser eliminadas mediante
apoptosis. El estrés oxidativo genera la acumulacién de radicales libres que
dafian el DNA mitocondrial, provocando una apoptosis fisiopatolégica inducida

por el envejecimiento (Ozawa, 1995; Le Gall y Ardaillou, 2009).

Aparte de su papel fisioldgico, una incorrecta regulacion de la apoptosis
puede conducir a diversas patologias: cancer, enfermedades autoinmunes,
SIDA, isquemia, enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer,
enfermedad de Huntington), etc. El cancer se produce cuando existe una
proliferacion celular excesiva o una disminucion de la muerte celular. Las
células tumorales pueden adquirir resistencia a la apoptosis mediante la
expresion de proteinas anti-apoptéticas, como por ejemplo Bcl-2, o mediante la

mutacion de proteinas pro-apoptoéticas, como Bax (revisado por Elmore, 2007).
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En humanos, algunos linfomas de células B, tienen una sobreexpresiéon
de Bcl-2 (Vaux et al., 1988). Las células tumorales también pueden suprimir la
apoptosis evadiendo la respuesta inmune. Algunas células evitan que las
células T las destruyan, disminuyendo la respuesta del receptor Fas al ligando
Fas producido por las células T. Esto lo pueden conseguir disminuyendo la
expresion del receptor Fas en las células tumorales, expresando un receptor
Fas andmalo, segregando altos niveles de una forma de receptor Fas soluble
que secuestre el ligando Fas o expresando ligando Fas en la superficie de las

células tumorales (Smyth et al., 2001).

La expresion de Bcl-2 y de Bax esta regulada por el gen supresor de
tumores p53, el cual es el gen que se encuentra mutado con mayor frecuencia
en los canceres humanos (Miyashita, 1994). Dicho gen es capaz de activar las
proteinas reparadoras de DNA, de detener el ciclo celular en el punto de
regulacion G1/S si se comprueba que existe dafio en el DNA y de iniciar la
apoptosis si el dafio en el DNA es irreparable (Pientenpol y Stewart, 2002). Si
p53 esta mutado, la supresion tumoral se encuentra enormemente reducida. El
gen p53 puede ser dafiado por radiacion, virus (como el papilomavirus) o
agentes quimicos. Aquellas personas que heredan unicamente una copia
funcional de p53 probablemente desarrollaran el sindrome de Li-Fraumeni, que

se caracteriza por el desarrollo de tumores en la fase adulta (Gu et al., 2001).

Otras enfermedades provocadas por una reduccion en la apoptosis son
las enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, si existe una produccidén excesiva
de células B o una apoptosis insuficiente de las células T que reaccionan frente
a auto-antigenos, se produce una enfermedad autoinmune, caracterizada por
anemia hemolitica, trombocitopenia y neutropenia autoinmunitarias (revisado
por Nagata, 2010). Por el contrario, una apoptosis excesiva también puede
generar otras enfermedades, como por ejemplo enfermedades autoinmunes,
neurodegenerativas o dafo isquémico. Un caso de este tipo es el SIDA, una

enfermedad autoinmune provocada por la infeccion de las células CD4+ T por el
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virus VIH. El virus lleva a cabo un aumento de la expresion del receptor Fas en
la célula T infectada, resultando en una excesiva apoptosis de las células T, que

conduce a una deficiencia inmunitaria (Dianzani et al., 2003).

En este contexto se encuentra la enfermedad de Alzheimer, que es una
enfermedad neurodegenerativa y esta causada por mutaciones en diversas
proteinas, como la proteina precursora amiloide (APP) y las presenilinas. Las
presenilinas regulan el procesamiento de APP en amiloide B. En el Alzheimer,
se producen placas de amiloide B que son neurotdxicas e inducen la apoptosis
por estrés oxidativo o aumento de la expresion del ligando Fas en neuronas y
en células de la glia (Ethell y Buhler, 2003).

La enfermedad de Parkinson consiste en un desorden crénico y
degenerativo, caracterizado por una apoptosis a gran escala de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra del mesencéfalo. Esta muerte neuronal
provoca una pérdida progresiva de la capacidad de coordinar los movimientos,
de manera que los pacientes sufren rigidez muscular, temblor de reposo y
lentitud en la iniciacidn de los movimientos. Se ha identificado al oncogén p53
como una de las proteinas mas importantes en la etiologia de dicha enfermedad
(Alves da Costa C. y Checler F., 2011).

Otra enfermedad neurodegenerativa en la cual existe un aumento del
numero de apoptosis es la enfermedad de Huntington. Esta enfermedad esta
caracterizada por movimientos hipercinéticos involuntarios, incapacidad para
controlar los movimientos voluntarios y una disminucién de la capacidad
cognitiva. Los pacientes con esta enfermedad poseen una version mutada del
gen huntingtina, la cual contiene una repeticion exagerada del triplete CAG en
el primer exon de dicho gen. Esta forma mutada del gen induce la activacién de
caspasas Y la apoptosis celular en diferentes regiones del cerebro, provocando

una neurodegeneracion (Nijhawan et al., 2000).
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En el daino isquémico existe igualmente una excesiva apoptosis de los
cardiomiocitos. Aparte de la necrosis, se ha detectado una sobreexpresién de
BAX en el tejido miocardico isquémico y las terapias que reducen la apoptosis
han demostrado tener éxito en la reduccion del dafo tisular durante la isquemia
(Hochhauser et al., 2003).

Dado que existen muchas enfermedades, como las anteriormente
mencionadas, caracterizadas por un exceso en el numero de apoptosis, las
terapias farmacoldgicas conducidas a inhibir artificialmente la apoptosis podrian
tener una aplicacién para el tratamiento de estos desordenes. (Nicholson,

2000). Algunas de estas terapias son:

- Estimulacion de las proteinas inhibidoras de la apoptosis.

- Inhibicién de las caspasas.

- Inhibicién de las proteinas Bcl-2.

- Estimulacion de la ruta PKB/Akt a través de la infusion del factor de
crecimiento similar a insulina (IGF-1 Insulin-like growth factor-1), que
promueve la supervivencia celular (Fujio et al., 2000).

- Inhibicién de Bax para prevenir la liberacion del citocromo C de la
mitocondria y proteger las células de la apoptosis por la via intrinseca
(Hochhauser et al., 2003).

- Inhibicién de la enzima convertidora de Interleukina-13, una cistein
proteasa denominada caspasa-1, que media la degradacién protéica
intracelular durante la apoptosis. Su inhibicion permite reducir la
interleukina-13 y tratar enfermedades inflamatorias, como la artritis
reumatoide (Le y Abbenante, 2005).
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2.4. El proceso de apoptosis en C. elegans

De las 1090 células que se generan durante el desarrollo somatico de un
C. elegans hermafrodita, 131 células se mueren por apoptosis (Sulston vy
Horvitz, 1977; Kimble y Hirsh, 1979; Sulston et al., 1983). En C. elegans existen
dos tipos diferenciados de apoptosis: aquellas producidas durante el desarrollo
embrionario y post-embrionario, y aquellas producidas en la linea germinal de la
gonada del hermafrodita adulto (Sulston y Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983;
Gumienny et al.,, 1999). Dado que el linaje celular de C. elegans es
esencialmente invariable entre individuos, es posible establecer la identidad de
las células apoptoticas, asi como el momento en el desarrollo del organismo en
el que se mueren dichas células (Sulston et al., 1983). La mayor parte de las
células apoptdticas son neuronas u otras células asociadas al sistema nervioso,
aunque también mueren por apoptosis algunas células hipodérmicas. De las
células mesodérmicas (células musculares, células de la faringe...) tan s6lo un
pequefio numero de ellas sufre apoptosis y ninguna célula intestinal muere en
C. elegans. De las 131 células que sufren apoptosis durante el desarrollo de C.
elegans, 113 células se mueren durante la embriogénesis (Sulston et al., 1983).
Hay una segunda ronda de apoptosis durante las divisiones de los neuroblastos
en el segundo estadio larvario (L2). Posteriormente, en los hermafroditas no se
observan mas muertes celulares por apoptosis en el tejido somatico. Sin
embargo, en los machos existen varias muertes celulares programadas durante
el cuarto estadio larvario (L4). Ademas de las muertes por apoptosis en el
desarrollo somatico, un gran numero de células sufren apoptosis en la linea

germinal del hermafrodita adulto (revisado por Hengartner, C. elegans I, 1997).

Los primeros cambios morfolégicos que pueden ser observados
mediante microscopia Nomarski en una célula que inicia la apoptosis son una
disminucién en la refractividad del citoplasma, seguida de una pérdida en la
textura y un aumento en la refractividad del nucleo. Seguidamente, tanto el

citoplasma como el nucleo de la célula apoptética se vuelven altamente
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refractiles, convirtiéndose la célula apoptética en un punto redondo y plano,
observable al microscopio (Sulston y Horvitz, 1977). Este disco refractil ira
desapareciendo gradualmente cuando la célula vecina fagocite a la apoptotica.
Las células apoptoticas se caracterizan por una condensacion temprana de la
cromatina del nucleo y una reduccién del volumen celular. Los organulos
citosolicos tienen una apariencia normal hasta que el proceso de apoptosis esta
muy avanzado. Al final de la apoptosis, la célula apoptotica se acaba
fragmentando en varias vesiculas y las vacuolas autofagicas que aparecen en
el citoplasma de la célula fagocitaria digieren estos fragmentos eliminando
completamente la célula apoptdética (Robertson y Thomson, 1982; Hedgecock
et al., 1983; Ellis et al., 1991).

Los escrutinios genéticos realizados en C. elegans han permitido aislar
alrededor de 100 mutaciones que pueden afectar al proceso biologico de la
apoptosis, entre las cuales mas de una docena de genes estan implicados
directamente en alguna de las fases de la apoptosis y la degradaciéon de
cuerpos apoptéticos (Hedgecock et al., 1983; Ellis y Horvitz, 1986; Ellis et al.,
1991; Hengartner et al., 1992; Horvitz, 1999). Existen tres genes que son
promotores de la apoptosis, egl-1, ced-3 y ced-4; mientras que el gen ced-9
protege a las células de la apoptosis durante el desarrollo de C. elegans
(Hengartner et al., 1992).

El gen ced-3 codifica una proteina que presenta una homologia
significativa con la enzima convertidora de interleukina-13 o caspasa-1,
presente en mamiferos (Yuan et al., 1993). Dicho gen fue identificado al realizar
un escrutinio genético que permitiese encontrar mutantes que fueran capaces
de eliminar la acumulacion de cuerpos apoptoticos que se producia en
mutantes ced-1, los cuales eran incapaces de fagocitar las células apoptaticas
(Ellis y Horvitz, 1986). Posteriormente, se demostrd que en los mutantes ced-1,
no se acumulaban cuerpos apoptoéticos si estaba mutado ced-3, debido a que el

proceso de apoptosis no habia comenzado, ya que ced-3 actua como un

42



Introduccién

iniciador de la apoptosis celular (revisado por Yuan y Horvitz, 2004). La funcion
de CED-3 como promotora de la apoptosis esta correlacionada con su actividad
como proteasa (Xue y Horvitz, 1995). Al igual que otras caspasas, CED-3 es
sintetizada como una proenzima que se activa proteoliticamente convirtiéndose
en una proteasa (Xue et al., 1996). La sobreexpresiéon de CED-3 induce la

muerte celular por apoptosis en células de mamiferos (Wang et al., 1994).

Asimismo, se descubrié que existia otro gen, que también regulaba el
comienzo del mecanismo de apoptosis. El gen ced-4 produce una proteina de
549 aminoacidos, que contiene dos regiones con homologia de dominios de
union al calcio (Yuan y Horvitz, 1992). Esta proteina guarda similitud con el
factor humano Apaf-1, que activa la caspasa-9, conteniendo ambas un dominio
de reclutamiento de caspasas (dominio CARD) y de unién a nucleétidos (Yuan
y Horvitz, 1992; Zou et al., 1997; Zou et al.,, 1999). La proteina CED-4 se
expresa con mayor abundancia en embriones, sin embargo, esta presente en
todos los estadios del desarrollo y su expresion no se restringe Unicamente a
las células apoptéticas (Yuan y Horvitz, 1992; Hengartner et al. 1992). El mMRNA
de ced-4 tiene un procesamiento alternativo, de forma que existen al menos dos
isoformas de la proteina CED-4: una proteina mas grande (CED-4,) y otra mas
pequefia (CED-4s). Mientras que la isoforma mas pequefa (CED-4s) tiene un
efecto pro-apoptético, una sobreexpresion de la isoforma de mayor tamano

(CED-4),) previene la muerte celular (Shaham y Horvitz, 1996).

Los genes ced-3 y ced-4 son esenciales para la muerte celular
programada en C. elegans. Para ambos genes se ha visto una clara
correlaccion entre la pérdida de la funcién del gen y la supervivencia de células
que estaban destinadas a morir por apoptosis, ya que aquellas mutaciones que
inactivan completamente uno de estos dos genes previenen que se produzca
cualquier apoptosis (revisado por Yuan y Horvitz, 2004). La realizaciéon de
analisis de mosaico indica que los genes ced-3 y ced-4 probablemente son

activados dentro de la célula apoptotica de una manera autéonoma (Yuan and
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Horvitz, 1990). Las mutaciones débiles de estos genes, por ejemplo ced-3
(n2438) y ced-4 (n2273), provocan una supresion parcial de la apoptosis, de
forma que solo una parte de las células sobrevive (revisado por Hengartner, C.
elegans Il, 1997).

Dado que los mutantes ced-3 y ced-4 previenen la muerte celular, los
individuos tienen un 12% mas de células somaticas que en un silvestre. Sin
embargo, este aumento en el numero de células no conlleva anormalidades en
el comportamiento o morfolégicas evidentes, unicamente tienen un crecimiento
mas lento, una fertilidad ligeramente reducida y algunos defectos en tareas
complejas, como por ejemplo la quimiotaxis (Ellis et al., 1991). El destino de
estas células que no sufren la apoptosis en los mutantes de ced-3 y ced-4 suele
ser el de sus células hermanas, aunque algunas veces adoptan el destino de
células de anteriores generaciones o de células que tienen posiciones

equivalentes en otros linajes celulares (Ellis y Horvitz, 1986).

Niveles altos de ced-3 pueden suplir la ausencia de ced-4, sin embargo,
ced-4 es dependiente de ced-3, ya que si ced-3 no actua correctamente, ced-4
no puede promover la apoptosis. Altos niveles de ced-3 o ced-4 pueden
sobrepasar la accion protectora de ced-9 sobre la apoptosis (Shaham y Horvitz,
1996). El gen ced-9 es un regulador negativo de la apoptosis en C. elegans
(Hengartner et al., 1992). La sobreexpresién de ced-9 induce la supervivencia
de aquellas células destinadas a sufrir apoptosis, provocando un fenotipo
similar al de los mutantes de ced-3 o ced-4. Por el contrario, en aquellos
mutantes en los cuales ced-9 no es funcional, se activa de forma anormal la
muerte celular programada, de forma que muchas células que en un silvestre
sobreviven, en estos mutantes se mueren por apoptosis (Hengartner y Horvitz,
1994a). En los mutantes homocigéticos para ced-9 que proceden de madres
heterocigéticas para ced-9 (mutantes F1), el aporte materno de ced-9 protege a
la mayoria de las células embrionarias de la muerte por apoptosis. Sin

embargo, al desarrollarse el embrion, el aporte materno de ced-9 disminuye,
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produciéndose muertes ectopicas en varias de sus células, especialmente en
las ceélulas germinales y en las neuronas. Estas muertes provocan varios
defectos, incluyendo un fenotipo wunc, con movimiento incoordinado, y
esterilidad, en mutantes con mayor penetrancia (Hengartner et al., 1992). Las
mutaciones en los genes ced-3 y ced-4 son capaces de bloquear las muertes
ectodpicas y la letalidad presentes en los mutantes de ced-9, ya que ced-9 actua
anteriormente a ced-3 y ced-4. Normalmente, ced-9 previene la muerte celular

antagonizando las funciones de ced-3 y ced-4 (Hengartner et al., 1992).

El gen ced-9 codifica una proteina de 280 aminoacidos que guarda
similitud estructural y a nivel de secuencia con el proto-oncogén de mamiferos
Bcl-2 (Hengartner and Horvitz, 1994b). Estas dos proteinas también guardan
similitud a nivel funcional, ya que en ambos casos, la sobreexpresion de la
proteina consigue proteger de la muerte celular, mientras que una pérdida de su
funcidén hace que las células sean mas sensibles a la apoptosis (Reed, 1994;
Adams y Cory, 2001). Ademas, el gen humano Bcl-2 puede prevenir la muerte
celular programada en C. elegans e incluso sustituir a ced-9 en animales

deficientes en dicho gen (Hengartner y Horvitz, 1994b).

Entre mamiferos y nematodos existe una conservacion tanto estructural
como funcional de las proteinas que controlan la ruta apoptética, por ejemplo:
Bcl-2/ced-9 e ICE/ced-3. Esto sugiere que los mamiferos y nematodos
comparten una ruta molecular comun que controla la muerte celular
programada, que ha sido conservada a lo largo de la evolucion (revisado por
Schwartz y Osborne, 1994).

El gen egl-1 codifica una pequena proteina que contiene un motivo
estructural BH3 (Region 3 de homologia con Bcl-2), el cual habitualmente esta
presente en los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2 y que actua como
dominio de uniéon a miembros anti-apoptéticos Bcl-2 (Conradt y Horvitz, 1998;

Bouillet y Strasser, 2002). Diferentes analisis bioquimicos y celulares realizados

45



Introduccion

han permitido establecer un modelo bioquimico de interaccion entre las
proteinas EGL-1, CED-9, CED-4 y CED-3. En la célula que sobrevive, CED-9
mantiene inactivada a la proteina CED-4, formando un complejo que se localiza
en la mitocondria (Chinnaiyan et al., 1997; Chen et al., 2000). La expresion de
egl-1 provoca la disociacion del complejo entre CED-9 y CED-4, liberandose la
proteina CED-4 que es translocada desde la mitocondria hasta la membrana
perinuclear (del Peso et al., 1998; Yan et al.,, 2004). Esta translocacién
promueve la oligomerizacion de CED-4 y atrae proenzimas de CED-3, que se
activaran autocataliticamente (Yang et al., 1998). La proteina CED-9 es sustrato
de la proteina CED-3, y no so6lo actua como inhibidor de la apoptosis,
secuestrando a la proteina CED-4 en la mitocondria, sino que también actua
como un inhibidor competitivo de CED-3 (Xue y Horvitz, 1997). La Figura 1.15

representa un esquema de la interaccion proteica entre dichas proteinas.

CED-4

CED-4

i CED-4 CED-4
CED-4 EGL-1 CED-3  cp4 CED-4
S EGL-1
z
% —_—
mitocondria mitocondria CED-3 CED-3 “

CED-3
ACTIVADA

Figura 1.15. Esquema de la activacion de la proteina CED-3 inducida por
EGL-1. La proteina EGL-1 provoca una disociacion del complejo formado por
CED-9 y CED-4, liberandose la proteina CED-4. Se forma una oligomerizacién de
varias proteinas CED-4, que interaccionan con moléculas inactivas de la proteina
CED-3. Estas al interaccionar entre si se activan autocataliticamente.

En aquellas células destinadas a sobrevivir, la actividad de EGL-1 es
baja o inexistente, mientras que en las 131 células destinadas a morir por

apoptosis durante el desarrollo de C. elegans, la expresion del gen egl-1 esta
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incrementada, de manera que se inhibe la funcién de CED-9 y se activan
CED-4 y CED-3, iniciando el proceso apoptoético. La actividad de EGL-1 esta
regulada a nivel de la transcripcién, de forma que existen diferentes reguladores

transcripcionales que controlan su expresion (Conradt y Horvitz, 1999).

Al contrario que en otros organismos, en los cuales la apoptosis es
inducida por células vecinas o bien por sefales extracelulares, en C. elegans
las apoptosis que ocurren durante su desarrollo son autébnomas, es decir el
destino celular de dicha célula esta predeterminado desde su nacimiento para
que acabe muriendo por apoptosis (Sulston y White, 1980). Sin embargo, en la
linea germinal de C. elegans se ha comprobado que existen factores capaces
de activar la apoptosis de una manera no autonoma respecto a la célula
apoptética, como por ejemplo el factor kri-1, el cual regula la activacién de la

muerte celular dependiente de dafio genético (lto et al., 2010).

Cuando la célula inicia la apoptosis se producen diversos cambios
bioquimicos y morfolégicos dentro de ella, como la fragmentacién del DNA
cromosomico. En C. elegans se han identificado diversos genes implicados en
la degradacién del DNA nuclear durante la apoptosis, entre los cuales se
encuentran los genes: nuc-1 (nuc: “nuclease defective”), cps-6 (cps: “CED-3
protease suppressors”), wah-1 (wah: “worm AIF homologue”), los genes del crn-
1 al crn-6 (crn: “cell death related nucleases”) y cyp-13 (cyp: “cyclophilins®)
(Parrish and Xue, 2003; Wang et al., 2002; Wu et al., 2000). Una incorrecta
degradacion del DNA de la célula apoptética conduce ademas a defectos en la
fagocitosis de los cuerpos apoptéticos, indicando que la degradacion del DNA
es necesaria para llevar a cabo el proceso apoptético y promueve la eliminacion

de los cuerpos apoptéticos (Parrish y Xue, 2003).
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3. La fagocitosis y degradacidén de cuerpos apoptoéticos

3.1. Relevancia de los procesos

La fagocitosis es un proceso biolégico mediante el cual las células
eucariotas son capaces de internalizar particulas de un tamafio superior a
0,5um. Si las particulas son bacterias o levaduras seran internalizadas por
macrofagos, mientras que otros microorganismos suelen ser recubiertos por
anticuerpos o particulas del complemento, previamente a su internalizacién. La
fagocitosis de las células apoptéticas es uno de los tipos de fagocitosis mas

frecuentes (revisado por Kinchen y Ravichandran, 2008).

Durante el proceso de fagocitosis, generalmente cuando se une un
ligando soluble a un receptor, la membrana celular se invagina formando una
vesicula, que se escinde de la membrana plasmatica hacia el interior de la
célula. La vesicula que contiene la particula fagocitada se denomina fagosoma
y debe seguir un proceso de maduracién, que consiste en una acidificacion
progresiva, denominada maduracion del fagosoma (revisado por Kinchen y
Ravichandran, 2008). Durante esta maduracion, los fagosomas van adquiriendo
secuencialmente sobre su membrana diferentes proteinas y finalmente se
fusionan con lisosomas que acidifican aun mas su contenido (Luzio et al.,
2000). Durante la acidificacién del fagosoma la particula fagocitada se disocia
del receptor y el receptor puede ser reciclado de vuelta a la membrana. El
ligando que se unid al receptor podra ser, bien utilizado por la célula o bien

degradado (revisado por Maxfield y McGraw, 2004).

En el caso particular de la fagocitosis de células apoptéticas, éstas deben
ser marcadas mediante diferentes alteraciones celulares para poder ser
reconocidas y posteriormente fagocitadas, bien por células vecinas o bien por
células especializadas en la fagocitosis, como es el caso de los macrofagos o

células dentriticas (revisado por Kinchen y Ravichandran, 2008).
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Los defectos en la fagocitosis y degradacion de las células apoptoéticas
pueden conducir a diversas enfermedades, como la aterosclerosis o
enfermedades autoinmunes, como por ejemplo, el lupus eritematoso sistémico,
la poliartritis cronica o anemia grave (Kawane et al., 2006; revisado por Nagata
et al., 2010, revisado por Chekeni y Ravichandran, 2011). La eliminacién de las
células apoptéticas por las células dentriticas ha sido relacionada con el
establecimiento del mecanismo de tolerancia del sistema inmune (Tanaka et al.,
2010). Por tanto, la maduracion de los fagosomas resulta esencial para una
correcta homeostasis del sistema inmune, y para una respuesta adecuada del
sistema inmune, tanto a la flora bacteriana del cuerpo humano, como a
patdbgenos bacterianos externos. Ademas, algunos patdégenos, como por
ejemplo Mycobacterium, Chlamydia y Legionella, utilizan la via fagocitica para
penetrar en el hospedador y son capaces de modificar las proteinas requeridas
para la maduracion de los fagosomas. De manera que el estudio de los
componentes de la ruta bioquimica que median este proceso, facilitara el
desarrollo de nuevas dianas farmacoldgicas en un futuro (revisado por Briken,

2008; revisado por Kinchen y Ravichandran, 2008).

3.2. La fagocitosis de las células apoptéticas en C. elegans

La célula apoptotica presenta en su superficie factores que son
reconocidos por las células fagocitarias (sefiales “eat-me”), promoviendo la
fagocitosis de estas células (Fadok et al., 2001). La fagocitosis de las células
apoptéticas es necesaria para que la muerte celular por apoptosis concluya, ya
que como se describié anteriormente, el bloqueo de genes implicados en la
fagocitosis de células apoptéticas en C. elegans, permite la supervivencia de
células cuyo destino era la muerte por apoptosis (Hoeppner et al., 2001,
Reddien et al., 2001). A diferencia de otros organismos, en los cuales existen
células especificas que llevan a cabo la fagocitosis, como los macréfagos o las

células dendriticas, en C. elegans la fagocitosis es realizada normalmente por
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las células vecinas a la célula apoptotica, células fagocitarias no especificas.
Por ejemplo, como se describidé anteriormente, las células apoptdticas que se
producen en la linea germinal son fagocitadas por las células mioepiteliales
somaticas de la vaina (sheath cells) presentes en la gdnada del animal

hermafrodita (revisado por Gumienny y Hengartner, 2001).

Los genes implicados en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos en
C. elegans estan distribuidos en dos rutas bioquimicas que convergen en la
GTPasa de la familia Rho CED-10, cuyo ortélogo en mamiferos es Rac1
(Kinchen et al., 2005). Una de las rutas esta formada por los genes ced-1, ced-6
y ced-7, cuyos ortdlogos en mamiferos son el receptor transmembranal
LRP1/MEGF-10, la proteina adaptadora GULP y un transportador de tipo ABC
(con un dominio de unién a ATP), respectivamente (Wu y Horvitz, 1998a; Zhou
et al., 2001; Su et al., 2002; Hamon et al., 2006; revisado por Kinchen y
Ravichandran, 2007). La segunda ruta esta formada por las proteinas CED-2,
CED-5 y CED-12, las cuales forman un complejo proteico, que activa la
actividad GTPasa de CED-10 (Brugnera et al., 2002).

Estos genes estan implicados en el proceso de fagocitosis de células
apoptdéticas y actuan unicamente en la célula fagocitaria, salvo la proteina
CED-7 que es requerida tanto en la célula fagocitaria como en la célula
apoptotica (Wu y Horvitz, 1998a). La proteina CED-7 es un transportador de
tipo ABC, que presenta similitud a nivel de secuencia con los transportadores
ABC de mamifero ABCA1 y ABCA7 (Jehle et al., 2006). Esta proteina podria
actuar promoviendo la expresion de una sefal en la superficie de la célula
apoptotica y el reconocimiento por parte del receptor CED-1 de dicha sefial, ya
que la pérdida de funcién de ced-7 provoca un fuerte defecto en la fagocitosis
de los cuerpos apoptéticos y una disminucién en el reclutamiento de CED-1
durante la embriogénesis (Wu y Horvitz, 1998a). Sin embargo, después de la
embriogénesis la acumulacion de los cuerpos apoptéticos disminuye, indicando
que otra proteina podria estar sustituyendo a CED-7 (Wu y Horvitz, 1998a;

Zhou et al., 2001). Asimismo, en la génada del hermafrodita adulto, la proteina
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CED-7 parece no ser indispensable para la correcta localizacion de CED-1

alrededor de las células apoptéticas (Kinchen et al., 2005).

La proteina CED-1 es un receptor transmembranal situado en la célula
fagocitaria que reconoce la célula apoptdética y comienza la fagocitosis. Aun se
desconoce el ligando que es reconocido por el receptor CED-1, aunque se ha
hipotetizado que de forma similar a como ocurre en otros organismos, la
exposicion de fosfatidilserina en la membrana exterior de la célula apoptotica
podria actuar como ligando para dicho receptor (Venegas y Zhou, 2007). Sin
embargo, se ha observado que mutantes en el receptor de fosfatidilserina,
PSR-1, no presentan importantes alteraciones en el proceso de la fagocitosis.
Por tanto, la fosfatidilserina podria estar actuando como ligando para otro
receptor que controlase la fagocitosis, como por ejemplo CED-1 (Venegas y
Zhou, 2007). Se ha descubierto una proteina de C. elegans denominada
TTR-52, que es capaz de reconocer la fosfatidilserina expuesta en las células
apoptéticas y unirse al dominio extracelular de CED-1 in vitro. Por tanto, esta
proteina podria estar actuando como intermediario en el reconocimiento de la
fosfatidilserina de las células apoptoticas por parte del receptor CED-1 (Wang et
al., 2010). Alternativamente, podria existir otra proteina, diferente a la
fosfatidilserina, que estuviese actuando como senal “eat-me” en la célula

apoptética y que fuese reconocida por el receptor CED-1.

La proteina CED-1 interacciona fisicamente con la proteina adaptadora
CED-6, promoviendo la reorganizacion de actina alrededor de la célula
apoptética, mediada por la proteina CED-10 (Su et al., 2002; Kinchen et al.,
2005). Se ha observado que en mamiferos, el receptor LRP1 interacciona con
la proteina GULP, para potenciar la actividad de Rac1 (Gardai et al., 2005). Por
tanto, la proteina LRP1 podria ser un ortélogo del receptor CED-1. Otro ortélogo
posible para dicho receptor podria ser MEGF10, el cual se ha visto que esta
implicado en la eliminacion de cuerpos apoptoéticos en mamiferos (Hamon et al.,
2006). En Drosophila, los ortélogos de CED-1 y CED-6 son las proteinas Draper

y Dced-6, respectivamente, las cuales intervienen en la eliminacién de células
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apoptéticas del sistema nervioso central (Awasaki et al., 2006). En Drosophila,
se ha identificado una proteina, denominada Pretaporter, que podria estar
senalizando las células apoptdticas para poder ser reconocidas por el receptor
Draper (Kuraishi et al., 2009).

La segunda ruta que controla la fagocitosis de las células apoptoticas
estd formada por las proteinas CED-2, CED-5 y CED-12. Ademas de esta
funcién, esta ruta también regula la migracion de las células distales de la
gonada del hermafrodita, asi como la migracién de otras células y el desarrollo
de diversas neuronas en varios organismos (Gumienny et al., 2001; Reddien y
Horvitz, 2000; Wu et al., 2001). La proteina CED-2 es una proteina adaptadora,
cuyo homélogo en mamiferos es Crkll, y contiene un dominio SH2 y dos
dominios SH3 (Reddien y Horvitz, 2000). La proteina CED-5 presenta
homologia con la proteina Dock180 de mamiferos (Wu y Horvitz, 1998b). La
proteina CED-12 contiene un dominio de homologia con plecstrina y un motivo
de uniébn a SH3 y tiene homologia con la proteina ELMO de mamiferos
(Gumienny et al., 2001; Wu et al., 2001). EI complejo proteico formado por
Dock180-ELMO actua como un factor de intercambio de nucledtidos para la
proteina Rac1 (Wu y Horvitz, 1998b; Gummienny et al., 2001). Sin embargo,
aunque en C. elegans y en Drosophila unicamente existe una proteina CED-12,
en mamiferos existen tres ortélogos diferentes de ELMO (ELMO1, ELMO2 y
ELMO3) y numerosas proteinas de la familia Dock (revisado por Kinchen y
Ravichandran, 2007). La familia de proteinas Dock han sido conservadas
evolutivamente y participan en procesos biolégicos de gran importancia, como
por ejemplo: la fusién de mioblastos en Drosophila, la migracién celular y la
eliminacidon de cuerpos apoptoticos en C. elegans, la migracion de linfocitos, la
metastasis de tumores y el desarrollo de enfermedades neuronales
degenerativas en mamiferos (Lu y Ravichandran, 2006). Diversos estudios
bioquimicos sugieren que las proteinas CED-2, CED-5 y CED-12 forman un
complejo ternario que activa la proteina CED-10, la cual es la encargada de
regular el citoesqueleto de actina durante la internalizacién de la célula

apoptética, permitiendo la emision de pseuddépodos para poder englobar la

52



Introduccién

célula apoptética en un fagosoma (Brugnera et al., 2002; Lu et al., 2004;

Kinchen et al., 2005). La Figura 1.16 representa las distintas rutas que

intervienen en la fagocitosis de células apoptoticas en C. elegans y su

convergencia en la activacion de la proteina CED-10.
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Figura 1.16. Rutas implicadas en la fagocitosis de las células apoptéticas.
Se representa un esquema de las dos rutas implicadas en la fagocitosis de
cuerpos apoptéticos: la formada por CED-1/CED-7/CED-6, y la formada por
CED-2/CED-5/CED-12. Ambas rutas convergen en la GTPasa CED-10, la cual
interviene en la reorganizaciéon del citoesqueleto de la célula fagocitaria,
necesaria para la fagocitosis de la célula apoptética. Aun se desconoce el

receptor que activa al complejo CED-2/CED-5/CED-12.

Aunque se desconoce el receptor que activa el complejo formado por

CED-2/CED-5/CED-12, se han encontrado algunos receptores que podrian
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actuar en esta ruta. ElI receptor de fosfatidilserina PSR-1 reconoce
especificamente células apoptéticas que expresan fosfatidilserina en su
superficie, como sefial inductora de la fagocitosis (Fadok et al., 2001). En
C. elegans, PSR-1 actua promoviendo la formacion del complejo CED-2/
CED-5/CED-12, que media la activacion de CED-10. Sin embargo, dado que los
mutantes psr-1 presentan un defecto de la fagocitosis de cuerpos apoptoticos
menor que el de los mutantes ced-2, ced-5, ced-10 y ced-12, se hipotetiza que
otros receptores podrian también estar implicados en el reconocimiento de
cuerpos apoptaticos (Wang et al., 2003). En mamiferos, ha sido identificado otro
receptor que se une a fosfatidilserina en las células apoptéticas. Se trata del
receptor BAI1 (inhibidor de la angiogénesis especifica del cerebro), que esta
situado por encima de ELMO (Park et al., 2007).

Recientemente, se ha descubierto que el receptor MOM-5, de la familia
Frizzled, componente de la ruta de senalizacion Wnt en C. elegans (Wingless
en Drosophila), podria actuar reconociendo los cuerpos apoptéticos y activando
la proteina CED-10, a través del complejo CED-2/CED-5/CED-12. Mediante
estudios genéticos se ha observado que la ruta Wnt esta implicada en la
fagocitosis de cuerpos apoptéticos, y que el receptor CED-1 podria estar
actuando como un correceptor para MOM-5 en el reconocimiento de las células
apoptéticas, para poder reorganizar el citoesqueleto de la célula fagocitaria en
torno a la célula apoptdtica, mediante la activacion de CED-10 (Cabello et al.,
2010). Aparte de esta funcion, en C. elegans la ruta de sefalizacion Wnt esta
implicada en numerosos procesos bioldgicos, tales como la migracién celular, la
polaridad, la proliferacion celular, la diferenciacion y especificacion del destino
celular durante la embriogénesis, el crecimiento de axones, etc (Eisenmann,
2005).

Existen diversas rutas de sefalizacion mediadas por Wnt, tanto una ruta
canonica como diversas rutas no canonicas. En vertebrados y Drosophila, la
ruta candnica comienza con la interaccién del ligando Wnt con un receptor de la

familia Frizzled, lo cual provoca la estabilizacion del factor de transcripcion
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B-catenina (denominada Armadillo en Drosophila), que se dirige al nucleo de la
célula, donde interacciona con factores de transcripcidn de la famila TCF/LEF
(factor de transcripcion / factor potenciador linfoide), activando la transcripcion
de diversos genes que generan una respuesta celular. La estabilizacion de la
B-catenina se logra inhibiendo el complejo que, en ausencia de ligando Whnt,
esta fosforilando la B-catenina, para promover su destrucciéon (Komiya y Habas,
2008).

En C. elegans existe igualmente una ruta canénica Wnt, asi como
diversas rutas no candnicas. Varios de los genes implicados en la ruta Wnt en
C. elegans son los siguientes: ligandos Wnt (mom-2, egl-20, lin-44...),
receptores Wnt (mom-5, mig-1, lin-17...), tres proteinas diferentes de B-catenina
(bar-1, wrm-1'y hmp-2), un gen de la familia TCF/LEF (pop-17), etc. En la ruta
canonica Wnt de C. elegans esta implicada la B-catenina BAR-1, mientras que
la B-catenina WRM-1 utiliza una ruta de senalizacion Wnt no candnica
(Eisenmann, 2005). La ruta candnica Wnt interviene en diferentes procesos
bioldgicos en C. elegans, como la migracion de la progenie de los neuroblastos
Q o la especificacion del destino de las células precursoras de la vulva, entre
otros (Whangbo y Kenyon, 1999; Gleason et al., 2006). Sin embargo, otros
procesos son mediados por la ruta no canénica Wnt/ WRM-1, como por
ejemplo: la induccién que ejerce la célula P, sobre la célula EMS para producir
el endodermo, o la division asimétrica de las células precursoras de la gonada
Z1y Z4 (Rocheleau et al., 1997; Siegfried y Kimble, 2002).

3.3. La degradacion de los cuerpos apoptéticos en C. elegans

Una vez fagocitada la célula apoptdtica por la célula fagocitaria, se
comenzara su degradacion en el interior del fagosoma en el que se encuentra
englobada. Se ha observado que el receptor CED-1, implicado en la fagocitosis

de la célula apoptdtica, activa a través de su ruta de sefializacion la GTPasa
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DYN-1 (dinamina) (Yu et al., 2006; Yu et al.,, 2008). Igualmente, el complejo
CED-2/CED-5/CED-12 también interviene en la activacion de DYN-1,
coordinandose entre si ambas rutas de sefalizaciébn, para promover el

reclutamiento de DYN-1 sobre el fagosoma (Kinchen et al., 2008).

Algunos estudios realizados en C. elegans establecen que la proteina
DYN-1 es necesaria para realizar una correcta internalizaciéon de los cuerpos
apoptoticos, controlando la distribucion de las vesiculas intracelulares hasta las
copas fagociticas y los fagosomas (Yu et al.,, 2006). Sin embargo, en otros
experimentos, realizados con el mutante dyn-1(ky51), se observa que la
internalizacién de los cuerpos apoptéticos es finalizada, sugiriendo que DYN-1
actia en una etapa posterior a la de dicha internalizacion, controlando la
maduracion del fagosoma que contiene el cuerpo apoptdético y manteniendo el
citoesqueleto de actina en la célula fagocitaria (Kinchen et al., 2008). La
visualizacion de la proteina DYN-1 en células de C. elegans, ha permitido
comprobar que DYN-1 debe oligomerizarse previamente para poder llevar a

cabo su funcién (He et al., 2010).

Mediante observacion de la proteina DYN-1 marcada con proteinas
fluorescentes (YFP, CFP), se ha comprobado que el reclutamiento de DYN-1
sobre la membrana de los fagosomas es temporal, ya que no es encontrada
posteriormente en los fagosomas tardios. Este reclutamiento se produce durante
la internalizacién de los cuerpos apoptoticos o inmediatamente después de ésta,
ya que colocaliza con la red de actina que se forma alrededor de los cuerpos
apoptéticos durante su internalizacion (Kinchen et al.,, 2008). En mutantes
dyn-1(ky51), el reclutamiento de RAB-5 y RAB-7 esta disminuido con respecto al
silvestre, indicando que la proteina DYN-1 actua por encima de RAB-5 durante

la maduracion de los fagosomas (Kinchen et al., 2008).

En mamiferos existen tres dinaminas: la dinamina-1, que se expresa en el

cerebro, la dinamina-2, que es expresada ubicuamente y la dinamina-3, que se
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expresa en los testiculos (Urrutia et al., 1997). La funcion de la dinamina ha sido
conservada a lo largo de la evolucion, de manera que en mamiferos esta
proteina también esta regulando la maduracion de los fagosomas que contienen

cuerpos apoptéticos (Kinchen et al., 2008).

La siguiente proteina de la ruta de maduracion de los fagosomas es la
quinasa especifica de fosfatidilinositol VPS-34, que produce moléculas de
fosfatidinositol-3-fosfato sobre la membrana del fagosoma, a las cuales se unen
las proteinas efectoras de la GTPasa RAB-5 (Christoforidis et al., 1999; Vieira et
al., 2001). En células de mamifero se observo que Dyn2 y Vps34 formaban un
complejo que permitia el reclutamiento de Rab5-GDP sobre la membrana de los
fagosomas. De manera similar, en C. elegans, se observé que DYN-1 y RAB-5
colocalizaban sobre las membranas de los fagosomas, y dicha colocalizacion
era interrumpida al inactivar vps-34, sugiriendo que VPS-34 estaba implicada en

la interaccion entre ambas proteinas (Kinchen et al., 2008).

Al igual que se habia observado previamente en estudios “in vitro”, se ha
comprobado “in vivo” que la GTPasa RAB-5 también es capaz de regular la
actividad de la quinasa VPS-34, ya que en animales deficientes en rab-5, la
produccion de fosfatidilinositol-3-fosfato en la membrana de los fagosomas se
veia reducida (Vieira et al.,, 2001; Kinchen et al., 2008). Las moléculas de
fosfatidilinositol-3-fosfato favorecen el reclutamiento de RAB-5 sobre la
superficie de los endosomas tempranos y ademas sirven de punto de anclaje
para los efectores de la GTPasa RAB-5, que generalmente poseen un dominio
FYVE o PX (Vieira et al., 2001, Birkeland y Stenmark, 2004).

Los miembros de la familia Rab, en la que se incluyen RAB-5 o RAB-7,
son pequenas GTPasas pertenecientes a la superfamilia Ras GTPasas, que
actuan como interruptores moleculares al ciclar entre la forma activa de la
proteina, que es cuando la GTPasa esta unida a GTP, y la forma inactiva, que

es cuando se une a GDP (Milburn et al., 1990). La Rab GTPasa activa suele
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encontrarse unida a membranas vesiculares dentro de la célula, mientras que
cuando se inactiva, es liberada de estas membranas y se localiza
fundamentalmente en el citosol (revisado por Pfeffer y Aivazian, 2004). La
reaccion de hidrdlisis del GTP que convierte la GTPasa activa en su forma
inactiva es catalizada por proteinas activadoras de GTPasas (GTPase-activating
proteins o GAPs). Estas proteinas catalizan el ataque nucleofilico de una
molécula de agua sobre el GTP, liberando un fosfato inorganico, acelerando la
reaccion de hidrdlisis del GTP. La conversiéon de la forma inactiva de la GTPasa
en la forma activa, es llevada a cabo por factores de intercambio de nucleétidos
de Guanina (Guanine nucleotide exchange factors o GEFs). Estos factores
generan una disociacion de la molécula de GDP de la GTPasa, la cual se une a
una molécula de GTP, activandose nuevamente (Bos et al., 2007; Brett et al.,
2008). Las Rab GTPasas, presentes en su forma inactiva en el citosol, son
secuestradas principalmente por el inhibidor de la disociacién de Rab-GDP (Rab
GDRP dissociation inhibitor, o GDI), y por tanto, es necesario que la GTPasa se
disocie primero de este inhibidor antes de activarse (McCray et al., 2010). En la
Figura 1.17, se ilustra un esquema del ciclo de activacidn e inactivacion de la
GTPasas.

Una proteina efectora aun desconocida podria estar actuando como factor
intercambiador de nucledtidos de Guanina (GEF), activando la GTPasa RAB-5
en C. elegans. En mamiferos, se han encontrado varias proteinas que contienen
un dominio VPS9 y que actuan como factores GEF para Rab5; sin embargo,
ninguna de las tres proteinas que contienen el dominio VPS9 en C. elegans
(RME-6, RABX-5 y TAG-333) son esenciales para la eliminacién de cuerpos
apoptéticos (Kinchen et al., 2008).
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CITOSOL

FORMA FORMA

INACTIVADA [ Pi ACTIVADA

Figura 1.17. Ciclo de activacion y desactivacion de las GTPasas. Las
GTPasas en su forma de union a GDP estan inactivadas y permanecen unidas
al inhibidor de la disociacién (GDI) en el citosol. La GTPasa se activa cuando se
disocia del GDP y se une a una molécula de GTP, y esta activacion es mediada
por los factores de intercambio de nucleétidos de Guanina (GEF). La proteina
activada se une entonces a la membrana y puede interactuar con otras
proteinas. Su inactivacién es catalizada por las proteinas activadoras de
GTPasas (GAP) que hidrolizan el GTP, liberando fosfato inorganico, y
produciendo la forma inactiva de la GTPasa, que se encuentra unida a GDP.

En la maduracién de los fagosomas es necesario que se produzca un
intercambio progresivo entre la GTPasa RAB-5 y la GTPasa RAB-7, que va
reclutandose sobre la membrana de los fagosomas, gracias a la accion de los
efectores de RAB-5 (revisado por Kinchen y Ravichandran, 2008). Dichos
efectores estan implicados normalmente en la fusion de vesiculas homotipicas
durante la endocitosis, como es el caso del efector EEA1 (early endosome
antigen-1 o antigeno 1 de los endosomas tempranos) durante la fusion de
vesiculas positivas para Rab5 en cultivos celulares (Christoforidis et al., 1999).
En la Figura 1.18 se representa como se produce el reclutamiento progresivo de
las proteinas que intervienen en la maduracion de los fagosomas, asi como la

activacion de las GTPasas y el intercambio entre RAB-5 y RAB-7.

59



Introduccion

@/ RAB-5-GDP
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Q7 RAB-7-GDP
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Figura 1.18. Reclutamiento de las proteinas que intervienen en la maduracion
de los fagosomas. Las primeras proteinas que se reclutan en la superficie de los
fagosomas durante su maduracion son la dinamina-1 (DYN-1) y la quinasa VPS-34,
la cual genera los fosfatidilinositol-3-P. Estos permiten la unién de las proteinas
activadoras de la GTPasa RAB-5, que se transforma de RAB-5-GDP inactivada a
RAB-5-GTP activada. Posteriormente, el reclutamiento de otros efectores, aun no
identificados, permite el intercambio entre RAB-5 y RAB-7 en la superficie del
fagosoma.

En esta fase, la proteina TBC-2 actua en varios procesos de la
maduracion de los fagosomas, entre los cuales se incluyen: la inactivacién de
RAB-5, convirtiéndose de la forma activa RAB-5-GTP a su forma inactiva RAB-5-
GDP, la liberacion de RAB-5 de las membranas de los fagosomas, el

reclutamiento de RAB-7, la acidificacion del fagosoma o la dinamica de los
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fosfatidilinositol-3-fosfato de la membrana del fagosoma (Li et al., 2009).
Adicionalmente, existe un segundo regulador, la fosfatasa MTM-1, que actua
desfosforilando las moléculas de fosfatidilinositol-3-fosfato presentes en la
membrana del fagosoma y que regula de forma negativa la fagocitosis de células
apoptéticas. Los fosfatidilinositol-3-fosfato deben ser eliminados de la superficie

del fagosoma, para que pueda producirse su maduracién (Zou et al., 2009).

Progresivamente, los fagosomas van acidificdandose durante la
maduracidn, gracias a la actividad de las V-ATPasas vacuolares, que son
reclutadas sobre la membrana de los fagosomas (revisado por Zhou y Yu, 2008).
Durante el ultimo estadio de maduracion del fagosoma, éste se fusiona con el
lisosoma, generandose un fagolisosoma, el cual posee un pH bajo, capaz de
activar las hidrolasas acidas que contiene en su interior (Vieira et al., 2002;
revisado por Zhou y Yu, 2008). Para que se produzca la fusion entre el
fagosoma y el lisosoma, se requiere la actividad de RAB-7, la cual genera la
extension de tubulos lipidicos desde los fagosomas para poder atraer a los
lisosomas que facilitan la fusion (Yu et al., 2008). Por tanto, al igual que su
homdlogo en levaduras, Ypt7, la GTPasa RAB-7 interviene en la fusion de
vesiculas homotipicas, pero ademas estaria implicada en la fusién de diferentes

tipos de organulos (revisado por Cai et al., 2007).

La GTPasa RAB-7 activa el complejo HOPS (Homotypic fusion and
vacuole protein sorting complex o complejo regulador de la fusion de vesiculas
homotipicas y de la clasificacién de proteinas vacuolares). Este complejo esta
conservado en levaduras, nematodos y mamiferos, sin embargo, la mayoria de
los estudios han sido realizados en levaduras. En Saccharomyces cerevisiae, el
complejo HOPS esta formado por un complejo proteico denominado CORVET
(Class C core vacuole/endosome tethering), que posee las proteinas: Vpsi1,
Vps16, Vps18 y Vps33; y al cual se unen dos subunidades accesorias: Vps39 y
Vps41 (Nickerson et al., 2009). En Saccharomyces cerevisiae, la subunidad

Vps39p del complejo HOPS actua como un factor de intercambio de nucledétidos

61



Introduccion

(GEF) para la proteina Ypt7 (el homologo de RAB-7 en levaduras), la cual actua
manteniendo la asociacion del complejo HOPS a la membrana de la vacuola
(Hickey et al., 2009). La proteina Vps39 de levaduras actua uniendo fisicamente
el complejo HOPS con la forma activada de Ypt7, unida a GTP, promoviendo de
esta forma la fusion de las vesiculas con las vacuolas (revisado por Nickerson et
al., 2009).

La proteina Vps41 de S. cerevisiae se une a Ypt7 como un efector,
uniendo fisicamente el complejo HOPS con el estado activado de Ypt7, unido a
GTP (Brett et al., 2008). Vps41 también es requerida para la biogénesis de las
vesiculas transportadoras de proteinas desde el aparato de Golgi hasta la
vacuola en levaduras (Cabrera et al., 2009). La proteina Vps41 es fosforilada en
la vacuola por la quinasa de caseina 1, Yck3, permitiendo que los sensores de
lipidos anfipaticos que posee Vps41 se expongan y permitan reconocer
membranas con gran curvatura, como las vesiculas AP-3, promoviendo su
fusién con la vacuola. Este mecanismo de regulacion permite diferenciar entre la
fusién de endosomas y la fusion de vesiculas AP-3 con la vacuola (Cabrera et
al., 2010). Las subunidades Vps11 y Vps18 del complejo HOPS contienen un
dominio denominado RING en su extremo C-terminal (Cabrera et al., 2009). En
C. elegans, la inactivacion del gen vps-18 provoca defectos importantes en la
biogénesis de los endosomas y lisosomas, asi como en la fusion entre
fagosomas y lisosomas, afectando a la correcta degradacion de los cuerpos
apoptoticos (Xiao et al., 2009). El dominio RING presente en VPS-18 posee una
actividad E3 ubiquitin ligasa, por lo tanto, VPS-18 podria estar regulando
mediante ubiquitinacién otros factores implicados en la fusion de membranas
(Xiao et al., 2009). La proteina Vps33p presenta homologia con las proteinas
Sec-1/Munc18 y parece actuar promoviendo la apertura del poro de fusion entre
las vacuolas de levaduras, mediante un aumento de la actividad fusogénica del
complejo SNARE (Pieren et al., 2010).
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El complejo HOPS actua asociandose al complejo formado por las
proteinas SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptors) y a Ypt7p para mediar la asociacion y fusién de las membranas
durante la fusién del fagosoma con la vacuola (Sato et al., 2000). La fusion
mediada por el complejo SNARE requiere cuatro dominios SNARE
complementarios, los cuales cuando se unen forman una estructura de
cremallera, situandose en su conformacion “trans”, promoviendo el acercamiento
de las membranas que inician una mezcla de sus lipidos y su posterior fusion
(revisado por Nickerson et al., 2009). El complejo SNARE es muy estable y esta
formado por cuatro a-hélices, una aportada por una proteina v-SNARE
especifica, situada en la membrana de la vesicula y las otras tres a-hélices
aportadas por las proteinas t-SNARE, situadas en la membrana con la que se
fusiona la vesicula (Sutton et al., 1998; revisado por Bonifacino y Glick, 2004). El
complejo HOPS tiene afinidad por las proteinas SNAREs, y actua corrigiendo la
estructura del complejo proteico SNARE, cuando sus miembros estan en

conformacién “trans” (Starai et al., 2008).

Por otra parte, la GTPasa RAB-2 es requerida durante la fusion entre
lisosomas y fagosomas, la maduracion de los lisosomas y la acidificacion del
fagolisosoma. Esta proteina colocaliza tanto con RAB-5, como con RAB-7, por lo
que es posible que sea reclutada sobre la membrana del fagosoma durante su
fusién con los endosomas tempranos y participe durante toda la maduracion del
fagosoma (Mangahas et al., 2008). Se desconoce aun como interacciona RAB-2
con las GTPasas RAB-5 y RAB-7; asi como si su homologo en mamiferos Rab2,
que actua durante el transporte retrogrado Golgi-Reticulo endoplasmatico,

también esta implicado en la maduracién de los fagosomas.
Finalmente, se produce la fusién entre el fagosoma y el lisosoma, de

forma que las enzimas del lisosoma contactan con el cuerpo apoptético

fagocitado e inician su degradacion.
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Objetivos

. Caracterizar fenotipicamente los mutantes de C. elegans 2129,
t2070 y t2170, que presentan defectos en la embriogénesis.

. Mapear y clonar el gen afectado en los mutantes {2129, {2070 y
t2170.

. Establecer la funcidn bioquimica la proteina afectada.
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Materiales y métodos

1. Cepas de Caenorhabditis elegans

En la siguiente Tabla 2.1. se recogen las cepas de C. elegans utilizadas
en la realizacidon de este trabajo. Para cada cepa se indica el nombre que le fue
asignado al ser introducida en la coleccién de cepas del laboratorio, el nombre
de la cepa original si procede, el genotipo de la cepa y su procedencia. Algunas
de las cepas proceden del Centro Genético de Caenorhabditis (Caenorhabditis
Genetics Center, CGC), ubicado en la Universidad de Minnesota desde 1992, y
anteriormente, desde 1978, en la Universidad de Missouri. Dicho centro posee
una coleccion que abarca la mayoria de cepas disponibles de C. elegans y las
distribuye, bajo peticion y cobro de un pequefo coste, a nivel mundial a todos
los laboratorios que utilizan el nematodo como modelo experimental. Algunas
cepas fueron solicitadas a diversos laboratorios que trabajan con C. elegans.
Por ultimo, otras cepas fueron generadas en el transcurso de la realizacién de
este trabajo experimental. Varias de ellas se construyeron como dobles
mutantes entre dos de las cepas de la coleccidn. Mientras que otras se
construyeron introduciendo el plasmido o césmido deseado en la cepa
seleccionada, mediante inyeccién o bien transformacion con ayuda de un caioén

de particulas.

Tabla 2.1. Cepas de C. elegans.

CEPA CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA

ORIGINAL

SA0001 N2 wild type CGC

Mutante t2129, generado
por mutagénesis en el
laboratorio del Dr. Ralf
Schnabel, Universidad

Técnica de Braunschweig,
Alemania

him-9(e1487) unc-24(e138)/
SA0042 GE2002 nT1(m345)(let) IV; dpy-11(e224) mat
(t2129) V/ nT1(m345)(let) (1V;V)
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Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA

GENOTIPO

PROCEDENCIA

SA0046

SA0047

SA0048

SA0049

SA0054

SA0055

SA0058

SA0059
(JCP53)

SA0060

SA0062

SA0068

ORIGINAL

CB4856

MT5813

TY1470

BC1230

DR188

WS2384

GE24

NL2099

GE2001

Hawaii

nDf42 V/nT1 [unc-? (n754) let-?]
(IV;V)

yDf8 V/nT1 [unc-? (n754)let-?] (IV;V)

dpy-18(e364)eT1 lll; sDf27
46(e177) /eT1V

unc-

daf-11(m47) unc-76(e911)V

ced-10 (t1875) IV /nT1 qls51 (1V;V)

GE24 pha-1(e2123)lll

dpy-11(e224);mat(t2129) V/ nT1
qls51 (1V;V)

dpy-11(e224);mat(t2129), unc-
76(e911) V/nT1 qls51 (1V;V)

rrf-3 (pk1426) Il

him-9(e1487) unc-24(e138)/
nT1(m345)(let) IV; dpy-11(e224) mat
(t2070) V/ nT1(m345)(let) (1V;V)

CGC

Dr. Robert Horvitz, Instituto
de Tecnologia de
Massachussetts,

Cambridge

Dra. Barbara Meyer,
Universidad de California,
Berkeley

Dr. David Baillie, Dr. Simon
Fraser Universidad de
Burnaby (CGC)

Dr. Donald Riddle,
Universidad de Missouri,
Columbia

Dr. Jason Kinchen,
Universidad de Zirich,
Suiza

Dr. Ralf Schnabel,
Universidad Técnica de
Braunschweig, Alemania

Este trabajo: cepa SA0042
(t2129) balanceada con el
balanceador fluorescente
de la cepa SA0055 (nT1
gls51) (disponible en el
CGC como JCP53)

Este trabajo: cepa
construida a partir de la
cepa SA0059 y la cepa

SA0054 (unc-76).

Dra. Noemi Cabrera,
Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Alberto Sols”,

Madrid

Mutante t2070, generado
por mutagénesis en el
laboratorio del Dr. Ralf
Schnabel, Universidad

Técnica de Braunschweig,
Alemania

72




Materiales y métodos

Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA

ORIGINAL

GENOTIPO

PROCEDENCIA

SA0072

SA0085

SA0086

SA0087

SA0088

SA0089

GE2516

WS5045

WS5046

WS5047

WS5048

WS5187

him-9(e1487) II; unc-24(e138)
IV/nT1(1V;V); dpy-11(e224) ccz-
1(t2170) V/nT1(I1V;V).

cnEx0001; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (€224)
t2129 V/nT1(m345)(let) (IV;V)

OpEx1367; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)

OpEx1368; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (1V;V)

OpEx1369; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV:V)

opEx1370; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)

OpEx1398; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV:V)

Mutante t2170, generado
por mutagénesis en el
laboratorio del Dr. Ralf
Schnabel, Universidad

Técnica de Braunschweig,
Alemania

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
bombardeo del cosmido

F53F4 con canon de
particulas.

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del fésmido

H37A05 por el Dr. Stephan

Gisy, Universidad de
Zirich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del fésmido
H37A05 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zurich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del césmido
F53F4 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zirich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
F53F4 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zdurich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
F55B12 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zdrich, Suiza.
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Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA

ORIGINAL

GENOTIPO

PROCEDENCIA

WS5188

WS5189

WS5196

WS5197

WS5198

WS5199

WS5200

0opEx1399; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

opEx1400; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (1V;V)

OpEx1403; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

OpEx1404; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (€224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (1V;V)

OpEx1405; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

opEx1406; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

opEx1407; unc-24(e138) IV/
nT1(m345)(let) (IV;V); dpy-11 (e224)
t2129 V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del cosmido
F58G11 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zdurich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
T10G3 por el Dr. Stephan
Gisy, Universidad de
Zdrich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
C56A3, Universidad de
Zurich, Suiza

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
TO1D3, Universidad de
Zurich, Suiza.

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del fésmido
WRMO0617cG09,
Universidad de Zirich,
Suiza.

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccién del cosmido
F55B12, Universidad de
Zurich, Suiza.

Este trabajo: cepa SA0042
transformada mediante
inyeccion del fdsmido
WRMO0633bB09,
Universidad de Ziirich,
Suiza.
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Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA

ORIGINAL

GENOTIPO

PROCEDENCIA

SA0118

SA0119

SA0120

SA0121

SA0122

SA0123

SA0124

SA0125

SA0126

SA0127

SA0131

SA0132

SA0133

WS2170

WS4670

WS4671

WS5016

WS5235

VC309

RB1598

WS2972

CB224

CX51

VC308

WS4373

unc-119(ed3) Ill; opls110 [Plim-7
syfp::acting unc-119(+)] IV

unc-119(ed3) Ill; opEX1303 [Pced-

1::yfp::rab-7(genomic):: let-
858 3'UTR; unc-119(+) ]
unc-119(ed3) Ill; opls282 [Pced-
1::yfp::rab-5(genomic)::let-
858 3'UTR; unc-119(+) ]
unc-119(ed3) lll; opls334 [Pced-
1::yfp::2xFYVE(EEA-1)::let-
858 3'UTR; unc-119(+) ]

mat 2129 V/ nT1qls51 (IV:V)

tag-65 (0k535) V/nT1 IV:V

sand-1 (0k1963) IV

nDf42 \//nT1 qls51 (IV:V)

gla-3(op216) |

dpy-11(e224) V

dyn-1(ky51) X

rab-7 (ok511) Il /min-1 [dpy-10

(e128); mis14 [myo-2::gfp; pes-
10::gfp]] Il

rab-7 (ok511) Il /min-1 [dpy-10

(e128); mis14 [myo-2::gfp; pes-
10::gfp]] Il

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Ziirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Ziirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zirich,
Suiza

Este trabajo: cepa
construida a partir de
SA0059, eliminando el

marcador dpy-11.

Dra. Anna Rankin (CGC)

OMRF Knockout Group
(CGC)

Este trabajo: cepa
construida a partir de la
cepa SA0047 (MT5813),

balanceada con el
balanceador fluorescente

nT1qls51

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner
Universidad de Zirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zrich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zirich,
Suiza

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zrich,
Suiza
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Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA
CEPA ORIGINAL GENOTIPO PROCEDENCIA
SA0142 VC548 v vps-16(ok719)III/hT2 CGC
SA0144 RT130 pwls23 (vit-2::gfp) CGC
unc-119 (ed3) llI; jcpEx2 [Pced- Este trabajo: cepa SA0148
SA0145 1::F58G11.6(genomic)::yfp:: let- (unc-119) transformada

858 3'UTR; unc-119(+) ] + myo-2::gfp con el plasmido pCN1

SA0146 RB1457 RO6F6.2 (0k1664) Il CGC
SA0147 VC2009 F58G11.6 (0k2182) V CGC
Dr. Michael Hengartner,
SA0148 unc-119 (ed3) Il Universidad de Zirich,
Suiza

opls334 [Pced-1:yfp::2xFYVE(EEA- Este trabajo: doble mutante

SA0149 1):: 1et-858_3'UTR; unc-119(+) |; dpy-  entre SA0059 y SA0121
11, t2129 V/ nT1qlIs51 (1V;V) (WS5016)
wild type (N2), jcpEx2 [Pced- Este trabajo: cepa SA0001
SA0150 1::F58G11.6(genomic):: yfp::let- (N2) transformada con el
858 _3'UTR; unc-119(+) ] + myo-2::gfp pladsmido pCN1
dpy-11 (e224), ccz-1(t2129) V Este trabajo: cepa SA0059
SA0152 JCPEX2 [Pced-1::F58G11.6 (t2129) transformada con el
(JCP152) (genomic):yfp::let-858_3'UTR; unc- plasmido pCN1 (disponible
119(+) ] + myo-2::gfp en CGC como JCP152)

vfEx130 [Pced-1::cfp::rab-7, unc- Dr. Michael Hengartner,

SA0154 69(+)] Unlver5|dsac_i de Zurich,
uiza

unc-119 (ed3)Ill; opEx1279 [Peft- Dr. Michael Hengartner,

SA0156 WS4389 3::cfp::rab-5 (genomic)::let-858-UTR, Universidad de Zdrich,
unc-119(+)] Suiza

unc-119 (ed3)Ill; opEx1304 [Pced- Dr. Michael Hengartner,

SA0157 WSA4774 1::yfp::rab-5(genomic)::let-858-UTR, Universidad de Zdrich,
unc-119(+)] Suiza

76



Materiales y métodos

Tabla 2.1. Cepas de C. elegans (Continuacion).

CEPA

ORIGINAL GENOTIPO

PROCEDENCIA

SA0158

SA0159

SA0160

SA0161

SA0162

SA0163

SA0167

SA0168

SA0169
(JCP169)

unc-119 (ed3)lll; opls223 [Peft-
3::yfp::rab-7(genomic)::let-858-UTR,
unc-119(+)]

pwlis23 (vit-2::gfp), dpy-11(e224),
t2129 /nT1qls51

OpEx1303 [Pced-1::yfp::rab-7
(genomic)::let-858_3'UTR; unc-119(+) |,
dpy-11 (e224), t2129 VI nT1 (IV;V)

unc-119 (ed3) Ill; jcpEx3 [Promotor
F58G11.6::F58G11.6 (genomic)::
yfp::let-858_3'UTR; unc-119(+) ] +
myo-2::gfp

rab-5 (0k2605) I/hT2 [bli-4(e937) let-?

VC2199 (q782) qls48] (I;11l)

O0pEx1304 [Pced-1:yfp::rab-5
(genomic)::let-858_3'UTR; unc-119(+)
], dpy-11 (e224), t2129 V/ nT1 (1V;V)

pha-1(e2123)lll; jcpEx4 [Promotor
F58G11.6:: F58G11.6(genomic):: yfp::
let-858_3'UTR; unc-119(+) ] + pha-
1(+)

sand-1(or552); pmyo::55GFP

dpy-11 (e224), ccz1 (t2129) V;
JcpPEX0003 [Promotor F8G11.6::
F58G11.6(genomic)::yfp::let-
858_3'UTR; unc-119(+) + pha-1(+)]

Dr. Michael Hengartner,
Universidad de Zirich,
Suiza

Este trabajo:cepa
construida a partir de la
cepa SA0144 (RT130)

Este trabajo: cepa
construida a partir de la
cepa SA0059 y cepa
SA0119 (WS4670)

Este trabajo: cepa SA0148
(unc-119) transformada con
pCN2

CGC

Este trabajo: cepa
construida a partir de la
cepa SA0059 y la cepa

SA0157 (WS4774)

Este trabajo: cepa SA0058
(pha-1) transformada con el
pldsmido pCN2 y el
plasmido que rescata pha-1
como marcador de la
transformacion.

Dra. Anne Spang,
Universidad de Basel,
Suiza

Este trabajo: cepa
construida a partir de la
cepa SA0059 (t2129) y

cepa SA0167 (Disponible
en el CGC como JCP169)
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2. Cepas de Escherichia coli

Las cepas de E. coli utilizadas para la produccion de plasmidos en
bacteria fueron DH5a y DH10B (Genehogs, Invitrogen). Las células
competentes de la cepa DH5a se obtuvieron siguiendo el protocolo desarrollado
por Inoue et al. (1990). La cepa de E.coli necesaria para el cultivo de las cepas
de C. elegans es la cepa OP50 (CGC). Como se detallara posteriormente, la
cepa XL10-Gold (Stratagene) fue la utilizada en el kit QuickChange XL Site-
Directed Mutagenesis kit de Stratagene, para realizar la mutagénesis dirigida en
el promotor del gen ccz-1 durante la construccion del plasmido pCN2. En la

tabla 2.2 se muestran los genotipos de dichas cepas.

Tabla 2.2. Cepas de Escherichia coli

GENOTIPO PROCEDENCIA

F- endA1 ginv44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96
DH5a deoR nupG ®80dlacZAM15A (lacZYA- IBMCC
argF) U169, hsdR17(rK- mK+), A-

F endA1 recA1 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 araD139

DH10B A(ara-leu)7697 galU galK hrpsL(St’) Invitrogen
nupG
OP50 E.coli B, auxotrofa para uracilo CGC
endA1 ginV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1
XL10- Gold lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR- Stratagene

mrr)173 tet™ F'[proAB lacl’ZAM15
Tn10(Tet Amy Cm")]
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3. Medios y condiciones de cultivo

3.1. Cultivo de las cepas de C. elegans

Las cepas de C. elegans fueron mantenidas segun el método descrito
por Brenner (1974), basado en placas Petri que contienen NGM agar, sobre el
cual se siembra un césped de la cepa OP50 de Escherichia coli. EIl medio NGM
agar fue preparado mezclando NaCl, agar, peptona y agua mili-Q. Este medio
fue autoclavado y posteriormente fueron anadidos los nutrientes y sales
necesarios para el correcto crecimiento de los nematodos: CaCl, (1M), MgSQO4
(1M), buffer KPO4 (1M, pH=6.0) y colesterol. Para prevenir la contaminacion
procedente de hongos y bacterias, se afiadi6 ampicilina (Roche) y nistatina

(Sigma) al cultivo.

Las cepas de C. elegans se crecieron habitualmente a 20 °C en un
incubador. Sin embargo, determinadas cepas se crecieron a una temperatura
de 15 °C, bien por tratarse de cepas termosensibles, o bien para poder
ralentizar su crecimiento durante el transcurso de ciertos experimentos. Con el
objetivo de evitar la deshidratacion de las placas y la condensaciéon del agua,
las placas fueron envueltas en parafilm y almacenadas en cajas de cartdon

dentro del incubador.

3.2. Cultivos de E. coli

Los cultivos de E.coli fueron realizados siguiendo los procedimientos
descritos por Sambrook et al. (1989). Cuando fueron cultivados en liquido se
utilizé el medio liquido LB (Luria-Bertani) con 100 pg/ml de ampicilina (Roche),
incubandolos a 37 °C durante 12-16 horas con una agitaciéon de 200 rpm. Para
los cultivos en medio solido se emple6 medio LB agar con el antibiético

necesario.
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3.3. Limpieza de las cepas

Cuando, a pesar del antifungico y el antibiético utilizados en el medio de
cultivo, las cepas de C. elegans se contaminaron con hongos y/o bacterias,
éstas se limpiaron lavando los nematodos dos veces seguidas con acido
hipoclérico al 12%, y posteriormente con medio M9 tres veces para eliminar los
restos del acido hipocldrico. Este tratamiento también se utilizé para sincronizar
los animales en el estadio L1, ya que unicamente los embriones, al tener una
pared que les confiere una proteccion mayor, son resistentes al acido
hipoclérico. EI medio M9 contiene: 6 g de Na;HPO4, 3 g de KH,PO4 5 g de
NaCl, 1 ml de 1 M MgSOQO, y agua milli-Q estéril (cantidad suficiente para 1), y

es esterilizado previamente a su utilizacion.

3.4. Congelacion de las cepas

Una de las ventajas de las cepas de C. elegans es que pueden ser
congeladas y almacenadas indefinidamente. El estadio que mejor soporta la
congelacion es la fase larvaria L1, por tanto, las cepas deben ser congeladas en
el momento en el que en la placa existe un numero elevado de larvas L1. Las
cepas fueron congeladas recogiendo los animales de las placas en medio M9 y
afnadiéndoles la solucién de congelacion en una proporcion de 1:1. La solucion
de congelacion contiene glicerol al 30%, de forma que la concentracion final de
glicerol sera del 15%. Para cada cepa se congelaron tres tubos diferentes y un
tubo control, que permiti6 comprobar la supervivencia de la cepa tras la
congelacion, al ser descongelado posteriormente. Las cepas fueron congeladas
lentamente para favorecer su viabilidad, por ello se colocaron en una caja de
corcho, dentro de un congelador a -80 °C. De esta forma, la temperatura fue
descendiendo lentamente y los animales pudieron sobrevivir mas facilmente la

congelacion. Las cepas se mantuvieron a -80 °C o en N;liquido.
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4. Mutagénesis con Etilmetanosulfonato (EMS)

C. elegans puede ser mutageneizado con diversos agentes quimicos,
como por ejemplo el Etilmetanosulfonato (EMS). La mutagénesis con el EMS
provoca generalmente mutaciones de tipo puntual. La cepa GE2002 utilizada en
la mutagénesis con EMS tenia el siguiente genotipo: him-9(e1487) unc-24
(€138)/ nT1(m345)(let) 1V; dpy-11(e224) V/ nT1(m345)(let) (IV;V). El primer
paso en la mutagénesis con EMS consisti6 en lavar los nematodos de
aproximadamente 30 placas de cultivo con solucion M9 y recogerlos en un tubo
conico de 15 ml. Se utilizaron placas que contienen un gran numero de larvas
L4 y jovenes adultos, ya que en dichos estadios es cuando resulta mas efectiva
la mutagénesis. Se centrifugaron durante 30 segundos a 1000 rpm y se elimind
el exceso de la soluciéon M9, permaneciendo los animales en aproximadamente
4 ml de dicha solucidon. Se resuspendieron en 10 ml de solucién M9 y se
volvieron a centrifugar. Se elimind el exceso de solucién M9 y los animales se
dejaron suspendidos en 1 ml de solucién M9. Los sucesivos lavados con la
solucion M9 permitieron eliminar las bacterias procedentes de la placa de

cultivo.

Posteriormente, en una campana de extraccion de gases se afadieron
3 ml de solucion M9 en un tubo falcon de 25 ml y 20 uyl de EMS
(methanesulfonic acid, ethyl ester, Sigma), agitando la solucion hasta la
completa disolucion del EMS. Al tubo que contenia la solucién de EMS, se
afadié 1 ml de la suspensién de los nematodos en la solucién M9, siendo la
concentracion final de EMS 50 mM aproximadamente. Se mezclaron ambas
soluciones y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 4h. Cada 30
minutos se agitd el tubo para favorecer la circulacion de oxigeno en la solucién.
Después se centrifugaron los animales y se elimind el sobrenadante que
contenia el EMS, anadiéndolo a una solucion de NaOH 2M para neutralizarlo.
Se lavaron 3 veces con 10 ml de solucion M9 cada vez, eliminando el

sobrenadante y afnadiéndolo a la solucion de NaOH 2M para su neutralizacion.
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Se recogieron los animales en un volumen minimo de solucion M9,
aproximadamente 0,2 ml, y se transfirieron a una placa Petri con NGM agar
cultivado con bacterias E. coli OP50. Una vez se hubo secado la placa, se
transfirieron uno a uno los nematodos a placas nuevas, y se dejaron a 15 °C,
para que pudieran recuperarse de la mutagénesis. Al dia siguiente, se
separaron aproximadamente 150 adultos mutageneizados que parecieran
sanos, poniendo uno en cada placa. Se dejaron durante un dia para que
pusieran los huevos en la placa y al dia siguiente, se transfirieron a otra placa
distinta. Como la mayoria de las mutaciones son recesivas, no se observa su
fenotipo hasta la segunda generacion (F2), por ello se dejaron crecer los
animales de la F1 y el escrutinio para la deteccion de los mutantes se realizé en
la segunda generacion (F2). Este experimento y el escrutinio siguiente, en el
cual se detectaron los mutantes t2729, t2070 y t2170 utilizados en este trabajo,
fue realizado en el laboratorio del Dr. Schnabel en la Universidad Técnica de

Braunschweig, Alemania.

5. Complementacion de cepas

El test de complementacion entre cepas permiti6 comprobar cuales de
los mutantes generados mediante la mutagénesis estaban afectando al mismo
gen. Para realizarlo se llevaron acabo cruces genéticos entre las distintas cepas
seleccionando entre 10 y 15 machos de una de las cepas y cruzandolos con 4 o
5 hermafroditas de la otra cepa. En el test de complementacion del mutante
t2129 con cepas que contenian diferentes deficiencias, se seleccionaron
machos de la cepa SA0042 (mutante t2129), ya que al poseer el alelo him-9
(e1487), esta cepa produce una mayor cantidad de machos que una cepa
silvestre. Los hermafroditas se seleccionaron de cada una de las cepas que
contenian deficiencias en el cromosoma V, en la regién balanceada por el
balanceador nT1. En cada cruce genético, los machos y los hermafroditas se
dejaron unas 24 h a 20 °C en la misma placa, para que los machos pudiesen

fecundar a los hermafroditas.
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Después, cada hermafrodita se aislé en una placa diferente. Se espero a
que la F1 de cada hermafrodita se desarrollara hasta un estadio larvario L3
aproximadamente, y se aislaron animales de la F1 en placas distintas. Se
comprobd que los cruces habian funcionado, observando si en la F1 existia una

proporcion aproximada del 50% de machos y el 50% de hermafroditas.

Si la deficiencia presente en la cepa del cruce no abarcaba al gen
afectado por la mutacion t2729, los hermafroditas de la F1 del cruce tenian un
fenotipo silvestre y ademas producian progenie viable. Sin embargo, cuando se
realizd el cruce entre machos de la cepa SA0042 y hermafroditas de la cepa
MT5813 (SA0047), aunque los hermafroditas de la F1 también tenian un
fenotipo silvestre, una proporciéon de estos hermafroditas no generaba progenie
viable, ya que la deficiencia nDf42 presente en la cepa MT5813 estaba

abarcando al gen afectado por la mutacion {2129 de la cepa SA0042.

La complementacion de la cepa SA0059 (mutante t27129) con la cepa
VC2009 (knock out del gen ccz-1) se realizdé de igual forma, generando un
cruce genético entre ambas cepas. Se utilizaron machos de la cepa SA0059
(con balanceador fluorescente) y se cruzaron con hermafroditas de la cepa
VC2009. De la progenie del cruce se seleccionaron aquellos animales no
fluorescentes, que tenian un genotipo: F58G11.6 (0k2182) / t2129 V. Estos
fueron observados al microscopio Nomarski y el fenotipo observado en ellos
resulté ser similar al del mutante t2729 homocigoético, por lo tanto, no se habia
producido complementacién entre ambas cepas, ya que ambas estaban
afectando al gen ccz-1. La mayoria de las cepas generadas en este trabajo
fueron obtenidas mediante un cruce genético similar a los anteriores entre dos

cepas que contenian el genotipo adecuado.
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6. Analisis de acidos nucléicos

6.1. Métodos de extracciéon
6.1.1. Extraccion de DNA genémico de C. elegans

Para realizar la extraccion de DNA de los nematodos se les afadio la
solucién de lisis, en una proporcion de 1 pl de solucion por cada nematodo
aproximadamente, y proteinasa K (20 mg/ml, Qiagen), en una proporcion de 4
bl por cada 50 ul de solucién de lisis. Posteriormente, se incubaron a 65°C
durante 1 hora y a 90 °C durante 15 minutos para inactivar completamente la
proteinasa K. La solucion de lisis contenia: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3,
2,5 mM MgCly, 0,45% (v/v) Triton X-100 (Sigma) y 0,45% (v/v) Tween 20
(Sigma).

6.1.2. Extraccion de RNA de C. elegans

La extraccion de RNA fue realizada para analizar el RNA mensajero del
gen ccz-1 en los mutantes {2129, t2070 y t2170, y poder comprobar como
estaban afectando a la transcripcion del gen las mutaciones. Asimismo, se
analizé también el RNA mensajero de ccz-1 en la cepa VC2009, que
presentaba una deleccién en este gen. Se extrajo RNA a partir de animales
homocigoticos para las mutaciones de las cepas: SA0059 (mutante {2129),
SA0068 (mutante t2070) y SA0072 (mutante t2770), y animales de la cepa
VC2009 (knock out del gen ccz-7) y de la cepa control N2 Bristol (wild type). Se
recogieron los nematodos de cuatro placas de NGM agar, con solucién M9 en
un eppendorf. Para la extraccion del RNA se utilizo el kit de extraccion de RNA
de Qiagen (RNeasy Mini kit). El procedimiento seguido para la extraccion del
RNA fue el recogido en el protocolo del kit. Para disolver los tejidos de los
nematodos, se utilizé la solucion de lisis RLT contenida en el kit, a la que
previamente se le habia anadido -mercaptoetanol, y aproximadamente 400 ul
de bolas de vidrio (4 mm, Sartorius). Las células se rompieron en una Fast-prep
(Bio101) aplicandoles 3 pulsos de 15 segundos a potencia 5. Al sobrenadante

se le afadié etanol al 70% y la mezcla fue afiadida a las columnas con
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membranas de silica gel que contiene el kit, que lograban retener el RNA. El
RNA fue lavado varias veces con la solucion RPE del kit para eliminar los restos
de tejidos y el DNA. Por ultimo, el RNA fue eluido en agua DEPC con
inhibidores de RNasas y las muestras fueron guardadas para su conservacion a
-80 °C. Dada la purificacion del RNA obtenido con el kit no fue necesario tratarlo

con DNasa.

6.1.3. Extraccién de plasmidos de E. coli

Para la extraccion de plasmidos y cosmidos a partir de E.coli se utilizé el
kit de extraccion de DNA por columnas Wizard Plus Miniprep (Promega),
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Cuando fue necesario
extraer DNA a mayor escala, se utilizaron los kits Plasmid Midi kit o Plasmid

Maxi kit (Qiagen), segun la cantidad de DNA necesaria.

6.2. Amplificacion de DNA: Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

En la amplificacibn de DNA mediante PCR se utilizaron los
termocicladores Minicycler PT150 (MJ Research), Minicycler PT100 vy
Mastercycler gradient (Eppendorf). A pesar de que las condiciones de la
reaccion fueron ajustadas segun el fragmento de DNA que se iba a amplificar,
en todas las reacciones se afadi6 a la mezcla: DNA molde (aproximadamente
100-200 ng de DNA genomico o 10-20 ng de DNA plasmidico), 20 pM de cada
dNTP, 100 pM de cada oligonucleétido, 1 unidad de la enzima polimerasa
adecuada, solucion de tampdn de la enzima y agua. Las polimerasas utilizadas
fueron EcoTaq (Ecogen), Expand Long Template PCR System (Roche) y
Phusion High-Fidelity (New England Biolabs), estas dos ultimas con actividad

correctora de errores.

6.2.1. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por
Thermo. En la siguiente tabla 2.3 se recogen los oligonucledtidos que se
necesitaron para realizar este trabajo, junto con su secuencia y una indicacion

del experimento para el cual se requirio.
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CE0007

CE0008
CE0042
CE0043
CE0044
CE0045
CE0046
CE0047
CE0051
CE0052
CE0053
CE0054
CE0061
CE0062

CE0077

CE0078

CE0079
CE0080
CE0081
CE0082
CE0083
CE0084

CE0085

CE0086

CE0087

CE0088

CE0089

CE0090

CTATCCACCTCTAAACGGTCTC

ATAAACAGGTTCCTCTCCTCCC
AACGCAATGTTCGAAACGC
TACGCGAGCATCACAACTG
ATTGCAATTGGCTTTCTTGG

CGGGATCTGTTTGGATTTATAG

TCGACTTTTGAAGTACACTGCC

AGGATTTTTGAGCAACCTAGC
CCAGCGGCGTGACATTTTCT
GGTGTCCCAATTGGTCATCTGCTC
ACAAGCGAGAAAAGAGCAGGAA
TCTTGGACGCTTTGCTGGTTC
GAGCTGAGCGACCAAAGATT
ATAAGCGCCATAACAAGTCG

AAGGCGCGCCACCATGGAGTCGATTGC
AAATCCATTG

AATTAATTAATCAACTAAAAAATATGGC
TTCGAAATG

GATTTCCGAACTGTGACGACGC
GCGATCTTCCATCACTATTTCA
CTAAAATCCACCCGTAGAACCGTG
GGTGGATTTTTCTCATCTTTC
GTGTCGGAAACTGAAGAATTTGG
GATTATGTTCTTCGCCTTCT

AACCTGCAGGCTGAAACCTCCTCCGCCG
TATCCTCGCTGT

AAGGCGCGCCTCTGAAAAAAGCAAAATA
TATGTTTTGTACCG

AAGGCCGGCCTCAACTAAAAAATATGGC
TTCGAAATGGGATCGAAC

AAGGCCGGCCACTAAAAAATATGGCTTCG
AAATGGGATCGAAC

AAGGCCGGCCTAATATTCATATTTTCCCATGC

AAGGGCCCGAGGAATTGTCATGAAAGAAGGCG
AGAGA

Tabla 2.3. Oligonucleétidos
NOMBRE SECUENCIA EXPERIMENTO

Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP
Analisis por snip-SNP

Construccién del plasmido

pCN1 (insercién del gen ccz-1)

Amplificacién del gen ccz-1
con codon de parada.

Secuenciacion del gen ccz-1
Secuenciacion del gen ccz-1
Secuenciacion del gen ccz-1
Secuenciacion del gen ccz-1
Secuenciacioén del gen ccz-1

Secuenciacion del gen ccz-1

Construccion del plasmido
pCN2 (insercion del promotor
del gen ccz-1)
Construccién del plasmido
pCN2 (insercion del promotor
del gen ccz-1)
Amplificacién del gen ccz-1
con codon de parada

Amplificacién del gen ccz-1 sin

codon de parada

Amplificacién de la region
3'UTR del gen ccz-1

Amplificacién de la region
3'UTR del gen ccz-1
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CE0088

CE0089

CE0090

CE0091

CE0092

CE0094

CE0095

CE0096

CE0097

CE0098

CE0107

CE0108

CE0109

Tabla 2.3. Oligonucleétidos (continuacion)

AAATGGGATCGAAC

AAGGCCGGCCTAATATTCATATTTTCCCATGC

AAGGGCCCGAGGAATTGTCATGAAAGAAGGCG

AGAGA

CCACCTCTCCAGCTAGAATTTTCATTAATG
TCGTCTAAAAGTTATATG

ACATATAACTTTTAGACGACATTAATG
AAAATTCTAGCTGGAGAGGTGG

TGGCCCATGACGAAACTCTG

GAACGTATCGAGCCAGCATTTT

ATTCCCAGCATATTCAAAGACAA

AACTTTCGCTCGTGTCCCAATGA

ATCACCATTCCCGCTTCTCCA

ATCCATTGTATTTCTTCTCCA

CCTTCTTTTCGTCCTGATAATGG

TCGACGACTGACAACACCAT

NOMBRE SECUENCIA EXPERIMENTO

AAGGCCGGCCACTAAAAAATATGGCTTCG

Amplificacién del gen ccz-1
sin coddn de parada

Amplificacion de la regién
3'UTR del gen ccz-1

Amplificacion de la regién
3'UTR del gen ccz-1

Mutagénesis dirigida contra
cododn de inicio del gen
F58G11.5
Mutagénesis dirigida contra
codon de inicio del gen
F58G11.5

Secuenciacién del promotor
del gen ccz-1

Secuenciacién del promotor

Secuenciacion del promotor

Secuenciacion de la regién

Secuenciacion de la region

Secuenciacion del cDNA del

Secuenciacion del cDNA del

Secuenciacion del cDNA del

del gen ccz-1

del gen ccz-1

3'UTR del gen ccz-1

3’ UTR del gen ccz-1

gen ccz-1

gen ccz-1

gen ccz-1

6.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa

(RT-PCR)

A partir del RNA extraido se sintetizd cDNA, utilizando un oligo dT y la

enzima transcriptasa reversa y el resto de reactivos contenidos en el kit de

sintesis de cDNA de Invitrogen (SuperScript Il Reverse Transcriptase,

Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante con respecto a las

cantidades de reactivos necesarias para la reaccién, asi como el tiempo de

incubacién adecuado. EI cDNA obtenido fue amplificado por PCR utilizando una

enzima polimerasa de alta fidelidad, asi como una pareja de oligos que

amplificase la regién afectada por la mutacion en el gen ccz-1.
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6.4. Procesamiento de fragmentos de DNA

6.4.1. Separacion de DNA mediante electroforesis

Las moléculas de DNA fueron separadas segun su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa. Para la preparacion de los geles de agarosa
se disolvio la agarosa (Seakem LE) en solucién TAE (40 mM Tris-acetato pH 8,
1 mM EDTA) y se afadido bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5
bMg/ml. La electroforesis fue realizada en cubetas de Ecogen conectadas a
fuentes de Biorad que les suministraban un voltaje constante entre 50-100 V.
Para estimar el tamafio de las moléculas de DNA, éstas se compararon con el

marcador de tamafio molecular de 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

6.4.2. Purificacion de moléculas de DNA

Para la purificaciéon de los productos de PCR se utilizd el kit Jet Quick
PCR Product Purification Spin kit (Genomed) y para la extraccion de DNA a
partir de los geles de agarosa, el kit Jet Quick Gel Extraction Spin Kit (Genomed)
y el kit QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen). Una vez purificadas, las moléculas

de DNA fueron eluidas entre 30-50 pl de solucion TE o agua miliQ a 70 °C.

6.4.3. Digestion de moléculas de DNA

La digestién de fragmentos de DNA fue realizada con endonucleasas de
restriccion de Fermentas, New England Biolabs, Promega y Roche, utilizando los
tampones y las condiciones de incubacidén apropiadas para cada enzima segun
el fabricante. Los fragmentos de DNA resultantes de la digestion fueron

separados en un gel de agarosa y purificados a partir de él.

6.4.4. Desfosforilacion de moléculas de DNA

La desfosforilacién de los plasmidos digeridos permitid evitar que los
fragmentos se religaran. Los grupos fosfato del extremo 5’ fueron eliminados con
fosfatasa alcalina (CIAP, Roche), incubando el plasmido digerido con 1 unidad

de la enzima durante 1 hora a 37 °C en el tampon aportado por el fabricante.
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6.4.5. Ligacion de fragmentos de DNA

Para la ligacion entre el plasmido digerido y el inserto se utilizd la DNA
ligasa del fago T4 (Fermentas), incubando los fragmentos de DNA en presencia
de 1 unidad de la enzima durante 30 minutos a 37 °C o bien durante 12-16 horas
a 16 °C. La reaccién de ligacion fue utilizada para transformar células
competentes de E.coli, en las cuales se amplificé el plasmido. Se comprobé si el
plasmido habia introducido el inserto realizando una digestién con diferentes

enzimas de restriccion.

6.4.6. Secuenciacion de DNA

Las moléculas de DNA fueron secuenciadas en un secuenciaciador ABI
Prism 3100 (Applied Biosystems), en el Servicio de Gendmica del Instituto de
Biologia Molecular y Celular del Cancer. El volumen final de cada reaccién de
secuenciacion fue de 8 pl, conteniendo 3 pM del oligonucleotido necesario, asi
como la cantidad adecuada de DNA: 50-150 ng de productos de PCR, 100-150

ng de DNA de cadena sencilla o bien 400-600 ng si se trataba de un plasmido.

6.5. Construcciones de los plasmidos pCN1 y pCN2

El plasmido pCN1 [Promotor de ced-1::gen ccz-1::YFP::let 858 3’ UTR]
fue construido a partir del plasmido pLN180 [Promotor de ced-71::gen ced-
12::YFP::let 858 3’ UTR], el cual fue generado por el Dr. Lukas Neukomm, en el
Instituto de Biologia Molecular de la Universidad de Zurich. Como se mostrd en
la Figura 2.37, el plasmido pLN180 contenia sitios de restriccion unicos para las
enzimas Pacl, Ascl, Fsel y Apal, un marcador de resistencia a Ampicilina y una
copia silvestre del gen unc-119. Ademas, contenia el gen ced-712 fusionado a la
proteina fluorescente YFP y bajo la expresion del promotor del gen ced-1, asi
como una region 3’ UTR genérica que procedia del gen let-858. Inicialmente, se
amplificé por PCR una copia silvestre del gen ccz-1 a partir de DNA gendémico
de la cepa N2 Bristol, utilizando la pareja de oligos adecuada: CE0077 (sitio de
restriccion Ascl, secuencia ACC, inicio del gen F58G11.6) y CE0088 (sitio de

restriccion Fsel, copia reversa del final del gen F568G11.6 sin el codén de
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parada). En la PCR, se empled la enzima polimerasa Phusion High-Fidelity (New
England Biolabs), que copia el DNA con alta fidelidad, para minimizar los errores
que pudieran producirse durante la copia. El producto de PCR amplificado se
sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se purificd la banda
correspondiente al gen ccz-1 con el kit de extraccion de DNA a partir de gel de

Qiagen.

Mediante ligacion enzimatica con la enzima ligasa T4, se uni6 la copia del
gen ccz-1, amplificada por PCR vy purificada previamente, al vector pJET
utilizando un kit de clonacién de fragmentos de PCR (CloneJET PCR cloning Kit,
Fermentas), incubandolos durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
transformaron las células competentes Genehogs (Invitrogen) con el producto de
la ligacién anterior, incubandolas 30 minutos en hielo y 45 segundos a 42 °C y 1
minuto de nuevo en hielo. Se anadié 1 ml de medio LB y se incubd durante 1
hora a 37 °C. Se sembraron 200 pl del cultivo en dos placas de LB agar con

ampicilina y se incubaron durante una noche a 37 °C.

Al dia siguiente se seleccionaron varias colonias diferentes y se realizé
una PCR para comprobar que se habia insertado el producto (gen ccz-1) en el
vector pJET. Con las colonias que dieron positivo para la PCR se prepar6 un
cultivo en 3 ml de medio LB con ampicilina, incubandolo durante una noche a
37 °C. Se purificaron con el kit de Miniprep de Qiagen (QIAprep Spin Miniprep
kit) y se eluyeron en 30 pl de H,O miliQ a 70 °C. Se cuantifico la cantidad de
DNA utilizando un espectrofotometro Nanodrop. Asimismo, para comprobar que
efectivamente se habia insertado el producto en el vector pJET, se realizaron
dos digestiones enzimaticas con las enzimas Ascl y Fsel (New Englands
Biolabs). Se prepard un cultivo con aquellos clones que tenian insertado el gen
ccz-1, en 100 ml de medio LB y ampicilina, incubandolo durante toda la noche a
37 °C. Al dia siguiente se purificaron con el kit de Midiprep de Qiagen (QIAGEN
Plasmid Midi kit), eluyendo el plasmido en 150 ul de H,O a 70 °C.
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Posteriormente, se cuantifico la cantidad de DNA y se realizd una
digestion enzimatica triple con las enzimas Fsel, Ascl y Bgll de una cantidad de
plasmido aproximada de 1-1.5 pg. Las enzimas Fsel y Ascl permitian cortar el
gen ccz-1 del plasmido, mientras que la enzima Bgll tenia como finalidad cortar
el vector pJET (de unos 3Kb) para evitar su confusion con el gen ccz-1 (de unos
2,5 Kb). La mezcla se incubd a 37 °C durante dos horas y media y después se

separaron las bandas mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Las bandas de 2,5 Kb correspondientes al gen ccz-1 fueron purificadas a
partir del gel utilizando el kit de Quiagen (Quiagen Gel Extraction kit) y eluidas en
30 ul de H,O miliQ a 70 °C. Se cuantific la cantidad de DNA purificada y se
secuencio el gen ccz-1 purificado para comprobar que estaba correctamente
copiado. Se realizé una ligacion enzimatica entre el gen ccz-1 y el plasmido
pLN180 previamente digerido con las enzimas Fsel y Ascl para eliminar el gen
ced-12, de forma que tuvieran bordes complementarios para proceder a la
ligacion. Se transformaron células competentes GeneHogs con 5 pl del producto
de la ligacion, siguiendo el protocolo de transformacion anterior. Las placas de
agar LB y ampicilina, en las que se habian sembrado 200 ul del medio con las
células transformadas, fueron incubadas a 37 °C durante la noche. Al dia
siguiente, se seleccionaron varios clones de las placas para preparar cultivos en
medio LB y ampicilina. Se incubaron a 37 °C durante toda la noche y fueron
purificados con el kit de Miniprep de Qiagen. Al igual que antes, se comprobd
mediante PCR y digestion enzimatica que se habia insertado el gen ccz-1 en el
plasmido PLN180. Con aquellos clones que tenian insertado el gen ccz-1 se
preparo un cultivo de mayor cantidad para poderlo purificar mediante el kit de
Maxiprep de Quiagen y obtener asi el plasmido pCN1. Esta construccion (Figura
2.1) contenia el gen ccz-1 fusionado en su extremo C-terminal a la proteina
fluorescente YFP y bajo la expresion del promotor del gen ced-1. Mediante
secuenciacion se comprobd que la copia del gen ccz-1 insertada no estaba

alterada.
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Apal

let-858 3'UTR
Pacl

YFP

Fsel

unc-119(+)

pCN1

gen ccz-1 17603 bp

Ascl Sbfl

promotor de ced-1

Figura 2.1. Mapa de la construcciéon pCN1.

La construccién del plasmido pCN2 [Promotor del gen ccz-7::gen ccz-1
mYFP:let 858 3 UTR] se realizé utilizando el plasmido pCN1 construido
previamente. Se sustituyd el promotor del gen ced-1 por el promotor del gen
ccz-1, utilizando para ello las mismas técnicas moleculares que en la insercidon
del gen ccz-1. Para amplificar por PCR el promotor del gen ccz-1 se utilizaron
los oligos: CE0085 (sitio de restriccién de la enzima Sbfl e inicio del promotor
del gen F58G11.6) y CE0086 (sitio de restriccion de la enzima Ascl y copia
reversa del final del promotor del gen F58G11.6). El promotor fue insertado en
el vector pJET.

La presencia del codon de inicio de lectura del gen F68G11.5 dentro de
la region del promotor del gen ccz-1, obligd a realizar una mutagénesis dirigida
en ese punto. Para ello se utilizaron los oligos CE0091 y CE0092 y el kit
apropiado (QuickChange XL Site-Directed Mutagenesis kit, de Stratagene). Se
realizdé la mutagenésis siguiendo las instrucciones del fabricante, digiriendo el

producto de la PCR con la enzima de restriccion Dpnl durante 1 h a 37 °C y
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transformando las células Ultracompetentes XL10-Gold aportadas en el kit con
este producto digerido. Se seleccionaron mediante secuenciacién aquellos
clones en los cuales la mutagénesis habia tenido éxito. Una vez
mutageneizado, se realizé una digestion del plasmido con las enzimas Sbfl y
Ascl y el promotor del gen ccz-1 fue insertado en el plasmido pCN1, al cual se
le habia eliminado previamente mediante digestion enzimatica el promotor del

gen ccz-1, obteniendo de esta forma el plasmido pCN2 (Figura 2.2).

AmpR

Apal

let-858 3'UTR
Pacl

YFP

Fsel pCN2
14917 bp

unc-119(+)

gen ccz-1

Sbfl

promotor de ccz-1

Figura 2.2. Mapa de la construccion pCN2.
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7. Técnicas de microscopia

7.1. Microscopia de contraste interferencial (Nomarski) vy

fluorescencia

Todas las manipulaciones de los nematodos llevadas a cabo durante
este trabajo, incluidas las preparaciones de las muestras del microscopio,
fueron realizadas mediante la visualizacion de los animales en una lupa
binocular Leica (modelo MZ16FA). Para la visualizacién de los nematodos en
un microscopio de 6ptica Nomarski, los animales fueron colocados sobre una
pelicula de agar colocada sobre un portaobjetos. El agar utilizado fue disuelto
en agua a una concentracion de 4,5%. Los animales fueron inmovilizados
anadiéndole Tetramisol (Sigma) a una concentracién 1 mM en solucién M9.

Posteriormente, se cubrié el agar con un portaobjetos.

La mayoria de las veces, se utilizo un microscopio de fluorescencia
motorizado Zeiss Axioplan 2, equipado con una camara Hamamatsu Orca-ER
C4742-95 y objetivos de inmersidon Plan-Apochromat Zeiss 63x y Plan-
Apochromat Zeiss 100x. Las imagenes fueron capturadas con el programa
Openlab v.4.0.2 (Improvision) y procesadas con los programa Adobe Photoshop
CS3 e Imaged (NIH).

En aquellos experimentos en los cuales fue necesaria la luz ultravioleta
para visualizar la fluorescencia de la muestra, por ejemplo, la de la proteina

GFP, se utilizaron los filtros apropiados del microscopio.

7.2. Microscopia en 4D

En la realizacion de la microscopia en 4D de embriones de C. elegans se
utilizé igualmente el microscopio de fluorescencia motorizado Zeiss Axioplan 2
utilizado para la microscopia Nomarski, asociado a una camara que permitia la
captura de las imagenes y un ordenador para su posterior almacenamiento y
procesamiento. Los embriones fueron preparados en la lupa binocular para su

observacion al microscopio en un portaobjetos, para ello se realizé una incisién
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con un bisturi en los animales hermafroditas adultos, de forma que los
embriones que estaban en el interior de la génada pudiesen salir y flotar en el
medio M9 que los rodeaba. Con la ayuda de una pipeta de vidrio de punta muy
fina se traspasaron los embriones del medio M9 a la pelicula de agar situada en
el portaobjetos. Se colocd un cubreobjetos sobre el agar y las tres cuartas partes
del espacio entre ambos se rellend con medio M9. Después los bordes del
cubreobjetos fueron sellados con vaselina para evitar la deshidratacion del

embridn durante el experimento.

Una vez preparada la muestra, ésta se observé al microscopio con el
objetivo 40x para localizar el embribn que se deseaba grabar mediante
microscopia en 4D, posteriormente se enfocd con el objetivo 100x y se fijaron
los parametros de los ejes X e Y del microscopio. Se intentaron grabar los
embriones desde el inicio de la embriogénesis, por ello se seleccionaron
aquellos embriones que se encontraban en la fase de 2 células, o en su defecto
en la fase de 4 células. La velocidad de la embriogénesis estaba controlada
manteniendo constante la temperatura de la muestra a 25 °C. Este control se
consiguié acoplando al objetivo del microscopio un anillo metalico a través del
cual circulaba agua con la temperatura deseada, manteniendo la temperatura

del agua mediante el uso de un bafo térmico.

El movimiento de la platina del microscopio en el eje Z se encontraba
automatizado gracias a un programa informatico, con lo cual el objetivo era
capaz de captar imagenes en planos diferentes del embrion de forma
secuencial. De cada embrién, se capturaron imagenes en 25 planos diferentes a
lo largo del eje Z, por cada intervalo de un minuto. Al finalizar, se recuperaba la

posicion inicial y se proseguia capturando las imagenes del siguiente intervalo.

Las imagenes capturadas mediante el programa informatico Openlab y
fueron almacenadas en formato PICT en el equipo informatico asociado al
microscopio. Para cada embrion grabado, la captura de imagenes se realizd

durante 8 horas, por tanto, la embriogénesis se encontraba aproximadamente en
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el estadio de 3 pliegues al finalizar la grabacién. Tras la grabacion del embrién,
se realizd el analisis de las imagenes capturadas por el microscopio. El primer
paso, fue convertir las imagenes del formato inicial PICT al formato TIFF vy
posteriormente, se convirtieron del formato TIFF al formato LURAWAVE,
utilizando el programa informatico ACDSee 7.0. Las imagenes en formato
LURAWAVE fueron analizadas con el programa informatico Simi Biocell
Software, uniéndo todas las imagenes del embrién para conseguir un video

secuencial de la embriogénesis en cada uno de los planos del eje Z del embridn.

Se realizaron grabaciones en microscopia 4D de tres embriones
diferentes para cada genotipo, y los genotipos analizados fueron: el silvestre
(N2), y mutantes homocigotos para las mutaciones {27129, t2070 y t2170, asi
como mutantes sand-1 (0k1963). De este ultimo genotipo, fueron grabados 18
embriones. Con la ayuda del programa Simi Biocell Software, se realizd un
analisis de la orientacion del huso mitético de los blastémeros EMS y Abar en
cada uno de los embriones grabados. Esto permitié detectar defectos en la

orientacion de dicho huso mitético en algunos embriones mutantes.

Asimismo, con este programa, se realizd un seguimiento de los cuerpos
apoptoticos en cada uno de los embriones grabados para comprobar cuantos de
estos cuerpos apoptoticos persistian en el embrién. Del genotipo sand-1

(0k1963) fueron analizadas las apoptosis en 3 de los 18 embriones grabados.

7.3. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos en la génada del

hermafrodita adulto

La cuantificacion de los cuerpos apoptéticos en la goénada de los
hermafroditas adultos, se realizd sincronizando los animales mediante una
selecciéon de aproximadamente unos 60 hermafroditas de cada cepa en el
estadio larvario L4, en la fase en la que la vulva del hermafrodita tiene una
apariencia similar a un arbol de Navidad (Christmas tree vulva). Se incubaron

durante estadios de 24h, 36h y 48h a 20 °C, y se realizé la cuantificacién de los
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cuerpos apoptoticos, mediante microscopia Nomarski, a las 24h, 36h y 48h,

respectivamente. La cuantificacion de los cuerpos apoptéticos se realizé en las

siguientes cepas:

>

>

Controles: N2 (wt)

Control con el marcador dpy-11: cepa SA0127 (CB224), con el genotipo
dpy-11(e224) V.

cepa SA0059: dpy-11(e224);mat(t2129) V/ nT1 qls51 (IV;V)

cepa SA0068: him-9(e1487) unc-24(e138)/ nT1(m345)(let) IV, dpy-
11(e224) mat (t2070) V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)

cepa SA0072: him-9(e1487) unc-24(e138)/ nT1(m345)(let) IV; dpy-
11(e224) mat (t2170) V/ nT1(m345)(let) (IV;V)

cepa SA0124 (RB1598): sand-1(ok1963) IV

cepa SA0147 (VC2009): F58G11.6 (0k2182) V

7.4. Migracion de la gonada

Se comprobd que no existia ningun defecto en la migracién de la gbnada

mediante la observacion de entre 20-25 hermafroditas adultos en el microscopio

Nomarski. Se observaron las siguientes cepas:

Control: N2 (wt)

cepa SA0068: him-9(e1487) unc-24(e138)/ nT1(m345)(let) IV, dpy-
11(e224) mat (t2070) V / nT1(m345)(let) (I1V;V)

cepa SA0072: him-9(e1487) unc-24(e138)/ nT1(m345)(let) IV, dpy-
11(e224) mat (t2170) V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)

cepa SA0122: mat t2129 V/ nT1qls51 (1V;V)
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7.5. Tincion con naranja de acridina

La tincion con naranja de acridina se realiz6 utilizando una solucion de
naranja de acridina (Molecular Probes), diluyéndola a una concentracion de
0,14 mg/ml, en solucion M9. Se afadieron 700 ul de esta solucion a cada placa
que contenia aproximadamente unos 20-25 hermafroditas. Los animales habian
sido previamente sincronizados, seleccionandolos en el estadio larvario L4 e
incubandolos durante 24h a 20 °C. Una vez afadida la naranja de acridina, se
incubaron durante 1h en la oscuridad, ya que la naranja de acridina es sensible
a la luz. Posteriormente, los animales se visualizaron al microscopio Nomarski
bajo la luz ultravioleta, utilizando un filtro para GFP, para poder observar si los
cuerpos apoptéticos presentes en la gonada se tefiian o no con la naranja de
acridina. Los animales se prepararon para su visualizacion de cinco en cinco,
para evitar exponer lo minimo posible a la luz la naranja de acridina. Esta
tinciéon también fue utilizada para la deteccién de defectos en la biogénesis de

los lisosomas.

La tincién con naranja de acridina se realiz6 en las cepas:

» cepa SA0042: him-9(e1487) unc-24(e138)/ nT1(m345)(let) IV; dpy-
11(e224) mat (t2129) V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)

» cepa SA0059: dpy-11(e224) mat (t2129) V/ nT1(m345)(let) (I1V;V)
» cepa SA0126: (WS2972) gla-3 (op216) |

» Controles: N2 (wf) y cepa SA0127 (CB224): dpy-11(e224) V (control con

el marcador dpy).

» Control negativo en la observacion de la biogénesis de los lisosomas:
cepa SA0132: (VC308) rab-7 (ok511) Il /min-1 [dpy-10 (e128); mis14

[myo 2::gfp; pes-10::gfp]] 11
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7.6. Microscopia electrénica

Para la realizacion de la microscopia electronica de la gbénada de los
hermafroditas adultos, se seleccionaron animales no fluorescentes de la cepa
SA0122, cuyo genotipo es mat t2129 V/ nT1qls51 (IV;V). Dichos animales
contenian por tanto la mutacién {2729 en homocigosis. Se sincronizaron

seleccionandolos en el estadio larvario L4 e incubandolos a 20 °C durante 24h.

En la preparacion de las muestras para su observacion mediante
microscopia electronica se utilizé el protocolo desarrollado en el Centro de
Microscopia de la Universidad de Zurich (A. Kaech et al.). Siguiendo este
protocolo, los nematodos fueron congelados a alta presion utilizando el equipo
EM Pact2 (Leica Microsystems, Vienna, Austria). Para congelar los nematodos
se utilizaron unos recipientes de oro que contenian una cavidad de 1,5 mm x
0,2 mm, la cual se rellen6 con una gota de solucién PBS. Los animales se
transfirieron de la placa de agar a la solucion de PBS del recipiente y se retir6 el
exceso de la solucién utilizando papel de filtro. El resto del recipiente se rellend
con 1-hexadecano y se introdujo en el equipo EM Pact2 para congelar los

animales a alta presion.

Posteriormente, se fue sustituyendo el medio en los nematodos
congelados manteniendo la temperatura de congelaciéon, de forma que se
sustituyod la solucién de 1-hexadecano por una solucion de tetroxido de Osmio
al 2% en acetona anhidra. Esta sustitucion de medios se realizé en un equipo
Leica EM AFS2 (Leica Microsystems) utilizado para dicho fin. Los animales se
mantuvieron a -90 °C, a -60 °C y finalmente a -30 °C durante periodos de
tiempo de 8 horas para cada temperatura. Las temperaturas fueron modificadas
a un ritmo de 30 °C por hora, hasta alcanzar la temperatura ambiente, y a dicha
temperatura se mantuvieron durante 1 hora. Durante este proceso, denominado
sustitucién en congelacion, la acetona anhidra capta el agua de los cristales de
hielo formados en la congelacion y el Osmio fija quimicamente los tejidos de los

nematodos. Finalizado dicho proceso, la soluciéon de tetroxido de Osmio fue
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retirada lavando los animales con acetona anhidra dos veces. Una vez retirada,
los animales se colocaron uno a uno en cada uno de los espacios del molde
utilizado para realizar los bloques de parafina. Estos bloques se hicieron
embebiendo los animales progresivamente en una mezcla de Epon/Araldita
(Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza) al 33% en acetona anhidra durante una noche a
4 °C, al 66% en acetona anhidra durante 6 horas a 4 °C y finalmente en una
mezcla de Epon/Araldita al 100% durante una hora a temperatura ambiente. La
mezcla fue polimerizada manteniéndola a 60 °C durante 48 horas hasta obtener

los bloques sdlidos conteniendo los nematodos fijados.

Los bloques de parafina obtenidos tras la polimerizacion fueron
seccionados con ayuda de un microtomo. Inicialmente, se corté el bloque con
una cuchilla para formar una piramide en el extremo en el que se situaba el
nematodo, y después se realizaron secciones de 1 ym hasta llegar al lugar
donde se situaba el extremo posterior del nematodo. Cuando se llegé a dicho
punto, se realizaron secciones hasta alcanzar la region donde estaba situada la
curvatura de la génada del animal que es donde se situaban principalmente los
cuerpos apoptoticos acumulados en el mutante. A partir de ese momento, se
realizaron secciones ultrafinas, de aproximadamente 70 nm, que serian las que

posteriormente se visualizarian en el microscopio electronico.

Estas secciones ultrafinas fueron colocadas sobre gradillas y tefiidas con
una solucion acuosa que contenia acetato de uranilo al 2% vy citrato de plomo
Reynolds. Las secciones tenidas fueron visualizadas mediante microscopia
electrénica de transmision en un microscopio Phillips CM 100 (FEI, Eindhoven,
Holanda) utilizando para la captura de las imagenes una camara Gatan Orius
CCD vy un programa informatico de adquisicion de imagenes digitales (Gatan
GmbH, Munich, Alemania). Las imagenes fueron procesadas posteriormente

utilizando el programa ImageJ.

100



Materiales y métodos

7.7. Andlisis de las proteinas de la ruta de maduracion de los

fagosomas

Las cepas transgénicas SA0119 (WS4670), SA0120 (WS4671) y SA0121
(WS5016), expresaban las proteinas YFP::RAB-7, YFP::RAB-5 vy
YFP::2XFYVE, respectivamente. Estas cepas fueron cruzadas genéticamente
con el mutante {27129 para obtener las cepas SA0160, SA0163 y SA0149, las
cuales también expresaban las proteinas YFP::RAB-7, YFP::RAB-5 Y
YFP::2XFYVE, respectivamente. Las primeras fueron utilizadas como controles
de la expresidn de las proteinas correspondientes, mientras que las otras cepas
reflejaban la influencia que la mutacion {2729 tenia sobre la localizacion de las
proteinas RAB-7, RAB-5 y VPS-34.

De cada cepa se seleccionaron animales en el estadio larvario L4 y se
incubaron 24 horas a 20 °C. Posteriormente fueron visualizados mediante
microscopia Nomarski de fluorescencia en el equipo Zeiss Axioplan 2,
cuantificando los cuerpos apoptéticos y los halos fluorescentes que eran

visualizados en la gbnada de cada animal.

8. Analisis mediante snip-SNP

Este analisis utilizando snip-SNP fue llevado a cabo siguiendo los
procedimientos descritos por Wicks et al. (2001). Inicialmente, se construyo la
cepa de tres factores SA0060, con el genotipo: dpy-11(e224); mat(t2129),
unc-76(€911) V/nT1 qls51 (IV;V), mediante el cruce de la cepas SA0059
(dpy-11 (e224); mat(t2129) V/ nT1 qls51 (IV;V)) y la cepa SA0054 (cepa original
DR188, con genotipo: daf-11(m47) unc-76(e911)V).

La cepa de tres factores poseia dos marcadores genéticos (dpy-11(e224)
y unc-76(e911)) que acotaban la mutacion 2729 y que producian un fenotipo
visible. Dicha cepa fue utilizada en la realizacion del analisis mediante snip-
SNPs.
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Como se explico anteriormente, un snip-SNP es un polimorfismo de un
unico nucledtido entre la cepa N2 Bristol y la cepa Hawaiiana CB4856 que
afecta a la diana de una enzima de restriccion. Los hermafroditas de esta cepa
de tres factores fueron cruzados con machos de la cepa de Hawaii,
consiguiendo obtener en la progenie animales que tenian en heterocigosis tanto
el fondo genético de N2 Bristol, como el de la cepa de Hawaii, asi como la

mutacion t2129 y los dos marcadores genéticos.

De la progenie de estos animales se seleccionaron aquellos que poseian
el marcador dpy-11 (e224) en homocigosis, y el marcador unc-76 (€911) en
heterocigosis, ya que habian sufrido recombinacion. Se separararon por una
parte aquellos recombinantes en los cuales la recombinacion se habia
producido antes de la mutacion {2729 y por tanto, eran heterocigotos para dicha
mutacion y producian progenie viable. Por otra parte, se separaron aquellos
animales en los cuales la recombinacion se habia producido posteriormente a la
mutacién t2729, con lo cual tenian la mutacion en homocigosis y la progenie no
era viable. Esta separacion se realiz6 observando si la progenie era o no viable.
Se seleccionaron 137 recombinantes heterocigotos para (2729 y 42

recombinantes homocigotos para t2129.

La extraccion del DNA de los recombinantes se realizé ahadiéndole:

- a cada recombinante con la mutacion {2729 en heterocigosis, junto
con animales de su progenie: 50 ul de la solucién de lisis 1x y 4 ul de

proteinasa K (20 mg/ml, Qiagen).

- a cada animal recombinante con la mutacion {2729 en homocigosis:

10 pl de la solucion de lisis 1x y 1 pl de proteinasa K.

Posteriormente, se incubaron a 65 °C durante 1hora y a 90 °C durante 15

minutos para inactivar completamente la proteinasa K.
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Se seleccionaron cuatro snip-SNPs diferentes:

» primer snip-SNP: con la posicién genética V: 5.115 (pkP5069), que

afecta a la diana de la enzima de restriccion Apol.

» segundo snip-SNP: con la posicién genética V: 5.352 (pkP5123), que
altera la diana de la enzima de restriccion NspV.

» tercer snip-SNP: con la posicion genética V: 5.589 (pkP5124), que

afecta a la diana de la enzima de restriccion Dral.

» cuarto snip-SNP: con la posicion genética V: 5.833 (pkP5125), que

altera igualmente la diana de la enzima de restriccién Dral.

Inicialmente, el DNA extraido de los recombinantes heterocigotos para la
mutacion (2729 fue amplificado por PCR con la pareja de oligos
correspondientes al primer snip-SNP seleccionado. Los productos de PCR
obtenidos fueron digeridos con la enzima Apol (Xapl, Fermentas) a una
temperatura de 37 °C durante 2 horas y media, e inactivada la enzima a 80 °C
durante 10 minutos, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de
la digestion fueron visualizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1,5 %.

Para la cepa N2 Bristol, se observaba como producto de digestion con la
enzima Apol una banda de 737 pares de bases (bp), mientras que el producto
de digestion de la cepa de Hawaii eran dos bandas con un tamafio de 426 bp y
311 bp. En el caso de aquellos recombinantes en los cuales en la region
amplificada se encuentran los dos fondos genéticos en heterocigosis, ya que la
recombinacién se produjo en una region anterior al primer snip-SNP, en el
producto de digestidon se observan las tres bandas. En cambio, en aquellos
recombinantes en los cuales la recombinacion se produjo en la regidén posterior
al primer snip-SNP, en el producto de digestion unicamente se observa la

banda de 737 bp correspondiente al fondo genético de N2 Bristol.
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De los 137 nematodos analizados con el primer snip-SNP, solamente se
encontraron 8 animales que habian sufrido recombinacién entre la mutacion

t2129 y el primer snip-SNP.

El analisis con el segundo snip-SNP se realizd6 con estos 8
recombinantes, amplificando el DNA extraido previamente mediante PCR con la
pareja de oligos correspondientes al segundo snip-SNP. El producto de la PCR
fue digerido con la enzima de restriccion NspV (Bsp119l, Fermentas),
incubando a 37 °C durante 2 horas y media. Se visualizaron los productos de
digestion mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%. El producto de
digestion esperado para la cepa N2 Bristol consistia en tres bandas con un
tamano de 192 bp, 29 bp y 12 bp, sin embargo, en el gel se visualizaba
principalmente la banda de mayor tamafo. El producto de digestion de la cepa
de Hawaii unicamente tenia dos bandas de 221 bp y 12 bp, pero en el gel de

agarosa se podia observar con mayor nitidez sélo la banda mayor.

De los 8 recombinantes analizados con el segundo snip-SNP, el producto
de la digestion en 4 de ellos contenia las dos bandas de mayor tamafio
corespondientes a los dos fondos genéticos. En dichos recombinantes, la
recombinacion se habia producido antes del segundo snip-SNP. En cambio, en
los otros 4 recombinantes, el producto de digestion solamente presentaba la
banda correspondiente al fondo genético N2 Bristol, y por tanto la
recombinacién se habia producido después del segundo snip-SNP, entre el

segundo snip-SNP y la mutacién t2129.

Posteriormente, estos 4 ultimos recombinantes fueron analizados con el
tercer snip-SNP. Se amplificd por PCR la region que lo contenia utilizando los
oligos correspondientes a dicho snip-SNP. Se realizé una digestién de los
productos de PCR con la enzima de restriccion Dral (Fermentas), incubando a
37 °C durante 2 horas y media e inactivando la enzima a 65 °C durante 20

minutos.
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Los productos de la digestion fueron visualizados mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 2%. En la digestion de la cepa N2 Bristol, se obtuvieron
dos bandas de 303 bp y 59 bp. Mientras que en la digestién de la cepa de
Hawaii se obtuvieron tres bandas de 231 bp, 72 bp y 59 bp. Todos los
productos de digestiébn obtenidos para los 4 recombinantes analizados
contenian las bandas correspondientes a ambos fondos genéticos,
visualizandose principalmente en el gel las dos bandas de mayor tamafo, de
303 bp y de 231 bp. Esto indicaba que la recombinacion se habia producido

siempre antes del tercer snip-SNP.

Seguidamente, se realiz6 un andlisis de los 42 recombinantes
homocigotos para la mutacion t2129 seleccionados y a los cuales se les habia
extraido el DNA previamente. El andlisis de estos recombinantes con el tercer
snip-SNP se realizé bajo las mismas condiciones que los recombinantes
heterocigotos analizados previamente con dicho snip-SNP. Los productos de
digestion obtenidos contenian Unicamente las bandas correspondientes a la
digestion de la cepa N2 Bristol (303 bp y 59 bp), por lo tanto, la recombinacion

se produjo en todos los casos a la derecha del tercer snip-SNP.

Después se analizaron estos recombinantes con el cuarto snip-SNP,
para ello se amplific6 mediante PCR la region correspondiente a este snip-SNP
con la pareja de oligos adecuada. Los productos de PCR obtenidos fueron
digeridos con la enzima de restriccion Dral (Fermentas), incubando a 37 °C
durante 2 horas y media e inactivando la enzima a 65 °C durante 20 minutos.
Los productos de la digestién fueron visualizados mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 2%.

En la cepa N2 Bristol, el producto de digestion contenia dos bandas de
480 bp y de 57 bp, aunque en el gel se observaba principalmente la de mayor
tamafno. En la cepa de Hawaii, el producto de digestion estaba compuesto por
tres bandas de 297 bp, 183 bp y 57 bp, siendo las dos bandas de mayor

tamafio las que mejor se distinguian en el gel. En la mayoria de los
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recombinantes analizados, el producto de digestion obtenido contenia solo las
bandas correspondientes a la cepa N2 Bristol, por lo que la recombinacion se
habia producido después del cuarto snip-SNP. Unicamente se encontraron dos
recombinantes en los cuales la recombinacién se habia producido entre la
mutacion t2129 y el cuarto snip-SNP, con lo que el producto de digestion

contenia las bandas correspondientes a ambos fondos genéticos.

9. Inactivacion genética mediante RNA de interferencia

La coleccion de bacterias empleada para la realizacion de los ensayos de
RNA de interferencia (RNAI) fue la coleccion creada en el laboratorio de la Dra.
Julie Ahringer, del Instituto Gurdon de Investigacion del Cancer, de la
Universidad de Cambridge (Fraser et al.,, 2000; Kamath et al. 2003). Esta
coleccion fue creada clonando fragmentos gendmicos obtenidos mediante PCR
en el vector L4440, que cubrian un 86% de los genes del genoma de
C. elegans. El vector poseia un promotor T7 en cada cadena de DNA. Dichos
vectores fueron transformados en una cepa de E. coli, deficiente en actividad
RNasa Il y con actividad polimerasa T7 inducible por IPTG. El genotipo de esta
cepa es: F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, lambda-, rncl4::Tn10 (DE3
lysogen:lavUV5 promotor-T7 polimerasa) (polimerasa T7 inducible por IPTG)
(Rnasa Il deficiente). La cepa crece en placas de LB o 2xYT, y es resistente a
la tetraciclina. Sin embargo, la utilizacién de tetraciclina durante su cultivo

puede disminuir el efecto del RNAI, por lo que se sustituye por ampicilina.

El procedimiento utilizado para realizar los ensayos de RNAi en este
trabajo fue el descrito por Kamath et al. (2001). Los clones de RNAI de la
coleccion que se requirieron para este trabajo fueron crecidos en placas de LB
agar con 100 ug/ml de Ampicilina durante una noche a 37 °C. Al dia siguiente,
se aislaron las colonias con el asa de siembra y se dejaron crecer nuevamente

durante una noche a 37 °C. Una vez aisladas las colonias, se inocularon los
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clones de RNAi en medio LB liquido con una concentracion de 50 ug/ml de
ampicilina, incubando a 37 °C durante 6-12 h. Las placas utilizadas para realizar
el ensayo de RNAI se realizaron afiadiendo al NGM agar, ademas de las sales y
el colesterol habituales, una concentracion 1 mM de IPTG y una concentracion
de 100 ug/ml de Ampicilina. Las placas se hicieron con una semana de

antelacién aproximadamente.

Estas placas fueron sembradas con 600 ul del cultivo de bacterias con el
clon de RNAI de interés incubado previamente, se dejaron secar durante 10 min
en la campana de extraccion y fueron inducidas toda la noche a temperatura
ambiente. Al siguiente dia, se transfirireron los hermafroditas en el estadio
deseado a estas placas, disminuyendo en lo posible transferir las bacterias
OP50 de la placa de NGM agar. Como controles para los experimentos de RNAI
se usaron un clon del vector, como control negativo, que no alteraba el fenotipo
silvestre de los animales crecidos en €l y como control positivo, un clon de RNAI
del gen unc-22, el cual producia un fenotipo de movimiento incoordinado en los

animales que se crecian en este clon.

En el experimento en el que se realizd la inactivacién mediante RNAI de
los genes eea-1, bir-2, F63F4.10, letm-1, Ipin-1 y ceh-24, los nematodos de
fenotipo silvestre (N2) fueron sincronizados al estadio de L1, tratandolos con
acido hipoclérico. Posteriormente, se colocaron unos 100 animales en el
estadio de L1 en cada placa en la cual previamente se habia sembrado e
inducido el clon de RNAI deseado. Se crecieron a 20 °C y en el estadio de L3-
L4 se traspasaron algunos animales a nuevas placas de RNAI. Se crecieron a
20 °C hasta que producen progenie y los embriones de la progenie fueron
observados al microscopio Nomarski para comprobar si tenian un fenotipo
similar al de los mutantes t27129, t2070 y t2170. En este experimento, se probd
también la cepa hipersensible a RNAi, la cepa SA0062, con genotipo rrf-3
(pk1426) I, pero los animales se volvian estériles y por tanto no se podia

analizar el fenotipo de la progenie.
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En la inactivacion del gen ccz-1 mediante RNAi, se utilizaron
hermafroditas de la cepa hipersensible a RNAi SA0062 (rrf-3), que se colocaron
en las placas que tenian el clon de RNAi del gen ccz-1 inducido en el estadio de
L4. Se crecieron a 20 °C y en el estadio de adultos fueron transferidos a placas
nuevas con el mismo clon de RNAIi. Posteriormente, se observo la progenie de
estos nematodos al microscopio Nomarski cuando se habian convertido en
adultos. Se pudd observar acumulacién de cuerpos apoptéticos en la gbnada
del hermafrodita adulto y granulos en los embriones de estos animales. Este
gen presentd una fuerte resistencia a la inactivacion mediante RNAI, ya que
cuando se probd a realizar la inactivacion con la cepa silvestre no se pudo
observar ningun fenotipo apreciable, y fue necesaria la utilizacién de la cepa

hipersensible a RNAi para poder observar el fenotipo descrito.

En el experimento en el cual se observé la influencia que tenian los
distintos genes de la ruta de maduracion de los fagosomas sobre la localizacion
de la proteina CCZ-1::YFP, se realiz6 mediante RNAi la inactivacion de los
genes de la ruta: dyn-1, vps-34, rab-5, rab-7, sand-1, vps-18, vps-11 y vps-16.
Se utilizaron animales de la cepa SA0150, con el genotipo N2, jcpEx2 [Pced-
1::F68G11.6::yfp::let-858 3’'UTR; wunc-119 (+)] + myo-2::gfp, los cuales
expresaban la proteina CCZ-1::YFP bajo el promotor ced-1. Los animales
fueron sincronizados al estadio de L1 y seleccionados utilizando el marcador
myo-2::gfp. Se crecieron a 20 °C en las placas con el clon de RNAi de cada uno
de los genes de la ruta mencionados anteriormente y en el estadio de L4 fueron
transferidos a nuevas placas de RNAI. A las 24 h posteriores al estadio de L4
fueron observados en un microscopio Nomarski equipado con un filtro de luz

UV apropiado para la observacion de la fluorescencia emitida por la YFP.

108



Materiales y métodos

10. Técnicas de transformacion

10.1. Transformacion de E. coli

En la transformacion de E. coli se siguio el procedimiento descrito por
Kushner (1978). Las células competentes fueron descongeladas en hielo e
incubadas junto con el DNA (1-10 ng) en hielo durante 30 minutos. Se les aplicé
un pulso de calor de 2 minutos a 42 °C. Posteriormente, se anadieron 3
volumenes de medio LB y se incub6 la mezcla durante 1 hora a 37°C con
agitacion fuerte (200 rpm). Tras la incubacién, se sembraron las células en
placas de LB agar con el antibiético adecuado para realizar la seleccion del

plasmido introducido, generalmente ampicilina.

10.2. Transformacién de C. elegans mediante microinyeccion

La técnica utilizada para comprobar cual de los césmidos conseguia
rescatar la mutacion fue la microinyeccion. Se siguid el protocolo de
microinyeccion de nematodos recogido en el libro Cold Spring Harbor
Laboratory Worm Course Handbook, basado en un protocolo de los Dres.

Michael Stern y Michael Koelle, de la Universidad de Yale.

Esta técnica permite generar lineas transgénicas al microinyectar DNA
foraneo en el sincitio de la linea germinal del hermafrodita. Parte de la progenie
del animal incorporara el DNA inyectado generandose una linea transgénica.
Junto con este DNA se inyecta un marcador de co-inyeccion, que se utiliza para
seleccionar las lineas transgénicas, y diferenciarlas de la progenie que no ha

incorporado el DNA inyectado.

Existen dos tipos diferentes de marcadores de co-inyeccion, que

pueden ser utilizados en la microinyeccion:
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a) marcadores dominantes, como por ejemplo:

- una construcciéon en la cual una proteina fluorescente, como la
proteina GFP, se expresa bajo el control de un promotor de un gen de
C. elegans. Los animales transgénicos expresaran la GFP y podran

ser seleccionados utilizando una lupa equipada con fluorescencia.

- marcadores que provocan mutaciones que generan un fenotipo
visible, por ejemplo: el plasmido pRF4 que contiene un alelo
dominante (su71006) del gen del colageno rol-6. Esta mutacion
provoca un fenotipo denominado Roller, segun el cual los animales en
vez de moverse de forma ondulada en linea recta, se mueven

describiendo circulos.

b) fragmentos genémicos que contienen un gen que, al ser inyectado en
un mutante para ese gen, consiguen rescatar el fenotipo del mutante. Los
animales transgénicos seran identificados porque tendran un fenotipo
silvestre en vez del fenotipo mutante. Algunos marcadores de este tipo

son:

- lin-15: los mutantes del alelo lin-15 (n765ts) tienen un fenotipo
multivulva y son termosensibles. Por tanto, los animales antes de ser
inyectados se deben crecer a 15°C y una vez microinyectados se
crecen a 22°C aproximadamente. Los animales rescatados crecen a
esa temperatura, mientras que los que no son rescatados no
sobreviven. Los homocigotos para el alelo lin-15 (n765) de la
progenie rescatada pueden ser identificados por su fenotipo

multivulva en el estadio de adultos.

- unc-119: los animales que contienen una mutacion en el gen unc-
119 tienen una movilidad muy reducida. En cambio, los animales
transgénicos se mueven con normalidad y pueden ser identificados

facilmente.
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En la microinyeccion realizada se utiliz6 como marcador de co-
inyeccion el plasmido pPD118.33, el cual expresa la proteina GFP bajo el
promotor del gen myo-2, de forma que las lineas transgénicas son facilmente

identificadas por poseer fluorescencia en la faringe.

El DNA inyectado debe estar limpio, sin trazas de fenol o RNAasas,
generalmente se realiza una miniprep para extraer el DNA y acondicionarlo
antes de su uso. La concentracion final del DNA inyectado debe ser entre 100 y
200 ng/ul. Una vez inyectado en el sincitio de la linea germinal del hermafrodita,
el DNA que se ha inyectado se concatemeriza, generandose una molécula de
DNA circular que se mantiene como array extracromosomal. Rara vez el DNA
se integra en uno de los seis cromosomas del genoma del nematodo. El array
extracromosomal se comporta como un minicromosoma, replicandose y
segregandose en cada division celular. La fidelidad de transmision del array
extracromosomal a las siguientes generaciones es inferior a la transmisién de
los cromosomas enddgenos, alcanzandose como maximo un 50% de

transmision aproximadamente.

Para realizar la microinyeccion, se necesitaron los siguientes

materiales:

a) almohadillas de agarosa: se prepararon pipeteando agarosa al 2%
en H,O sobre un cubreobjetos y presionando otro cubreobjetos encima de esta
gota de agarosa, para obtener una almohadilla de agar lisa. Después de unos
segundos, cuando la agarosa se endurecid un poco se retird el cubreobjetos
superior y se dejo secar la agarosa a temperatura ambiente durante toda la
noche. Estas almohadillas de agarosa fueron utilizadas para situar encima el
aceite de microinyeccion en el cual se fijaron los animales cuando se iban a

inyectar.
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b) mezcla de inyeccién: se preparé un volumen final de 20 l

mezclando:

X pI del DNA (la concentracion final del cosmido que se quiere inyectar
debe ser de 20 ng/ul)

= X gl del marcador de la inyeccion (en este caso el marcador de co-
inyeccion utilizado fue el plasmido pPD118.33, que expresa la proteina

GFP bajo el promotor del gen myo-2, a una concentracion final de 2.5

ng/ul)
= X ul del plasmido pGEM vacio a una concentracion final de 100 ng/ul

» yse completd hasta 20 uyl con agua mili-Q.

Se debe homogeneizar bien la mezcla y debe ser filtrada antes de llenar
la aguja para evitar que ésta se obstruya. Esta mezcla de inyeccidén se puede

almacenar durante meses a -20 °C.

c) solucion de recuperacion: esta solucion permitia la rehidratacion de

los nematodos después de ser inyectados, se utilizé medio M9 para este fin.

d) Agujas para microinyeccion: Las agujas utilizadas se prepararon a
partir de capilares de vidrio con borosilicato. Estos capilares fueron sujetados en
ambos extremos por una maquina que los fundia en la mitad y separaba los
extremos, generando dos agujas muy finas a partir de cada capilar. En este
trabajo se utilizé un modelo de este tipo de maquinas denominado Narishige

needle puller PN-3.

e) Aceite de microinyeccion: se utilizé aceite de Halocarbono. Este
aceite se uso para fijar los animales a la almohadilla de agarosa y poderlos

microinyectar.

En la microinyeccién se utilizé un microscopio Zeiss Axiovert S100TV,

que poseia un objetivo de menor aumento (5x) que permitia localizar los
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nematodos, y otro de mayor aumento (40x) equipado con Nomarski, que fue el
utilizado para realizar la microinyeccion. Este microscopio estaba unido a un
micromanipulador, del modelo Narishige MMN-1, al cual se fijaba la aguja y
permitia moverla con mayor precision. Para conseguir la presion adecuada para
inyectar, la pieza que sujetaba la aguja se encontraba conectada a una bomba

de presion del modelo Eppendorf Femtojet.

Para realizar la microinyeccion, inicialmente se encendia el
microscopio y la bomba de presion, y se esperaba un tiempo hasta que la
bomba alcanzaba la presion adecuada. Se llenaba la aguja nueva con la mezcla
de inyeccion previamente filtrada, utilizando una micropipeta con una punta fina
y larga (0,5-10 ul), procurando que no existieran burbujas de aire en el interior
de la aguja. Se levantaba hacia atras la parte maovil superior del microscopio, se
colocaban unos cubres nuevos pegados con el aceite de inyeccion, sobre los
cuales se ponia una gota del aceite de inyeccion, y se retiraba la aguja antigua.
Para evitar que la aguja antigua fuese empujada por la presion, se situaba la
bomba de presidon en la posicion de reposo. Se colocaba la aguja nueva y se
movia hacia delante la parte movil del microscopio hasta su posicion inicial. Con

ayuda del micromanipulador se introducia la aguja en el aceite de inyeccion.

Utilizando el objetivo de menor aumento, se colocaba el extremo del
cubre superior en el medio del objetivo, de forma que se observara una linea
recta. Posteriormente, se situaba la aguja muy cerca de esa linea que formaba
el cubre, preferiblemente formando un angulo de unos 20-30°. Se activaba la
bomba de presién y utilizando el objetivo de mayor aumento del microscopio, se
observaba que la posicién de la punta de la aguja fuese la correcta. Con el
micromanipulador se procedia a mover hacia delante la aguja para que chocara
delicadamente contra el extremo del cubre, provocando la ruptura fisica de la
punta de la aguja. Se comprobaba que la punta de la aguja se habia roto si, al
accionar la posicion de inyeccion en la bomba de presion, se observaba que

salia la mezcla de inyeccion a través de la aguja.
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Se echaba una gota de aceite de inyeccion sobre la almohadilla de
agarosa que estaba sobre el cubreobjetos y se colocaban los animales sobre el
aceite utilizando una microespatula metalica. Se debian limpiar los restos de
bacterias que pudiesen tener los nematodos en la cuticula, agitandolos
suavemente en el aceite. Posteriormente, se debian fijar los animales sobre la
agarosa empujandolos suavemente con la microespatula. Los hermafroditas
que eran inyectados debian situarse a ser posible formando una linea recta de
arriba abajo, de manera que la vulva de los animales estuviese orientada hacia
la izquierda, del lado contrario al que estaba la aguja de microinyeccién. Asi, los
sincitios de ambos brazos de la gonada estarian situados a la derecha, o mas
cerca posible de la aguja. Se solian colocar aproximadamente unos 4 o 5
animales cada vez que se inyectaba, aunque el numero dependia sobre todo de
la velocidad a la cual se realizaba el proceso; ya que si los animales estaban

demasiado tiempo en el aceite de inyeccion se morian por deshidratacion.

Se colocaba el cubreobjetos con los animales en el microscopio y con el
objetivo de menor aumento se localizaban los nematodos y se comprobaba que
estaban en la posicion correcta. Se situaba la punta de la aguja en el mismo
plano que los nematodos, formando un pequeno angulo con el animal (entre 15°
y 45°). Se pasaba al objetivo de mayor aumento (40x) y se enfocaba la punta de
la aguja. Entonces se movia la aguja presionando contra la cuticula del animal,
hasta que la aguja penetraba la cuticula y se encontraba dentro del sincitio de la
goénada del hermafrodita. Entonces se inyectaba accionando la bomba de
presion, de forma que entrara en la gonada un flujo de DNA a través de la
aguja. La génada se debia llenar lo maximo posible del DNA, para que éste
recorriera todo el brazo de la génada. Una vez se habia llenado la gonada con
el flujo de DNA, la aguja debia retirarse hacia atras para que saliera del
nematodo. Normalmente, se procedia a inyectar el otro brazo de la gbnada del
mismo animal, y después se inyectaban el resto de los animales que se habian

fijado.
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Una vez inyectados, los animales no debian permanecer mas tiempo en
el aceite de inyeccidon para evitar su deshidratacion. Por ello, se colocaba una
gota de solucion de recuperacion sobre el cubre, el aceite flotaba, de forma que
la solucion de recuperacion envolvia a los animales, rehidratandolos. Una vez
rehidratados, los animales debian ser transferidos a una placa de agar. Para
ello se absorbian del cubre con un capilar y se expulsaban sobre la placa de

agar.

Al tercer dia después de la microinyeccién, se buscaba en la progenie de
los nematodos inyectados aquellos animales de la F1 que tuviesen el marcador
de co-inyeccion, en este caso, aquellos que expresaban la GFP en la faringe.
Cada animal transgénico de la F1 fue considerado un transformante
independiente, aunque algunos de ellos pudiesen proceder del mismo animal
inyectado. Los nematodos transgénicos fueron separados cada uno en una

placa diferente para poder obtener una linea transgénica estable.

En este trabajo se microinyectaron los césmidos y fosmidos: H37A05,
F53F4, F58G11, TO01D3, F55B12, T10G3, C56A3, WRMO0633bB09 vy
WRMO0617cG09. También se microinyectaron los cosmidos FO9F3 y C50BS8,
pero no se encontrd ninguna linea transgénica estable para estos césmidos. La
cepa utilizada para la microinyeccion fue la cepa SA0042, el mutante {2129 y
los nematodos fueron inyectados en el estadio de jovenes adultos para que el

resultado de la microinyeccién fuese el 6ptimo.

10.3. Transformacién de C. elegans con cainén de particulas

El protocolo seguido para la transformacion de nematodos mediante
bombardeo con un caindn de particulas de oro, fue una adaptacion del protocolo
descrito en Wilm et al. (1999), realizada por Dr. Ralf Schnabel y Cathrin Struck
en 2005.
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Mediante este método se construyeron a lo largo de este proyecto las

siguientes cepas:

>

116

SA0085, con genotipo: cnEx0001; unc-24(e138) IV/ nT1(m345)(let)
(IV;V); dpy-11 (e224) t2129 V/nT1(m345)(let) (IV;V) + myo-2::gfp;
construida bombardeando la cepa SA0042 (mutante {2729) con el
césmido F53F4 y el plasmido pPD118.33 (Pmyo-2::GFP), como

marcador de la transformacion.

SA0145, cuyo genotipo es: unc-119 (ed3) Ill; jepEx2 [Pced-
1::F68G11.6(genomic)::yfp:: let-858 3'UTR; unc-119(+) ] + myo-2::gfp;
construida mediante bombardeo de la cepa SA0148 (unc-119) con el

plasmido pCN1 y el plasmido pPD118.33.

SA0150, con genotipo: wild type (N2), JepEx2 [Pced-
1::F58G11.6(genomic):: yfp:: let-8568_3'UTR; unc-119(+) ] + myo-2::gfp;
construida bombardeando la cepa SA0001 (N2 Bristol) con el plasmido
pCN1 y el plasmido pPD118.33

SA0152, con genotipo: dpy-11 (e224), t2129 homocigoto jcpEx2 [Pced-
1::F68G11.6 (genomic)::yfp::let-858 3'UTR; unc-119(+)] + myo-2::gfp;
construida mediante bombardeo de la cepa SA0059 (mutante t2729) con

el plasmido pCN1 y el plasmido pPD118.33.

SA0161, cuyo genotipo es: unc-119 (ed3) Ill; jepEx3 [Promotor
F58G11.6::F58G11.6 (genomic):: yfp::let-8568 3'UTR; unc-119(+) ] + myo-
2:.gfp; construida bombardeando la cepa SA0148 (unc-119) con el
plasmido pCN2 y el plasmido pPD118.33.

SA0167, con el genotipo: pha-1(e2123)lll; jcpEx4 [Promotor F58G11.6::
F58G11.6(genomic)::yfp::let-858 3'UTR;unc-119(+)];construida mediante
bombardeo de la cepa SA0058 (pha-1) con el plasmido pCN2 y el
plasmido que rescata la mutacion pha-1(e2123) III.
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El primer paso en la transformacion fue la preparacion de las placas de
agar utilizadas en el bombardeo. Se usaron placas pequenas (4 cm
aproximadamente) de NGM agar que estuvieran un poco secas, y se sembraron
con 25 pl de un cultivo de bacterias OP50. Fueron incubadas a temperatura
ambiente durante toda la noche, o a 37 °C durante 4 horas. Para la
transformaciéon, las placas fueron enfriadas con hielo, para favorecer la

inmovilidad de los animales durante el bombardeo.

Los animales fueron previamente sincronizados a larvas en el estadio de
L1 y crecidos hasta jévenes adultos, ya que este estadio es en el cual se
obtiene un mayor rendimiento en la transformacion. Los animales fueron
recogidos con solucion M9 de las placas, dejandolos depositarse en el fondo de

un tubo por gravedad y quitando el exceso de sobrenadante.

Se prepard la solucion de DNA precipitado sobre particulas de oro,
pesando inicialmente 1 mg de particulas de oro (Chempur, polvo de oro 0,3-3,0
micron/99,9%) en un vial Eppendorf de 1,5 ml. La cantidad preparada servia
aproximadamente para la realizacion de unos 7-8 disparos con el cafnén de
particulas. Se anadieron al vial 100 ul de una solucién de espermidina 50 mM
(Sigma), se agitd utilizando un vortex y se sonicé durante 15 segundos.
Posteriormente, se afadié el DNA con el cual se deseaba transformar la cepa.
La cantidad total 6ptima de DNA para la transformacién son 16 pg, por lo que
normalmente se anadieron 8 ug del plasmido o cosmido deseado, y 8 ug del
plasmido utilizado como marcador de la transformacién. Habitualmente, se
utilizd6 como marcador el plasmido pPD118.33, que posee la construccién
Pmyo-2::gfp, y confiere fluorescencia verde a la faringe cuando la
transformacién ha tenido éxito. Sin embargo, otras veces se utilizaron como
marcadores otros plasmidos que rescataban la mutacidon presente en la cepa

que se bombardeaba, por ejemplo, el caso de la mutacion pha-1 (€2123) IlI.

117



Materiales y métodos

Para facilitar la precipitacion del DNA sobre las particulas de oro se dejo
incubar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se
rellené la diferencia de volumen hasta 360 pl de agua miliQ y se dejo incubando
de nuevo 10 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 100 ul de una
solucion CaCl; 1 M goteandolo poco a poco sobre la mezcla, se agito y se dejo
incubar 10 minutos a temperatura ambiente para generar la precipitacion del
DNA. Posteriormente se centrifugé el vial durante 15 segundos a 12000 rpm, se
quité el sobrenadante y se lavd la mezcla 3 veces con etanol al 100%. Justo
antes de bombardear se resuspendio esta mezcla en 200 pl de una solucion de
polivinilpirrolidona (PVP) a una concentracion 0,1 mg/ml en etanol absoluto

(Sigma, solucién de PVP a 20 mg/ml), agitdndola vigorosamente.

Mientras tanto, se colocaron unos 20 ul de la solucion M9 que contenia
los nematodos en cada placa pequefia enfriada en el hielo. La capa de
nematodos se colocd sobre la delgada capa bacteriana, situada justo en el
medio de la placa. Gracias al enfriamiento de las placas, los animales

permanecian en su mayoria inmoviles sobre esta capa.

El caidn de particulas se encontraba conectado a una bombona de Helio
a presion. La presion del Helio que salia de la bombona se regulaba mediante
una valvula a 10 bares, y ademas otra valvula situada antes del cafidn
conseguia calibrar la presién a 8 bares para efectuar los disparos. Para cada
transformacion, se abrié la bombona y se comprobé que la presion se
encontraba regulada por ambas valvulas. Previamente a cada disparo, se
colocaron 20 pl de la mezcla de DNA preparada con anterioridad en la rejilla
metalica del cafion y se coloco de nuevo en su lugar. Se coloco una placa de
agar con los animales y sin la tapa justo en el centro de la camara de vacio en
la cual se efectua el disparo. Se cerré la camara de vacio y se comenzé a
generar el vacio en ella. En el momento en el que el vacio alcanzé una presion
de entre -0,4 y -0,5 bares, es cuando se efectu6 el disparo del cafnon de
particulas sobre la placa con los nematodos. Al disparar, el Helio arrastraba las

particulas de oro que tenian el DNA precipitado a alta velocidad, contra los
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animales. De esta forma, algunas de las particulas conseguian atravesar la
cuticula de los nematodos entrando dentro de su organismo y consiguiendo la

transformacion.

Inmediatamente después al disparo, se disminuyo el vacio generado en
la camara y se colocé la placa con los animales de nuevo sobre el hielo. Se
repitid la operacidn hasta finalizar todos los disparos. La mezcla de DNA
preparada, segun las cantidades indicadas antes, alcanzaba para efectuar
alrededor de 7 disparos. Una vez finalizados todos los disparos, se limpio la
rejilla del cainon de particulas con acido hipoclérico durante toda la noche para
eliminar los restos de DNA. Después se limpiaron bien los restos del acido
hipoclérico con agua y se dejé en etanol al 100% para su conservacién hasta

efectuar la siguiente transformacion.

Las placas pequenas que contienen los animales sobre los que se
dispard se cortaron en 6 sectores, poniendo cada uno de ellos en una placa de
agar nueva de tamafio normal (de 9 cm de diametro). Se desliz6 el trozo de
agar sobre la placa nueva para poder arrastrar los nematodos sobre la
superficie de la placa. Entre 10 y 20 minutos después los animales se
comenzaron a mover sobre la placa nueva. Habitualmente, el 50% de los
animales se mueren después del disparo. Se incubaron las placas con los
nematodos a la temperatura adecuada, dependiendo del marcador de seleccién
utilizado. Si el marcador de seleccién utilizado fue el plasmido que rescata la
mutacion pha-1, se dejaron incubando a 25 °C, para que se murieran todos los
animales que tenian la mutacion pha-1, y sobrevivieran unicamente aquellos

que habian sido rescatados por el plasmido en la transformacién.

En los animales en los que tuvo éxito la transformacion, el DNA que se
introdujo en ellos al dispararles, form6 un array extracromosomal, de manera
que se pudo transpasar a la descendencia. Algunas de las lineas no eran
estables y perdian el array extracromosomal. Sin embargo, otras lineas si eran
estables y el array extracromosomal no se perdia, y se traspasaba a la

descendencia en un porcentaje variable. Solo en determinados casos, el DNA
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era integrado en el genoma del nematodo y se transmitia a toda la

descendencia, manteniéndose una linea integrada.

Se seleccionaron aquellas lineas estables para la transformacion,
utilizando el método adecuado al marcador de seleccion. Si como marcador de
seleccion se habia utilizado el plasmido pPD118.33, se seleccionaron los
nematodos que tenian la faringe fluorescente, visualizandolos mediante la lupa
de fluorescencia. La seleccion se realizé en la F1 y cada animal fluorescente
fue separado en una placa aparte, comprobando cuales de ellos mantenian la
linea estable en la F2. Con este método se conseguia que las lineas
seleccionadas fuesen independientes, ya que provenian de diferentes animales

hermafroditas.

11. Tratamiento informatico de los datos

Las secuencias de DNA y proteina fueron obtenidas principalmente de la
base de datos wormbase (http://www.wormbase.org/), utilizandose también las
bases de datos Sanger (http://www.sanger.ac.uk/), Swissprot
(http://www.expasy.org/), EMBLEBI (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html) vy
UniProt (http://www.uniprot.org/). Las secuen-cias fueron analizadas utilizando
los programas EditSeq (DNASTAR Inc.), SeqMan (DNASTAR Inc.) y MapDraw
(DNASTAR Inc.). Para el disefio de oligonucledtidos se usoé el programa Oligo
4.0 (National Biosciences Inc). Las construcciones fueron dibujadas con los
programas Vector NTI v10.0 y ApE v1.17. Las imagenes de microscopia
Nomarski fueron procesadas con los programas Adobe Photoshop CS3 e
Imaged (NIH). Para el procesamiento de las imagenes de microscopia en 4D y
montaje de las peliculas se utilizaron los programas ACDSee 7.0. y Simi Biocell
Software. Las representaciones graficas fueron creadas con los programas
Adobe lllustrator CS3 y Power Point (Microsoft). Como procesador de textos se
utilizé Microsoft Word. Las busquedas bibliograficas fueron realizadas a través
de NCBI-PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
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1. Escrutinio de mutantes con letalidad embrionaria

Los mutantes 2129, t2070 y t2170 fueron descubiertos al realizar un
escrutinio que tenia como objetivo encontrar mutantes embrionarios letales de
efecto maternal, y que por tanto, tuviesen defectos en rutas implicadas en el
proceso de embriogénesis. Dicho escrutinio fue realizado en el laboratorio del
Dr. Ralf Schnabel (Instituto de Genética, TU Braunschweig, Alemania), y
consistié en mutageneizar con etilmetanosulfonato la cepa de C. elegans, que

aparece esquematizada en la Figura 3.1 y cuyo genotipo era:

him-9 (e1487) Il; unc-24 (el138) IV; dpy-11 (e224) V/
nT1 (m345) (let) (1V;V)

IV \'4

unc-24 dpy-11
-5.5 3.51 18.9 -22 -0.02 9
o r

1r

nT1

Figura 3.1. Cepa mutageneizada en el escrutinio. En el escrutinio fue
mutageneizada con etilmetanosulfonato dicha cepa, la cual contenia dos
marcadores genéticos en la region balanceada por el balanceador nT1, uno en el
cromosoma |V y otro en el cromosoma V: unc-24 (e138) y dpy-11 (e224),
respectivamente.

El etilmetanosulfonato es un agente mutagénico que suele inducir
mutaciones de tipo puntual, modificando un nucleétido por otro. Esto puede
generar diferentes alteraciones genéticas, por ejemplo: la conversion de un
aminoacido en otro de forma que se modifique la estructura proteica, o bien la
generacion de un coddn sin sentido o de un coddén de parada prematuro, que

interrumpa la traduccién del mRNA.
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Posteriormente a la mutagénesis, se realizd un escrutinio de los
mutantes generados, seleccionando aquellos en los que se observo letalidad
embrionaria de efecto maternal. La cepa utilizada en el escrutinio anterior
contiene el balanceador nT1 (m345) (let), en el cual se encuentran
intercambiadas entre si una regién del cromosoma IV y otra del cromosoma V.
Los balanceadores genéticos son reorganizaciones cromosomales o
construcciones genéticas que permiten mantener en heterocigosis aquellas
mutaciones que son letales o que producen esterilidad maternal. Existen
diferentes tipos de balanceadores genéticos: translocaciones, duplicaciones,
transgenes, inversiones, etc. Por tanto, en C. elegans se usan cepas
balanceadas para permitir que una cepa con una mutacion que es letal en
homocigosis, pueda ser viable y ser mantenida a lo largo del tiempo, ya que la
copia del gen silvestre es aportada por la copia del gen presente en el
balanceador, que no se encontrara mutada. Dado que el escrutinio fue llevado a
cabo en una cepa balanceada, fueron seleccionados unicamente los mutantes
generados en la region balanceada, ya que aunque eran letales embrionarios
en homocigosis, al estar balanceados eran viables. Por el contrario, aquellos
mutantes cuya mutacion se encontraba en la region no balanceada por nT1

(m345) (let), al no estar balanceada la mutacion, no producian una cepa viable.

En la cepa elegida para realizar el escrutinio existian dos marcadores
genéticos: unc-24 (e138) en el cromosoma IV y dpy-11 (e224) en el cromosoma
V. Estos marcadores genéticos producen un fenotipo caracteristico, observable
al visualizar los animales mediante una lupa binocular. En el caso del marcador
unc-24 (e138), se observa que los animales se mueven de forma
descoordinada, mientras que el marcador dpy-11 (e224) produce animales mas
gruesos y de menor longitud que la cepa silvestre. La utilizacién de marcadores
genéticos permite poder asociar un gen mutado a un marcador por proximidad
genética, observando si la mutacion se encuentra ligada o no en la segregacion
genética. De esta manera se puede deducir en qué cromosoma se halla la

mutacion.
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Una vez seleccionados fenotipicamente aquellos candidatos que
presentaban una alta letalidad embrionaria en homocigosis, se observaron al
microscopio varios embriones de cada mutante seleccionado. Se intentd
deducir qué ruta génica podria estar afectada por la mutacién, segun el defecto
observado en el proceso de embriogénesis: incorrecta orientacion de los husos
mitéticos, errores en el linaje celular, acumulacion de cuerpos apoptéticos en el
embridn, etc. Para comprobar si los mutantes presentaban diferentes alelos del
mismo gen, se realizaron experimentos de complementacion génica entre todos
los mutantes. De esta forma, aquellos mutantes que, presentando un fenotipo
similar, eran incapaces de complementarse entre si, era muy probable que

tuviesen una mutacion en el mismo gen.

2. Caracterizacion fenotipica de los mutantes 12129, t2070
y 12170

Mediante el experimento de complementacion realizado tras el escrutinio,
se comprobo que los mutantes 27129, t2070 y t2170 son tres alelos del mismo
gen, ya que cada mutacion no conseguia rescatar a las otras cuando se
combinaban entre si. Este gen se encuentra ligado al marcador dpy-11 (e224),
y por lo tanto, se halla en la regién balanceada del cromosoma V. Los animales
homocigoéticos para cada una de estas tres mutaciones son viables, ya que son
rescatados por el aporte materno de la proteina, sin embargo la progenie de

estos homocigéticos presenta una alta letalidad embrionaria, de casi el 100%.

2.1. Caracterizacion fenotipica embrionaria

Los embriones de los homocigéticos para cada una de las tres
mutaciones: t2129, t2070 y t2170 fueron observados mediante microscopia

Nomarski. Inicialmente, el fenotipo observado en estos embriones fue una
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acumulacién de vesiculas grandes que, como se muestra en la figura 3.2, eran
mas numerosas en la célula anterior (célula AB) del embrion en el estadio de
dos células y en los descendientes de esta célula, que en la célula posterior
(P1) del embriodn.

Figura 3.2. Fenotipo embrionario de los mutantes. En el estadio de dos
células de los embriones homocigéticos de los mutantes 2729, {2070y t2170
se observa una acumulacion de vesiculas, principalmente en la célula anterior
AB.

La técnica utilizada para analizar en detalle el fenotipo embrionario de los
mutantes fue la microscopia en 4D. Para cada alelo, se realizé la grabacion en
microscopia 4D de varios embriones de la progenie de animales homocigéticos
para la mutacion. La microscopia en 4D utiliza un microscopio equipado con
Nomarski asociado a una camara fotografica que captura las imagenes y a un

ordenador que almacena los datos, como puede observarse en la Figura 3.3.
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ORDENADOR

CAMARA

MICROSCOPIO
MOTORIZADO

CONTROL DE
TEMPERATURA

Figura 3.3. Dispositivo utilizado en la microscopia en 4D. En esta
técnica es necesario un microscopio equipado con Nomarski, asociado a
una camara fotografica y un equipo informatico que permiten la captura y
almacenamiento de fotografias de la muestra.

La muestra se coloca en un portaobjetos y observandola al microscopio,
se fijan los parametros de los ejes X e Y en los cuales se encuentra dicha
muestra. El microscopio enfoca automaticamente en el eje Z entre unos valores
determinados, de forma que permite captar imagenes en diferentes planos
secuenciales de la muestra, en este caso del embridn, a lo largo del tiempo. Se
capturan imagenes en 25 planos distintos del embrion por cada intervalo de un
minuto. Al finalizar el intervalo, el objetivo recupera su posicién inicial en el eje
Z, y comienza de nuevo a bajar para realizar una nueva captura de imagenes
(Figura 3.4). Este proceso se encuentra automatizado mediante un programa
informatico. Las imagenes tomadas son almacenadas en el equipo informatico
asociado al microscopio. El microscopio que realiza la microscopia en 4D esta

dotado de un sistema de control de la temperatura en la muestra, basado en un
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anillo metalico que se situa en contacto con el cubreobjetos bajo el cual se
encuentra la muestra y a través del cual circula una corriente de agua con
temperatura controlada. Este sistema permite mantener constante la
temperatura, de forma que se pueda controlar la velocidad de desarrollo de la

embriogénesis.

Figura 3.4. Captura secuencial de imagenes de un embrién. En
la microscopia en 4D se realiza una captura secuencial de
fotografias a distintos planos de la muestra, a lo largo del tiempo.

El programa informatico usado para captar las imagenes es el programa
Openlab, el cual almacena las imagenes en un formato denominado PICT.
Posteriormente, utilizando otro programa informatico, estas imagenes seran
convertidas del formato inicial PICT al formato TIFF y secuencialmente del
formato TIFF a otro formato denominado LURAWAVE, ya que este ultimo
formato es el que reconoce el programa informatico Simi Biocell Software (SIMI
GmbH, Alemania). Este programa permite ensamblar las imagenes capturadas,
generandose un video secuencial del embrion. De esta manera se puede
observar, en cada uno de los planos del eje Z del embridén, el proceso de
embriogénesis, desde el estadio de dos células hasta la eclosion del embridn.
Esto se puede apreciar en el Video 3.1, en el cual se grabé mediante
microscopia en 4D un embrion de la progenie de un mutante {2729

homocigdtico.
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Video 3.1. Video de microscopia en 4D de un embriéon del mutante t2129.
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La importancia de esta técnica reside en que utilizando este programa
informatico (Simi Biocell Software u otro similar) es posible seguir el destino de
cada célula del embrién y determinar su linaje celular, comprobando si los
patrones de divisidon celular y la orientacion de los ejes de divisidn celular son

correctos.

En la Figura 3.5, se representa un esquema de cdmo se realiza el
seguimiento de un video de microscopia en 4D utilizando el programa
SimiBiocell, determinando las divisiones celulares que se producen en la
embriogénesis y trazando el linaje celular de un embrién. Mediante la técnica
de microscopia en 4D y el andlisis con el programa informatico SimiBiocell,
también se pueden seguir las células apoptéticas generadas en el embrion,
observando si el patron de las apoptosis se corresponde con el de un tipo
silvestre o si existe alguna alteracién, y si las células apoptéticas son
correctamente fagocitadas y eliminadas, o por el contrario sufren acumulacion.
En el caso de los mutantes {2729, t2070 y t2170, al realizar la microscopia en
4D se observo que los embriones de la progenie de animales homocigoticos
para la mutacion presentaban una acumulacion andémala de cuerpos
apoptéticos. Asimismo, los embriones también contienen una gran cantidad de
cuerpos vesiculares, con un posible origen endocitico, que no provienen de

células apoptéticas.

En la observacion de los embriones en el microscopio Nomarski, los
cuerpos apoptoéticos se pueden confundir con las vesiculas de tipo endocitico
que se acumulan en el embridn, ya que ambos se presentan como corpusculos
refractiles. Por el contrario, al seguir en la grabacion de microscopia en 4D cada
division celular por separado, se puede observar como la célula sufre apoptosis
y se convierte en el cuerpo apoptético, y comprobar si posteriormente éste es
eliminado o persiste en el embridn. Por lo tanto, los cuerpos apoptéticos del
embrion pueden ser diferenciados claramente de las vesiculas acumuladas en

el embrion.
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Figura 3.5. Programa informético SimiBiocell. En la figura se observa como se
realiza, mediante el uso del programa informético SimiBiocell, el seguimiento de
las imagenes tomadas mediante microscopia en 4D de un embrién de C. elegans.
Se pueden caracterizar las divisiones celulares que se producen y de esta forma,
es posible reconstruir el linaje celular completo del embrion.

Esto puede ser apreciado en el Video 3.2, en el cual se representa el
desarrollo de un embridn de la progenie de un mutante t2129 homocigético y se
aprecia como una de las células apoptéticas que se producen en el embrion no
desaparece, sino que se convierte en un cuerpo apoptético persistente.
Mediante la técnica de la microscopia en 4D es posible localizar la célula
apoptética y seguirla a lo largo del tiempo, evitando confundirla con las

vesiculas que se acumulan en el embrién del mutante.
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ABala

Video 3.2. Seguimiento de una célula apoptética mediante microscopia en 4D.
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Mediante el uso del programa informatico SimiBiocell, se realizd un
seguimiento de cada una de las células apoptéticas formadas en la primera fase
apoptética del linaje celular del embridon. Se comprobd que en los mutantes
12129, t2070 y t2170 el destino celular de estas células no se hallaba alterado,
siendo el numero de células apoptdticas generadas igual al observado en un
embridn silvestre, de forma que no existia una apoptosis excesiva. Sin
embargo, las células apoptéticas formadas no eran correctamente eliminadas y
se acumulaban en el embridn. Este hecho sugeria que los mutantes poseian un
defecto en la fagocitosis o degradacion de cuerpos apoptoticos, mientras que la
ruta de generacién de células apoptéticas no se hallaba afectada. Los datos de
la cuantificacion de este fenotipo se encuentran recogidos en la Tabla 3.1, y se
aprecia que en los embriones de los mutantes {2729, t2070 y t2170 existe una

clara acumulacion de cuerpos apoptoticos persistentes, con respecto al

silvestre.
P DEFECTO EN LA
GENOTIPO CUERPOS APOPTOTICOS 5 ORIENTACION DEL HUSO
PERSISTENTES EN EL EMBRION MITOTICO

wt 0 (n=39) 0 (n=3)
ccz-1 (t2129) 23 (n=24) 1 (n=3)
ccz-1 (t2070) 12 (n=18) 2 (n=3)
ccz-1 (t2170) 12 (n=12) 0 (n=3)

Tabla 3.1. Cuantificacion de los cuerpos apoptoéticos persistentes en el
embrién y del defecto en la orientacion del huso mitético. En un embrién
silvestre los cuerpos apoptoticos producidos en la embriogénesis son totalmente
fagocitados y eliminados. Sin embargo, en los embriones de los mutantes 2729,
t2070 y t2170 existe una acumulacion de cuerpos apoptéticos persistentes que
pueden ser seguidos mediante microscopia 4D. Los datos recogen el numero de
cuerpos apoptoticos persistentes, siendo n el niumero de cuerpos apoptéticos
observados. En algunos de los embriones de los mutantes también se observa un
defecto en la orientacién del huso mitético de los blastomeros EMS y Abar. Los
datos significan el numero de embriones en los cuales se produce el defecto en la
orientacion del huso mitético, siendo n igual al niumero de embriones observados.
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El tercer fenotipo que se observo en algunos de los embriones grabados,
como se aprecia en la Figura 3.6, fue que la rotacion del huso mitético de los
blastomeros EMS y ABar era incorrecta, provocando un patrén anormal entre
los contactos celulares. Esto originaba errores en el linaje celular, como por
ejemplo una alteracion de las posiciones de las apoptosis en el linaje, y los
embriones podian sufrir una morfogénesis anémala que les provocase la
muerte. En el resto de embriones, el huso mitético de los blastomeros EMS y
Abar rotaba correctamente, por tanto, el linaje celular era normal y la
morfogénesis del embridn proseguia sin alteraciones con respecto a un embrién
silvestre, hasta llegar al estadio embrionario de dos o tres pliegues, momento
en el cual la morfogénesis se paraba y el embrién moria. Mediante la utilizacion
de la microscopia en 4D, se realizd una cuantificaciéon de este fenotipo. Los

datos obtenidos se recogen en la Tabla 3.1 anterior.

wild type

Figura 3.6. Alteracion en la rotacion del huso mitético en el mutante t2129.
En la figura se observa cémo en un embrién del mutante {2729, la rotacion del
huso mitético de los blastomeros EMS y Abar no es correcta, de manera que
ambos husos mitéticos se sitian de forma paralela, mientras que en un embrién
de tipo silvestre estos husos mitéticos se encuentran de forma perpendicular entre
si. Esta rotacién incorrecta conlleva una alteracién de los contactos celulares y del
linaje celular del embrion del mutante.
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2.2. Caracterizacion fenotipica del mutante hermafrodita adulto

2.2.1. Cuantificacidon de la acumulaciéon de los cuerpos apoptéticos

de la linea germinal

En la goénada del hermafrodita adulto silvestre es posible visualizar
mediante microscopia Nomarski un numero pequefio de corpusculos uniformes
y altamente refractiles, que se corresponden con los cuerpos apoptoticos que
se generan en la génada. En la Figura 3.7 se observa un esquema de la
gonada del hermafrodita adulto. Los cuerpos apoptoéticos se situan en la region
meiotica de la gbnada, siendo posible observarlos durante aproximadamente 20
minutos al microscopio, desde que las células sufren apoptosis hasta que

finalmente son eliminadas por las células de la vaina de la gonada.

L=

\ Espermateca

Oviducto Espermateca Utero

Ovario

|-<— Zona mitética -| Célula distal

Oocitos

Embriones

Figura 3.7. Esquema de la génada de un animal hermafrodita adulto. La
gonada del hermafrodita adulto tiene una forma de U con dos brazos, en los que
se diferencian diferentes partes: una célula distal, una zona mitética, el ovario,
una zona meidtica, una zona en la que crecen los oocitos, la espermateca vy el
utero, en el cual se producen las primeras fases de la embriogénesis. En la zona
meidtica del brazo de la gdénada es donde se pueden visualizar mediante
Nomarski los cuerpos apoptéticos (imagen adaptada del original, Developmental
Biology, 2000).
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En un silvestre, la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos de la linea
germinal por parte de las células de la vaina se produce de forma muy rapida y
mediante microscopia Nomarski normalmente se pueden observar s6lo uno o
dos cuerpos apoptéticos en la génada del hermafrodita adulto. Las células de la
vaina son una capa sencilla de células somaticas que envuelven el sincitio de la
linea germinal y que estan especializadas en la fagocitosis y degradacion de
los cuerpos apoptéticos producidos en la linea germinal (Gumienny et al.,
1999). Los mutantes que afectan a la ruta de fagocitosis y degradacion de
cuerpos apoptoéticos sufren una acumulacion de cuerpos apoptoéticos en la
gonada del hermafrodita adulto, visible y cuantificable con ayuda de la

microscopia Nomarski (Gumienny et al., 1999; Kinchen et al., 2008).

Fobin, 12170

4

Figura 3.8. Acumulaciéon de cuerpos apoptéticos en la génada de los
hermafroditas adultos. Con respecto a un silvestre, en los homocigéticos para
las mutaciones t2129, t2070y t2170 se observa una acumulacion significativa de
cuerpos apoptoticos de la linea germinal (sefialados con flechas en la figura).
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Mediante microscopia Nomarski, se observd que en los mutantes {2729,
t2070 y t2170 también se produce esta acumulacién de cuerpos apoptoticos de
la linea germinal, tal y como se puede apreciar en la Figura 3.8 (pagina
anterior). Por lo tanto, inicialmente se realizd, para caracterizar su fenotipo en el
nematodo adulto, una cuantificacién de los cuerpos apoptoéticos presentes en la
gonada del hermafrodita adulto en estadios de 24h, 36h y 48h posteriores al
estado larvario de L4. Los datos obtenidos en la cuantificacion, mostrados en la
Tabla 3.2 y en la Figura 3.9, corroboraron que la acumulacién de cuerpos
apoptéticos que se producia en la génada de los hermafroditas mutantes se
veia incrementada a lo largo del tiempo, siendo una acumulacién superior a las
48h posteriores al estadio de L4, que a las 24h posteriores a este estadio. Se
realizé asimismo la cuantificacion de los cuerpos apoptéticos presentes en la
cepa CB224, cuyo genotipo era dpy-11(e224) V, para verificar que el marcador
dpy-11 no influia en la acumulaciéon de cuerpos apoptéticos en la gbénada del
hermafrodita adulto. Los resultados de la cuantificacion obtenidos para esta
cepa fueron: 0.5 £+ 1.1 (n=13) a las 24h posteriores al estadio de L4; que son

similares a los obtenidos para una cepa silvestre.

Numero de cuerpos apoptéticos (DIC)
Genotipo en la gonada del hermafrodita adulto
24h post 14 36h post 14 48h post 14
wt 0.5 +0.5 (n=12) 1.8%5.1 (n =14) 1.8%2.2 (n=12)
ccz-1 (t2129) 11.3 4.0 (n=23) 13.0 3.9 (n=25) 22.9 £ 6.3 (n=24)
ccz-1 (t2070) 12.3 £ 4.9 (n=12) 23.3£6.3 (n=15) 26.7 5.3 (n=6)
ccz-1 (t2170) 6.7 £ 2.8 (n=14) 16.4 £ 4.2 (n=22) 20.4 £ 5.2 (n=14)

Tabla 3.2. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos presentes en la génada
del hermafrodita adulto. La cuantificacion de los cuerpos apoptéticos de la linea
germinal mediante microscopia Normarski, realizada a distintos periodos
posteriores al estadio larvario L4, permite apreciar, con respecto al genotipo
silvestre, que en los mutantes {2129, t2070 y t2170 se produce una acumulacion
de cuerpos apoptoéticos en la génada del hermafrodita adulto, que se incrementa
gradualmente a lo largo del tiempo.
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NUMERO’DE CUERPOS
APOPTOTICOS (DIC)

35 4

B owt
O t2129
& t2070
W 2170

24h 36h 48h
TIEMPO POSTERIOR AL ESTADIO L4

Figura 3.9. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos observados en

la gonada de los hermafroditas adultos mediante Nomarski.

Representacion gréafica de los datos contenidos en la Tabla 3.2.

2.2.2. Migracion de la gonada

Algunos mutantes con defectos en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos,
como por ejemplo mutantes en los genes ced-2, ced-5 y ced-10, presentan una
alteracion en la migracion de las células distales de la gbnada, de manera que
la estructura de la génada es anormal (Reddien y Horvitz, 2000). Sin embargo,
de la observacion de la gonada en el caso de los mutantes t2129, t2070 y
t2170, se deduce que la migracién de la gbnada parece normal, ya que las
gonadas de los mutantes tienen la tipica estructura en forma de U de un

nematodo silvestre (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Los mutantes t2129, t2070 y t2170 no presentan defectos en
la migracién de la génada.

2.2.3. Tincién con naranja de acridina

El naranja de acridina se ha utilizado para tedir especificamente células
apoptéticas en animales vivos, tanto en C. elegans como en Drosophila,
visualizando los cuerpos apoptéticos tenidos de verde fluorescente en un
microscopio Nomarski equipado con lampara de luz UV (Gumienny et al., 1999).
Esta tincion marca selectivamente aquellas células apoptoticas que han sido
internalizadas dentro de organulos acidificados, de manera que mutantes que
afectan a los genes de la ruta de fagocitosis de cuerpos apoptéticos (ced-1,
dyn-1, vps-34) acumulan cuerpos apoptéticos en la génada del hermafrodita
adulto, pero éstos no se tifien con la naranja de acridina, mientras que cuando
se ve afectada la ruta de degradaciéon de cuerpos apoptoticos, por ejemplo al
inactivar el gen rab-7 mediante RNAI, los cuerpos apoptéticos de la gonada se

tinen positivamente con el naranja de acridina (Kinchen et al., 2008).
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La tincién con naranja de acridina de los mutantes {2729, t2070 y t2170
fue positiva, indicando que el defecto genético en estos mutantes se encuentra
en la ruta de degradacién de cuerpos apoptéticos en vez de en la fagocitosis de
los mismos. En la Figura 3.11 se puede apreciar como los cuerpos apoptoticos
presentes en la gonada del mutante homocigotico para t2729 se tifien con
naranja de acridina, observandose su fluorescencia mediante microscopia

Nomarski equipada con luz ultravioleta.

Figura 3.11. La tincion con naranja de acridina es positiva en los
mutantes t2129, t2070 y t2170. Los cuerpos apoptéticos de la linea
germinal se tifien positivamente en los mutantes, indicando que el defecto no
esta en la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos, sino en su degradacion.

2.2.4. Microscopia electronica del hermafrodita adulto

La microscopia electronica de transmision (TEM) realizada en secciones
de la génada del hermafrodita adulto permite visualizar si un cuerpo apoptotico

de la linea germinal se encuentra internalizado dentro de la célula de la vaina o
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no (Gumienny et al.,, 1999). En la Figura 3.12 se observa una imagen de
microscopia TEM de una seccién del hermafrodita adulto a la altura de la
gonada. Esta técnica es muy util para determinar si un mutante tiene un defecto
en la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos, y en ese caso la célula de la vaina
no tendria internalizado al cuerpo apoptético, o bien un defecto en la
degradacion de los cuerpos apoptoéticos, con lo cual éstos se hallarian
internalizados dentro de la célula de la vaina. En un mutante rab-7 (ok511),
mediante la microscopia electrénica de transmisiéon, se puede observar cémo
los cuerpos apoptoticos que se acumulan en la génada estan internalizados en
la célula de la vaina, indicando que el defecto se encuentra en la degradacion
de los cuerpos apoptéticos y no en la fagocitosis de los mismos (Yu et al.,
2008).

intestino

cuerpos
apoptoéticos -

brazos de "4
la génada ¥&_T%

s célula de

10 pm la vaina

oocito

Figura 3.12. Seccion de la goénada de un hermafrodita adulto
mediante microscopia electronica de transmision.
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célula de la " céluladela
vaina vaina

célula apoptética

Figura 3.13. Microscopia electronica de transmisién de la génada del
hermafrodita adulto. El control ced-1(e1735); ced-5(n1812), es un doble
mutante que afecta a ambas rutas de fagocitosis de los cuerpos apoptéticos y
por tanto, éstos se acumulan en la gonada del hermafrodita adulto sin ser
internalizados por la célula de la vaina. En cambio, en el mutante homocigético
t2129 se aprecia como los cuerpos apoptoéticos de la génada si que estan
internalizados dentro de la célula de la vaina.

La microscopia electronica de transmisién fue realizada en colaboracion
con el equipo técnico del Centro de Microscopia y Analisis de Imagen de la
Universidad de Zurich. Al realizar la microscopia electronica de transmision del

mutante homocigético t27129 se pudo observar que varios cuerpos apoptoticos
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de la linea germinal se hallaban envueltos por la célula de la vaina, y por tanto,
el defecto del mutante se localizaba en la degradacién del cuerpo apoptotico,
mientras que la fagocitosis del mismo se desarrollaba correctamente. A pesar
de no poder realizar microscopia electronica del resto de los mutantes ({2070 y
t2170) por dificultades técnicas, dado que los tres mutantes afectan al mismo
gen, por extension, se supone que en los otros dos mutantes, el fenotipo sera
similar al del mutante t27129. El control utilizado para este experimento fue
realizado por Johann Almendinger, del Instituto de Biologia Molecular de la
Universidad de Zurich, y se trata de un doble mutante ced-1 (e1735); ced-5
(n1812), en el cual no existe fagocitosis de los cuerpos apoptéticos y éstos no
son internalizados por la célula fagocitaria de la génada. En la Figura 3.13
(pagina anterior) se compara mediante microscopia electrénica la fagocitosis de
los cuerpos apoptéticos que se produce en el mutante {2729, con el doble

mutante del control.

3. Mapeo del gen afectado en los mutantes t2129, t2070 y
t2170

3.1. Complementacion con deleciones

Tras comprobar que los tres mutantes 2729, t2070 y t2170, obtenidos en
el escrutinio inicial, no complementaban entre si y por tanto correspondian a
tres alelos del mismo gen, se observé que las mutaciones estaban ligadas al
marcador dpy-11(e224), presente en la regién balanceada del cromosoma V.
Para poder clonar el gen afectado en dichos mutantes, inicialmente se realizo la
complementacién de estos mutantes con varias deleciones presentes en la

region balanceada por nT1 en el cromosoma V (Figura 3.14).
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En concreto se utilizaron las siguientes deleciones:
> sDf28 (V:-19.32, -5.97)

sDf27 (V: -14.15, -4.17)

nDf32 (V:-6.22, 0.49)

sDf35 (V:0.93, 2.71)

ctDf1 (V: 3.41, 4.26)

arDf1 (V: 3.64, 5.16)

nDf42 (V: 3.50, 6.73)

itDf2 (V: 5.82, 6.67)

yDf8 (V:6.16, 10.32)

YV V. V V V V V V

Todas las deleciones probadas consiguieron complementar a los
mutantes y rescatar la letalidad embrionaria de los mismos al aportar la copia
silvestre del gen, excepto en el caso de la delecién nDf42. Esta delecion,
contenida en la cepa MT5813, debe carecer del gen afectado en los mutantes
ya que no consiguidé rescatar la letalidad embrionaria de los mismos. En
conclusion, las mutaciones t2129, t2070 y t2170, debian hallarse en el intervalo
genético V: (5.16, 5.82) del cromosoma V, ya que es el unico intervalo de la
delecion nDf42 que no coincide con el resto de las deleciones probadas. Este

intervalo abarca aproximadamente unas 600 Kb.

ctDf1 itDf2
Il .
arDf1
npfsz —— HE g
sDf27 [ nDf42 I
sDf2s I (|
I
-23 -19 -15 -11 -7 -3 1 5 9
1 | | 1 | | |
[ | ] 1 | | ] 1 1
CROMOSOMA V (regién balanceada por nT1)

Figura 3.14. Deleciones utilizadas presentes en la regiéon balanceada por nT1
en el cromosoma V. De las deleciones probadas en la complementacién con las
mutaciones, la Unica que no consiguié complementarlas fue la delecién nDf42.
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3.2. Mapeo del gen mutado utilizando snip-SNP

3.2.1. Analisis mediante snip-SNP

La cepa silvestre de C. elegans utilizada comunmente en el laboratorio
se denomina N2 Bristol, y se diferencia en determinados polimorfismos que
afectan a un unico nucleétido (SNPs) de una cepa estrechamente relacionada,
la cepa Hawaii CB4856. Algunos de estos polimorfismos de un unico nucleétido
afectan a la diana de una enzima de restriccion, de forma que la digestién con
esa enzima de restriccion en la misma region genética, dara lugar a diferentes
productos de digestion segun la cepa de la cual se trate. Estos polimorfismos
que afectan a un sitio de restriccion se denominan snip-SNPs (Wicks et al.,
2001). En C. elegans se Uutiliza la técnica del mapeo mediante snip-SNPs para
clonar de forma mas sencilla genes afectados en mutantes, acotando el
intervalo genético en el cual se encuentra el gen que se quiere clonar. La
técnica del mapeo mediante polimorfismos de un unico nucleétido (SNP) fue

utilizada por primera vez en C. elegans en 2001 (Wicks et al., 2001).

Normalmente, el mapeo consta de dos fases: en la primera se realiza un
mapeo general usando diversos snip-SNPs, para comprobar en qué
cromosoma se encuentra el gen mutado; en la segunda, se hace un mapeo
mas detallado que trata de acotar un intervalo genético definido de ese
cromosoma elegido, en el cual se encontrara el gen afectado en el mutante
(Davis et al., 2005).

En el caso de los mutantes t2729, t2070 y t2170, la primera parte del
mapeo no fue necesaria realizarla, puesto que ya se habia comprobado que las
mutaciones se encontraban en el cromosoma V, ya que su segregacion estaba
ligada al marcador dpy-11 (e224). En cambio, se realizé la segunda parte del
mapeo para poder acotar un intervalo genético mas reducido, en el cual se
hallaria el gen afectado en los mutantes.

El primer paso previo al mapeo consistid en la construccion de una cepa

de tres factores en un fondo genético N2 Bristol, en la cual la mutacién se
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hallaba flanqueada por dos marcadores genéticos que proporcionasen un
fenotipo visible (Figura 3.15). En este caso, se eligieron los marcadores  dpy-
11 (e224) (V:0.00) y unc-76 (€911) (V:7.31), los cuales proporcionan un fenotipo
que consiste en animales mas gruesos y pequefnos que el silvestre, y animales

con movimiento incoordinado, respectivamente.

CROMOSOMA V

-76 (€911)
dpy-11 (e224) 212 unc
V: 0.00 t 9 V: 7.31 cM

e Y (|
e Y

Figura 3.15. Cepa de tres factores utilizada para realizar el mapeo del gen
mutado. Se construyé una cepa de tres factores en la cual la mutacion t2729 se
hallaba flanqueada por dos marcadores genéticos diferentes: dpy-11 (e224) y
unc-76 (€911), que proporcionaban fenotipos visibles que permitian determinar

Su presencia en la progenie.

Esta cepa de tres factores fue cruzada con la cepa Hawaii CB4856, para
poder tener en heterocigosis tanto el fondo genético de N2 Bristol, como el de la
cepa de Hawaii, asi como la mutacién 27129 (Figura 3.16). Unicamente se
construy6 la cepa de tres factores utilizando el mutante {2729, ya que el
intervalo acotado tras el mapeo utilizando snip-SNPs para dicha mutacion seria
equivalente para las mutaciones t2070 y t2170, al tratarse de tres alelos

diferentes del mismo gen.
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N2 BRISTOL HAWAII (CB4856)

dpy-11 (e224) 2129  unc-76 (e911)

———— X e
!

dpy-11 (e224) 12129  unc-76 (e911)

e ——————§———
ey ey e ey ey ey ey e e

Figura 3.16. Cruce entre la cepa de tres factores y la cepa de Hawaii CB4856.
Se realizé el cruce de ambas cepas consiguiendo tener en heterocigosis ambos
fondos genéticos (N2 Bristol y Hawaii), asi como los dos marcadores genéticos y
la mutacion t2129.

La progenie de este animal heterocigdtico proporcionéd animales
homocigoticos tanto para el marcador dpy-11 (e224), como para el marcador
unc-76 (€911). Algunos de éstos habian sufrido recombinacién, de forma que
eran homocigaoticos para uno de los marcadores, pero heterocigoéticos para el
otro marcador (Figura 3.17). En este caso, se seleccionaron aquellos con el
marcador dpy-11 (e224) en homocigosis, pero con la mutacién {2129 y el

marcador unc-76 (€911) en heterocigosis.

dpy-11 (€224) 12129  unc-76 (e911)

dpy-11 (e224) 12129  unc-76 (e911) 4/ k» dpy-11 (€224) 12129  unc-76 (e911)

[ —————— [ e — —
kb ey ey ey ey ey ey ey e e —
dpy- 11 (e224) unc-76 (e911)

Figura 3.17. Progenie recombinante de la cepa en heterocigosis. La cepa con
ambos fondos genéticos en heterocigosis produjo varios recombinantes, en los
cudles uno de los marcadores genéticos se encontraba en homocigosis, mientras
que el otro marcador genético se encontraba en heterocigosis, debido a la
recombinacion.
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De la progenie de los animales recombinantes con el marcador dpy-11
(e224) en homocigosis y unc-76 (€911) en heterocigosis, se seleccionaron
aquellos dpy-11 (e224) homocigoéticos, pero carentes del marcador unc-76
(e911) por haber sufrido recombinacion con la cepa Hawaii. Estos animales
podian haber eliminado en la recombinacion la mutacién {27129 o bien la tenian
en heterocigosis y por tanto producian progenie viable; o sin embargo, poseian
la mutacion t2129 en homocigosis, y con lo cudl la progenie de estos animales
no era viable (Figura 3.18). Se separaron por una parte aquellos con la
mutacion {2729 en homocigosis, y por otra parte, los animales que producian
progenie viable, y se procedio al analisis de snip-SNP con los nematodos de

ambos grupos.

dpy-11 (e224) t2129 unc-76 (e911)

el eeee— ey ey e —
dpy-11 (e224)

dpy-11 (e224)
e Y —
ek— ey ey ey ey ey —
dpy-11 (e224)
progenie

dpy-11 (e224) 2129 / viable

eeeee——— ey e ey
h——— e ———
dpy-11 (e224)

dpy-11 (e224) 2129

e ey ey e progenie
————————————— N RV | )
dpy-11 (e224) 2129

Figura 3.18. Seleccion de animales recombinantes que mantienen el
marcador dpy-11 (e224) en homocigosis. La progenie recombinante
puede haber perdido la mutacién {27129 o mantenerla en heterocigosis, y
producir progenie viable. O por el contrario, puede mantener la mutacién
t2129 en homocigosis y no producir progenie viable.
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cada nematodo seleccionado anteriormente

Resultados

Para realizar el andlisis de snip-SNP, inicialmente se extrajo DNA de

(t2129 homocigotico o t2129

heterocigotico). Se eligieron cuatro snip-SNP diferentes en el intervalo deseado:

(V: 5.1, 5.8). Cada snip-SNP puede ser amplificado por PCR con una pareja de

oligos y segun tenga un fondo genético N2 Bristol o Hawaii, tendra una

modificacion de un sitio de restriccion, de forma que se generaran bandas

distintas al digerir el producto de PCR con el enzima de restriccion adecuado.

En la Tabla 3.3 se recogen las caracteristicas que poseen los cuatro

snip-SNP seleccionados, indicando su localizacidon genética, la pareja de oligos

utilizados para su amplificacién por PCR, asi como el enzima de restriccion

utilizado para diferenciar los productos de digestion procedentes del fondo
genético N2 Bristol de los procedentes del fondo genético de Hawaii.
Productos Productos
snip- Localizacion o Oligos para amplificacion Enzima de de de
on
SNP genética por PCR restriccion  digestion  digestion
N2 Bristol Hawaii
ATAAACAGGTTCCTCTCCTCCC
10 V: 5.115 pKP5069 Apol [737] [426, 311]
CTATCCACCTCTAAACGGTCTC
AACGCAATGTTCGAAACGC
2° V:5.352 pkP5123 NspV [192,29,12] [221,12]
TACGCGAGCATCACAACTG
ATTGCAATTGGCTTTCTTGG [231, 72,
3° V:5.590 pkP5124 Dral [303, 59]
CGGGATCTGTTTGGATTTATAG 59]
TCGACTTTTGAAGTACACTGCC [297, 183,
4° V:5.833 pkP5125 Dral [480, 57]

AGGATTTTTGAGCAACCTAGC

57]

Tabla 3.3. Caracteristicas de los snip-SNP seleccionados para realizar el mapeo
genético de la mutacién t2129.
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En la Figura 3.19 se ilustra como los productos de digestion varian,
siendo una banda unica en el caso de que el fondo genético del snip-SNP sea
N2 Bristol, o dos bandas de menor tamano si el fondo genético es la cepa de
Hawaii. Si estuviesen ambos fondos genéticos en heterocigosis, tras la
digestion enzimatica se observarian las tres bandas, es decir, la suma de los

dos productos de digestion.
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Figura 3.19. Productos de digestion obtenidos dependiendo del fondo
genético de la cepa.

El DNA extraido de cada animal se amplifico por PCR usando los oligos
correspondientes a cada snip-SNP elegido y después se digirié con la enzima
de restriccion adecuada, visualizando los productos de digestion en un gel de
agarosa de electroforesis. Para el caso de los animales con la mutacion {2129
en heterocigosis, se observé Uunicamente la banda del producto de digestion de
la cepa N2 Bristol, si la recombinacion con la cepa Hawaii se habia producido

entre el snip-SNP seleccionado y la mutacion t2729 (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Productos de digestion obtenidos cuando la mutacion t2129 se
halla en heterocigosis en un fondo genético N2 Bristol. Si la recombinacion
con la cepa Hawaii se habia producido entre el snip-SNP seleccionado vy la
mutacion t2129, se obtenia Unicamente el producto de digestion del fondo
genético N2 Bristol.
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Figura 3.21. Productos de digestion obtenidos cuando la mutacion t2129 se
encuentra en heterocigosis, si existen ambos fondos genéticos. Si la
recombinacion con la cepa de Hawaii se habia producido antes del snip-SNP, se
obtendrian ambos productos de digestion, el procedente del fondo genético N2
Bristol y el procedente del fondo genético de Hawaii.
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En cambio, se observaron ambos productos de digestion (N2 Bristol y
Hawaii) si la recombinacién se habia producido antes del snip-SNP y por tanto
el snip-SNP tenian ambos fondos genéticos en heterocigosis (Figura 3.21,
pagina anterior). Cuando la mutacion t2729 se encuentra en homocigosis, el
mapeo con snip-SNP se realizé6 en el sentido contrario, empezando por la
derecha de la mutacién t2729. De esta forma, si existia recombinacion entre la
mutacion {2129 y el snip-SNP, se observaban ambos productos de digestion
(fondo N2 Bristol y Hawaii), en cambio si la recombinaciéon habia surgido
anterior al snip-SNP, solo se observaba la banda correspondiente al fondo
genético N2 Bristol (Figura 3.22). Una vez analizados todos los productos de
digestion se conté el numero de recombinantes que hay entre la mutacion {2129
y los distintos snip-SNPs que se habian elegido. Segun la frecuencia de
recombinacién existente entre la mutacion y cada uno de los snip-SNPs se
puede determinar aproximadamente en qué region genética se encuentra la

mutacion.

Hawsll
wlr " W

W e
] e =|:|;;#
doyt1 #2120 + w16 [cimya i) 21, -7
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Figura 3.22. Productos de digestion obtenidos cuando la mutacién t2129 se
encuentra en homocigosis. Si la recombinacion con la cepa de Hawaii se
produjo posteriormente al snip-SNP, Uunicamente se obtendran los productos del
fondo genético N2 Bristol. Por el contrario, si la recombinacién se produjo antes
del snip-SNP, entonces se obtendran los productos de digestion procedentes de
ambos fondos genéticos.
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3.2.2. Andlisis de heterocigotos para t2129 con el primer snip-SNP

Primero se comenzé analizando los animales que producian progenie
viable, con la mutacién 2129 en heterocigosis. Se analizaron 137 nematodos,
de los cuales se extrajo su DNA y se realizé una PCR con la pareja de oligos
que amplificaba el primer snip-SNP y una digestion de los productos de PCR
con el enzima de restriccion Apol. Se encontraron 8 recombinantes en los
cuales la recombinacién con la cepa Hawaii se habia producido entre el snip-
SNP y la mutacion t2129, y por tanto en la zona del snip-SNP el fondo genético
era unicamente N2 Bristol, con lo que se obtenia solamente la banda del
producto de digestion correspondiente a ese fondo genético. En la Figura 3.23,
aparecen marcados dichos recombinantes con una estrella. Este resultado
indica que la mutacion {2129 se encuentra situada a la derecha del primer snip-
SNP. En los 129 animales restantes la recombinacion estaba situada
anteriormente al snip-SNP, con lo cual en la digestién se podian observar los
productos de digestion del fondo N2 Bristol, asi como del fondo genético

Hawaii.

Hawaii
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Figura 3.23. Productos de digestion del analisis con el primer snip-SNP
de los heterocigotos para la mutacion t2129. Los recombinantes entre el
snip-SNP y la mutacion t2129 estan marcados con una estrella y en ellos so6lo
se observé el producto de digestién del fondo genético N2 Bristol (1 banda en
el gel). En cambio en el resto de los recombinantes, la recombinacién se
produjo antes del primer snip-SNP, y por tanto se obtuvo la suma de los
productos de digestién de ambos fondos genéticos, N2 Bristol y Hawaii (3
bandas en el gel)
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3.2.3. Analisis de heterocigotos para t2129 con el segundo snip-SNP

Posteriormente, se realizé el andlisis con el segundo snip-SNP de los
ocho recombinantes encontrados anteriormente en el analisis con el primer
snip-SNP. Se realiz6 una amplificacion por PCR con la pareja de oligos
correspondientes al segundo snip-SNP y una digestién de los productos de
PCR con la enzima de restriccion NspV. Se encontraron cuatro recombinantes
en los cudles la recombinacion se habia producido entre el segundo snip-SNP y
la mutacién 2129, y en ellos se observaba unicamente el producto de la
digestion correspondiente al fondo genético N2 Bristol. Por tanto, la mutacion
t2129 esta situada a la derecha del primer snip-SNP. En la Figura 3.24 se
puede observar un recombinante de este tipo, que esta marcado con una
estrella. En cambio, en los otros cuatro recombinantes, la recombinacion se
habia producido anteriormente al segundo snip-SNP, y se obtuvieron los

productos de digestion tanto del fondo genético N2 Bristol como Hawaii.

N2 Hawaii »

Figura 3.24. Productos de digestion del andlisis con el segundo snip-SNP de
heterocigotos para t2129. En el analisis con el segundo snip-SNP de los
recombinantes del primer snip-SNP se encontraron cuatro recombinantes entre el
segundo snip-SNP y la mutacion t2729 (en la figura se observa uno de ellos,
marcado con una estrella), en los cuales soélo se obtuvo el producto de digestion
del fondo genético N2 Bristol. En cambio en el resto de los recombinantes, la
recombinacion se produjo antes del segundo snip-SNP, y se obtuvo la suma de los
productos de digestién de ambos fondos genéticos, N2 Bristol y Hawaii.
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3.2.4. Andlisis de heterocigotos para t2129 con el tercer snip-SNP

A continuacién se realiz6 el analisis con el tercer snip-SNP de los cuatro
recombinantes obtenidos en el andlisis con el segundo snip-SNP. En todos
ellos, la recombinacién con la cepa Hawaii se habia producido antes del tercer
snip-SNP, y por tanto se obtuvieron los productos de digestiéon tanto del fondo
genético N2 Bristol como de Hawaii. En la Figura 3.25 se observa cémo en
todos los recombinantes se obtuvieron dos bandas de la digestion del tercer
snip-SNP. Con este resultado no se puede concluir si la mutacién {2129 se
encuentra situada antes o después del tercer snip-SNP, pero debe encontrarse
muy proxima a éste, ya que en ningun caso la recombinacion se ha producido

entre la mutacion t2129 y el tercer snip-SNP.

N2 Hawaii

Figura 3.25. Productos de digestion del analisis con el tercer snip-
SNP de heterocigotos para t2129. Al analizar los cuatro
recombinantes obtenidos a la derecha del segundo snip-SNP, se
observd que la recombinacion con la cepa Hawaii se habia producido
en todos ellos a la izquierda del tercer snip-SNP.
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3.2.5. Analisis de homocigotos para t2129 con el tercer snip-SNP

De los recombinantes que tenian la mutacion {2729 en homocigosis y por
tanto no producian progenie viable, se aislaron y analizaron 42 animales
diferentes. Se extrajo el DNA de cada uno de ellos y se realiz6 una PCR con la
pareja de oligos correspondientes al tercer snip-SNP. Posteriormente, se realizé
la digestion de los productos de la PCR con el enzima de restriccion Dral. En
todos los casos, se obtuvo unicamente el producto de digestion correspondiente

al fondo genético N2 Bristol (Figura 3.26).

Esto indicaba que la recombinacion se habia producido a la derecha del
tercer snip-SNP y en ningun caso, la recombinacién se habia producido entre la
mutacion t2129 y el tercer snip-SNP. Por tanto, la mutacion 2729 debe
encontrarse muy préxima al tercer snip-SNP. Sin embargo, con este dato no fue

posible concluir que la mutacion esté situada antes del tercer snip-SNP.

N2 Hawaii

Figura 3.26. Productos de digestion del analisis con el tercer snip-
SNP de los homocigotos para t2129. En todos los casos la
recombinacion con la cepa de Hawaii se produjo a la derecha del tercer
snip-SNP, ya que solamente se obtuvo el producto de digestidon
correspondiente al fondo N2 Bristol.
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3.2.6. Analisis de homocigotos para t2129 con el cuarto snip-SNP

En el analisis de los animales homocigotos para t2729 con el cuarto snip-
SNP se encontraron dos de ellos en los cuales la recombinacién se habia
producido entre la mutacion 2729 y el cuarto snip-SNP; ya que al realizar la
digestion se obtuvieron los productos de digestion correspondientes a ambos
fondos genéticos, N2 Bristol y Hawaii (Figura 3.27). Este hecho implicaba que la

mutacién {27129 debe hallarse situada a la izquierda del cuarto snip-SNP.

Hawaii
N2 y = ¥

Figura 3.27. Productos de digestion del analisis con el cuarto
snip-SNP de los homocigotos para t2129. En el analisis con el
cuarto snip-SNP de los homocigotos para t2729 se encontraron dos
animales en los cuales la recombinacion se habia producido entre la
mutacion £2129 y el cuarto snip-SNP (en la figura aparecen marcados
con una estrella), ya que en la digestidon se observaban los productos
de digestién correspondientes tanto al fondo genético N2 Bristol como
a Hawaii. Por lo tanto, dicha mutacion debia estar situada a la
izquierda de este snip-SNP.

Los resultados obtenidos en el analisis mediante snip-SNP se recogen en
la Tabla 3.4 y en la Figura 3.28.
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No Heterocigéticos Homocigoticos
. recombinantes parat2129 para t2129

ship-SNP . . .

en el snip-SNP (recombinantes) (recombinantes)
1° V: 5115 cM 129 8 0
2° V:5.352 cM 4 4 0
3° V:5.590 cM 4 0 0
4° V:5.833 cM 40 0 2

Tabla 3.4. Resultados del analisis mediante snip-SNP. De los 137 nematodos
heterocigotos para {27129 analizados, sélo 8 habian sufrido recombinacion entre la
mutacion 27129 y el primer snip-SNP. En 4 de estos 8 animales, la recombinacion se
habia producido entre la mutacion t2729 y el segundo snip-SNP. Sin embargo, en
ninguno de estos 4 recombinantes la recombinacion se habia producido entre la
mutacion t2129 y el tercer snip-SNP. De los 42 animales homocigotos para {27129
analizados, unicamente en 2 de ellos la recombinacion se habia producido entre la
mutacion {2729 y el cuarto snip-SNP y en ninguno de ellos la recombinacion se
habia producido entre la mutacion t27129 y el tercer snip-SNP.

1° snip-SNP 2° snip-SNP 3° snip-SNP 4° snip-SNP
pkP5069 pkP5123 pkP5124 pkP5125
5.115 cM 5.352 cM 5.590 cM 5.833 cM

Heterocigotos para la mutacién t27129

> > —>
0 2 40
Homocigotos para la mutacién 2729

A
A

Figura 3.28. Recombinantes encontrados en el analisis mediante snip-SNP.

De esta forma, el analisis mediante snip-SNP permitid concluir que la
mutacién t2129, asi como las mutaciones t2070 y t2170, debian estar situadas
entre el segundo snip-SNP vy el cuarto, es decir, en el intervalo V: (5.35, 5.83).
La explicacion es que se encontraron recombinantes a la derecha del segundo
snip-SNP para los heterocigotos para {2129, y por lo tanto, la mutacién

t2129 debia estar situada a la derecha de este snip-SNP, sin
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embargo no se encontraron recombinantes a la derecha del tercer snip-SNP,
con lo cual no se puede concluir que la mutacidén se encuentre a la derecha de
este. Para el caso de los homocigotos para la mutacion {2129, se encontraron
recombinantes a la izquierda del cuarto snip-SNP, y por tanto, la mutacion
t2129 debia hallarse situada en una posicion anterior a este snip-SNP, pero no
se encontraron recombinantes a la izquierda del tercer snip-SNP, con lo que no
se puede concluir que la mutacion se encuentre a la izquierda de dicho snip-
SNP.

3.3. Comprobacion de genes letales embrionarios mediante RNA de

interferencia

El intervalo acotado por el analisis mediante snip-SNP comprende una
region de aproximadamente unas 500 Kb y unos 150 genes. De estos genes,
trece de ellos son predichos por la base de datos de Caenorhabditis elegans
(http://lwww.wormbase.org/) como genes cuyo silenciamiento genera un fenotipo
letal embrionario. Estos trece genes son: T10G3.1, T10G3.5 (eea-1), T10G3.6
(gut-2), C56A3.9, C50B8.2 (bir-2), F53F4.10, F53F3.11, F53F4.14, H37A05.1
(Ipin-1), F58G11.1 (letm-1), T0O1D3.7, F55B12.1 (ceh-24) y FO9F3.5. En la
Figura 3.29 se recogen los genes que segun la base de datos han presentado

un fenotipo letal embrionario tras su inactivacion mediante RNAI.

548 558 Fs.rf::z.‘l
C50B8.2 H37A05.1
(pin-1) (calr24)
(bir-2) —
2° snip-SNP > 3% snip-SNP 4° gnip-SNP
5.34 5,58 5.83
0" ———————— 71—
— m—( (- ]
5.41 e—> 5.57 — 5.70
>3 C56A3.9 5.48 F58G11.1 550 FOOF3.5
T10G3.1 F53F4.10 \ T01D3.7 "
T10G3.5 (sea-1) FsafFaqq  letm-1) -
T10G3.6 (gut-2) F53F4 14

Figura 3.29. Genes con fenotipo letal embrionario tras inactivacion por
RNAi segun la base de datos de C. elegans (wormbase).

159



Resultados

Para comprobar si alguno de estos genes podria tratarse del gen mutado
en los mutantes {2129, t2070y t2170 se llevo a cabo una inactivacion mediante
RNAi de los genes para observar si su fenotipo se asemejaba al de los
mutantes. Se seleccionaron aquellos genes que estaban presentes en la
coleccion de RNAI disponible y que podian estar relacionados con el defecto en
la acumulacion de cuerpos apoptoéticos observado en los mutantes. Se
seleccionaron los siguientes genes: T10G3.5 (eea-1), C50B8.2 (bir-2),
F53F4.10, H37A05.1 (lpin-1), F58G11.1 (letm-1), F55B12.1 (ceh-24). En la
Figura 3.30 se observa como ninguno de los genes inactivados por RNAi
presento un fenotipo similar al de los mutantes t2729, t2070y t2170.

Podria ser que aunque los mutantes {2129, {2070 y t2170 tuviesen un
fenotipo letal embrionario, al inactivar el gen afectado mediante RNAi no se
observe un fenotipo letal embrionario debido a que la inactivacion mediante
RNAIi no sea completa, y por tanto, no esté descrito en la base de datos

wormbase como letal embrionario.

RNAi (eea-1) RNAi (bir-2) RNAi (F53F4.10)

RNAi (letm-1)

Figura 3.30. Fenotipo observado en los genes inactivados mediante RNA de
interferencia (RNAIi). Ninguno de los genes inactivados mediante RNAI presenta
un fenotipo que se asemeje al de los mutantes {27129, 2070y t2170.
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3.4. Inyeccioén de cosmidos del intervalo genético

A continuacion, para tratar de mapear el gen mutado, se procedi6d a
inyectar algunos de los cosmidos que contenian los genes que segun la base
de datos de C. elegans habian sido detectados como genes embrionarios
letales tras su inactivacion mediante RNAi. Los césmidos inyectados en el
mutante {2729, con la finalidad de ver si se producia un rescate de la letalidad
embrionaria del mutante, fueron los siguientes: H37A05, F53F4, F58G11,
T01D3, F55B12, T10G3, C56A3. Los resultados del recuento de la progenie

tras la inyeccién de los cosmidos se recogen en la Tabla 3.5.

Césmido inyectado Nematodos aislados Progenie (n° nematodos F1)
Control t2129 25 0F1
sin inyectar 1 5 F1
21 0F1
H37A05 (2 lineas) 9 0-10 F1
F53F4 (2 lineas) 2 0F1
5 0-10 F1
F58G11 (1 linea) 13 Téxico, no crecen hasta adultos
14 0F1
T01D3 (1 linea) 1 010 F1
22 0F1
F55B12 (2 lineas) 6 0-10 E1
14 0F1
T10G3 (1 linea) 8 0-10 F1
1 0F1
C56A3 (1 linea) 9 0-10 F1

Tabla 3.5. Cuantificacién de la viabilidad observada tras la inyeccién de los
cosmidos al mutante t2129. Se realizé un recuento de la progenie observada
tras haber inyectado cada cosmido al mutante {2729. Se representa por separado,
para cada uno de los cdsmidos inyectados, los animales aislados que no
produjeron progenie viable (0 F1) y los animales aislados que produjeron progenie
viable, que en todos los casos fue inferior a 10 nematodos (0-10 F1). La inyeccién
del cosmido F58G11 provocd una toxicidad en la cepa, de forma que los animales
aislados no crecieron hasta adultos.
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Como se observa en la Tabla 3.5, ninguno de estos cosmidos, al ser
inyectados, consiguid rescatar la letalidad embrionaria del mutante {2129.
Incluso en alguno de los casos, como por ejemplo, al inyectar el césmido
F58G11, se observé toxicidad del césmido, de manera que los animales
inyectados no se desarrollaban hasta adultos, sino que permanecian como

larvas y acababan muriéndose.

3.5. Revision bibliografica de los genes del intervalo

Debido a los resultados negativos que se obtuvieron tanto en la
realizacion del experimento de RNAi como tras la inyeccién de algunos de los
césmidos del intervalo, se realizd una revision de los genes presentes en el
intervalo que habia sido acotado previamente en el analisis mediante snip-SNP.
Con ayuda de los datos presentes en la base de datos wormbase, se realizo
una revisidon bibliografica, con el objetivo de encontrar genes relacionados con
el mecanismo de degradacion de cuerpos apoptéticos, que era el defecto

observado en la caracterizacion fenotipica de los mutantes.

Esta busqueda bibliografica permiti6 encontrar un gen cuyo mutante
presentaba un fenotipo similar al de los mutantes {27129, t2070 y t2170. Se
trataba del mutante sand-1 (or552), el cual es un mutante termosensible, con
una letalidad embrionaria del 30-50% a la temperatura permisiva y del 89-99%,
a la temperatura restrictiva. Los embriones de este mutante acumulan, al igual
que los embriones de los mutantes t2729, t2070y t2170, vesiculas que son mas
numerosos en la célula anterior (célula AB) del embrion en el estadio de 2
células (Poteryaev et al., 2007). En la Figura 3.31 se puede observar la similitud
existente entre un embrién del mutante sand-7(or652) y un embrién del mutante
t2129.
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Figura 3.31. Similitud entre los fenotipos de los embriones del mutante sand-1
(or552) y del mutante t2129. Los embriones del mutante sand-1 (or652) en el estadio
de dos células presentan un fenotipo muy similar al observado en los embriones de
los mutantes 27129, t2070 y t2170 en el mismo estadio, ya que acumulan gran
cantidad de vesiculas, predominantemente en la célula anterior (AB) del embrién.

La proteina SAND-1 de C. elegans es el homdlogo de la proteina
MON1A Y MON1B en humanos y de la proteina Mon1p en Saccharomyces
cerevisiae, y se requiere para una correcta asociacion de la GTPasa RAB-7 a
la membrana y en el trafico de vesiculas entre los endosomas tempranos y
tardios (Poteryaev et al., 2007). En levaduras la proteina Mon1p forma un
complejo proteico con la proteina Ccz1p, y regulan la interaccién del complejo
HOPS con la proteina Rab Ypt7p (homodloga de RAB-7), y la fusién de
membranas con la vacuola (Wang C.W. et al., 2003). Mediante un analisis de 2-
hibridos se ha demostrado que en C. elegans la proteina SAND-1 y el
homologo de Ccz1p forman igualmente un complejo proteico (Poteryaev et al.,
2007).

Se descartd que el gen mutado en los mutantes {2129, t2070 y t2170
fuese sand-1, ya que el gen sand-1 (F41H10.11) se localiza en el cuarto
cromosomoma (IV: 1.60 cM) de C. elegans, y por lo tanto, no se encontraba en
el mismo cromosoma que la mutacién presente en los mutantes. Sin embargo,
el gen ccz-1 (F58G11.6) de C. elegans se localiza en la region genética V: 5.59
cM del quinto cromosoma, por lo tanto, este gen estaba incluido en el intervalo

que previamente se habia acotado en el analisis mediante snip-SNP.
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Dada la similitud fenotipica entre el mutante sand-1(or652) y los
mutantes {2129, t2070 y t2170; se establecid la hipdtesis de que el gen mutado
podria ser el gen ccz-1. Dado que CCZ-1 y SAND-1 forman un complejo
proteico, era légico suponer que los mutantes que afectasen a uno de los dos

genes tuviesen un fenotipo similar.

3.6. Experimento de RNAi con el gen candidato

Posteriormente, para corroborar si esta hipétesis era correcta, se
realizaron una serie de experimentos. El primer experimento fue inactivar el gen
candidato, ccz-1, en un nematodo silvestre mediante la técnica de RNA de
interferencia (RNAI), para comprobar si el fenotipo observado era similar al de
los mutantes 2129, t2070 y t2170.

Al realizar el RNAIi se obtuvo un fenotipo similar al de los mutantes,
aunque mas débil que en estos. Como se aprecia en la Figura 3.32, se observo
una acumulaciéon de vesiculas en los embriones, asi como con una ligera
acumulacion de cuerpos apoptoticos en la goénada de los hermafroditas
adultos. A pesar de no ser concluyente, este hecho indicaba que ccz-1 si
podria tratarse del gen afectado en los mutantes {2129, t2070 y t2170. La
explicacion de que el fenotipo observado fuese mas débil podria ser debido a
que determinados genes que son mas resistentes a la inactivacion mediante
RNAI, y ésta no es del 100%, si no que puede quedar parte de la proteina

silvestre sin inactivar, llevando a cabo parcialmente su funcion.
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RNAi (ccz-1) IEs: RNAI (ccz-

Figura 3.32. Fenotipo observado al realizar la inactivacion del gen ccz-1
mediante RNA de interferencia. Al inactivar mediante RNAi el gen ccz-1 se
produce un fenotipo similar al de los mutantes {2129, {2070 y t2170 aunque
mas débil. En comparacion con un silvestre, se observa una ligera
acumulacion de cuerpos apoptoéticos en la gbnada y pequefos granulos en
los embriones.

3.7. Secuenciacion del gen ccz-1 en los mutantes t2129, t2070 y
t2170

Posteriormente, se secuenci6 el gen ccz-1 en los mutantes
homocigdticos t2129, t2070 y t2170, para comprobar que efectivamente, las
mutaciones de estos mutantes se hallaban situadas en el gen ccz-1. Para ello
se amplifico por PCR el gen ccz-1 tanto en el silvestre como en cada uno de los
tres mutantes, y el producto de PCR purificado fue secuenciado. El resultado de
la secuenciacion fue el hallazgo de una mutacién puntual de un nucleétido en
cada mutante. En el mutante t2070, la mutacién puntual generada por el

etilmetanosulfonato produjo un cambio de una Guanina (G) por una
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Adenina (A), que afectaba a la primera base del primer intron del gen F58G11.6
(Figura 3.33 y 3.34). Posteriormente se comprob6 que esta mutacion provocaba
una alteracién en el procesamiento (splicing) del RNA mensajero, al no eliminar

correctamente el primer intrén, generando una proteina no funcional.

Ok 1k 2k 3k
rd 1 1 ] | | | | 1 ! | | 1 1 1 | 1 l 1 1 | L1 | I 1 | >
F58G11.6

m

t2070 t2129 t2170

86 bp 1917 bp 2428 bp

intron GIn—stop Leu—stop

Figura 3.33. Secuenciacion de las mutaciones puntuales presentes en los
mutantes t2070, t2129 y t2170. La mutagénesis con etilmetanosulfonato genero
tres mutantes diferentes que afectaban al mismo gen ccz-1 (F58G11.6). Cada uno
de ellos contenia una mutacién puntual en una region diferente del gen ccz-1, que
provocaba una alteracion en la funcionalidad de la proteina.

86 bp
wt TGGTCAGATT CATTG(taat t gaatt ttaa
ccz-1(t2070) TGGTCAGATT CATTGdAtaat t gaatt ttaa
1917 bp
wt ttttcc agAA TCATCTCAATCA TCTCGCGC

ccz-1(t2129)  ttttcc agAA TCATCT [ AATCA TCTCGCGC

2428 bp
wt TTCTCGCCTC CTTGTCTTAA TCATTCCTCC
ccz-1 (t2170)  TTCTCGCCTC CTTGTCTAAA TCATTCCTCC

Figura 3.34. Mutaciones puntuales encontradas en los mutantes t2070,
t2129 y t2170.
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La mutacion t27129 consistia en un cambio de una Citosina (C) por una
Timina (T) en el exén quinto del gen F58G11.6, lo cual provocaba que se
alterara un aminoacido glutamina en la proteina y se convirtiera en un codon de
parada prematuro, alterando la funcionalidad de la proteina. La mutacion t2770
se trataba de una transformacién de una Timina (T) en una Adenina (A) en el
ultimo exén del gen F58G11.6, y por tanto, el aminoacido leucina presente en
esta region de la proteina también era convertido en un codon de parada
prematuro (Figuras 3.33, 3.34 y 3.35).

MESTIANPLYF
RVMYFHPEGE
FDFRTWVTTOR
SDAYEMEFRMF
LDHLGGVEFL
SERDLPSLFH
LGDESLSVVH
LEIRRDEESS

FSNLSLNFPS
QLERQTEITG
TEHVYIRTED
FGTFEEFIEMN
RMEGPLYLNV
YLTHNLLPTT
LHEDOQGTEFQ
QS3RATPEQN

t2129

GDEEFPEAPD

FHYIYFNP3E

CESNVVRFIDV
FAEAVVNFTE
DOQFILGVEIS
VPDDIPEFEE
VSLLSELREE
LAPELEHEGER
EELIGYQMIV
GYVVSRRLLEN

LEMTSELETE

LEFFFVAHFPL
NFLETSRREI
EQLSLVESDYP
RLDFFFEEYI
FOVIEEIMFL
NASKEGRYLRG
YRCLNATWVCHM

IDQFLETELS

PELPVAASGS

SGREEGEEHMN
SERISENEDG
LFQPAIREIL
PLLEVHEMPL
YODELLYYQL
PTDLTTDAPL
FVYRENCPANGG
OVASKIGDEI

NSTLEVPLPP

SRLLVLIIPP
t2170

VDVNRLVCDT MSNFVSETEE FGECFVESSES DWwWIVIEKEVHN

SNYTSELADY QBSKETATIVRS HFEAIFFS*

Figura 3.35. Conversion de aminoacidos de la proteina en codones de
parada provocada por las mutaciones 12129 y t2170.

3.8. Complementacion con la cepa ccz-1 (0k2182)

La cepa VC2009, es el knock out ccz-1 (0k2182), y se encuentra

disponible en el Consorcio Internacional de knockout de genes de
Caenorhabditis elegans (International C. elegans Gene Knockout Consortium).
Contiene una delecion de 1047 pares de bases. Esta cepa aparecio disponible
después de que se hubiese mapeado el gen afectado en los mutantes {2129,

t2070 y t2170.
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Con el objetivo de corroborar si el gen afectado en dichos mutantes era
el gen ccz-1, se utilizé la cepa VC2009 para realizar un cruce genético con el
mutante {2729. Se observé que el knock out ccz-1(0k2182) no conseguia
complementar al mutante, ya que, al no aportar ninguna copia silvestre del gen,

no se conseguia rescatar la letalidad embrionaria del mutante.

ccz-1 (ok2182)

ccz-1(t2129)

ccz-1(t2129; 0k2182)

Figura 3.36. Complementaciéon del mutante t2129 con el knock out ccz-1
(0k2182). La complementacién del mutante t2729 con la cepa VC2009, que
contiene una delecion en el gen ccz-1, no logroé rescatar la letalidad embrionaria
del mutante. De igual forma, tampoco consiguid rescatar el fenotipo observado
en el mutante, seguian acumulandose cuerpos apoptéticos en la gonada del
hermafrodita (englobados en elipses en las imagenes de la izquierda de la
Figura) y vesiculas en los embriones (imagenes de la derecha de la Figura).
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En la Figura 3.36 (pagina anterior) se puede apreciar cémo la
complementacién del mutante t2729 con el knock out ccz-1(0k2182) tampoco
consiguio rescatar el fenotipo del mutante, observandose una acumulacion de
cuerpos apoptoticos en la gonada del hermafrodita y de vesiculas en los
embriones similar a la observada en el mutante {2729 y en la cepa VC2009.

Este resultado indicaba que el gen afectado en los mutantes era el gen ccz-1.

3.9. Rescate del mutante t2129 con el gen ccz-1

Con el objetivo de confirmar de manera definitiva que la alteracion del
gen ccz-1 era la responsable del fenotipo observado en los mutantes {2129,
t2070 y t2170, se llevé a cabo un rescate de la mutacion £2129 con el gen ccz-
1. Para conseguirlo, se clond una copia silvestre de dicho gen en el plasmido
pLN180 [Promotor de ced-1::gen ced-12::YFP::let 858 3’'UTR], aportado por el
Dr. Lukas Neukomm, del Instituto de Biologia Molecular de la Universidad de

Zurich. En la Figura 3.37 se representa un esquema del plasmido pLN180.

Con una digestion enzimatica, se elimind el gen ced-12 presente en el
plasmido pLN180 y posteriormente, mediante una ligacion enzimatica, se
insertd la copia silvestre del gen ccz-1 amplificada por PCR. La construccion
obtenida se denomind pCN1 (Figura 3.38), y contenia el gen ccz-1 silvestre
fusionado en su extremo C-terminal a la proteina YFP bajo el promotor del gen
ced-1y con una 3’'UTR genérica (let 858). La proteina YFP, un derivado de la
proteina verde fluorescente GFP, permite la visualizacion al microscopio de la

proteina a la cual se encuentra fusionada.
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Apal (13345)__
let-858 3IUTR
Pacl (12858) \\
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Fsel (11980)
ph X
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Figura 3.37. Mapa del plasmido pLN180 utilizado en la construcciéon del
plasmido pCN1. El plasmido pLN180 contiene el gen ced-12 bajo la expresién del
promotor del gen ced-1 y fusionado a la proteina fluorescente YFP y con una
region 3’'UTR genérica procedente del gen /et-858. Ademas contiene sitios de
restriccion para las enzimas Pacl, Ascl, Fsel y Apal, un marcador de resistencia a
Ampicilina y una copia silvestre del gen unc-119, que puede ser utilizado como
marcador de seleccién de los nematodos que contienen el plasmido.

let-858 3'UTR
Pacl
YFP

Fsel

gen ccz-1

Ascl

Apal

AmpR

pPCN1
17603 bp

promotor de ced-1

unc-119(+)

Sbfl

Figura 3.38. Mapa del plasmido pCN1 construido a partir del plasmido
pPLN180. El plasmido pCN1 contiene una copia silvestre del gen ccz-1 expresada
bajo el promotor del gen ced-1 y fusionada a la proteina fluorescente YFP.
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La proteina CED-1 actua como receptor en la ruta de fagocitosis de
cuerpos apoptoticos y por tanto su expresion se encuentra significativamente
elevada en las células que actuan como células fagocitarias. En los
hermafroditas adultos, la expresidn mas elevada de ced-71 se localiza en las
células de la vaina presentes en los brazos de la génada (Zhou et al., 2001; Yu
et al., 2008). Por tanto, en la construccion pCN1, al encontrarse el gen ccz-1
bajo el promotor de ced-1, el gen ccz-1 sera principalmente expresado en las
células fagocitarias y la visualizacion de CCZ-1:YFP, se centrara

primordialmente, en la gbnada del hermafrodita adulto.

El plasmido pCN1 fue introducido en el mutante {2729 utilizando un
canon de particulas. Para ello, el plasmido fue precipitado sobre particulas de
oro, que fueron impactadas sobre los nematodos mediante una corriente de gas
helio, con ayuda de un cafidn de particulas. Algunas de estas particulas de oro,
junto con el plasmido precipitado en ellas, llegaron hasta la gonada de los
mutantes y permitieron que el plasmido formase un array extracromosomal que
fue segregado a la progenie de estos animales. Como marcador de seleccion
de los animales que contenian el array extracromosomal, se empled el plasmido
pPD118.33, con el gen myo-2 fusionado a GFP, que produce fluorescencia en
la regidn de la faringe del nematodo, como se puede observar en la Figura 3.39.
Este plasmido pPD118.33 fue precipitado conjuntamente con el plasmido pCN1

sobre las particulas de oro.

Adicionalmente, se realiz6 una construccion nueva denominada pCN2,
en la cual se sustituia el promotor de ced-1 por el promotor del propio gen ccz-
1, manteniendo el gen ccz-1 fusionado a la proteina YFP y la 3'UTR genérica
presente en el plasmido pCN1. En la Figura 3.40 se muestra un esquema del

plasmido pCN2.

171



Resultados

Figura 3.39. Expresion de la GFP expresada bajo el promotor del
gen myo-2 observada en el plasmido pPD118.33.

YFP
Fsel

let-858 3'UTR
Pacl

gen ccz-1

AmpR

Apal

unc-119(+)

pCN2
14917 bp

Sbfl

promotor de ccz-1

Figura 3.40. Mapa

del plasmido pCN2. El plasmido pCN2 contiene una

copia silvestre del gen ccz-1 expresada bajo el promotor del gen ccz-1y
fusionada a la proteina fluorescente YFP.

En la Figura 3.41
que si contenia el array
una copia silvestre del

mutacion: la letalidad

se muestra como en la progenie de los mutantes {2129
extracromosomal del plasmido pCN1, el cual aportaba
gen ccz-1, se consiguidé rescatar el fenotipo de la

embrionaria, asi como la acumulacion de cuerpos

apoptéticos en la gonada del hermafrodita adulto.
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Unicamente el fenotipo de acumulacién de vesiculas en los embriones
permanecia sin ser rescatado por la construccion pCN1. Este hecho podria
deberse a que el promotor de ced-1 estuviese limitando la expresion del gen
ccz-1 a las células fagocitarias y que ese fenotipo se debiese a la falta del gen
en otras células del animal. Por otra parte, la insercion del plasmido pCN2 en el
mutante {27129, con la ayuda del cafdn de particulas, permitidé rescatar
totalmente el fenotipo del mutante: la letalidad embrionaria, la acumulacion de
vesiculas en los embriones y de cuerpos apoptéticos en la gonada del
hermafrodita adulto (Figura 3.41). Se concluia por tanto que, efectivamente, era
el gen ccz-1 el que estaba afectado en los mutantes {27129, t2070 y t2170, y el

responsable del fenotipo observado en dichos mutantes.

12129 (pPD118.33 + pCN1)

1;

Figura 3.41. Rescate del mutante t2129 con los plasmidos pCN1 y pCN2.
La transformacion del mutante {2729 con el plasmido pCN1 consiguid
rescatar el fenotipo de acumulacién de cuerpos apoptéticos en la gonada del
mutante. Sin embargo, este plasmido, en el cual se expresa el gen ccz-1
bajo el promotor de ced-1, no consiguié rescatar el fenotipo de acumulacién
de vesiculas en los embriones del mutante. El plasmido pCN2, en el cual el
gen ccz-1 se expresa bajo su propio promotor, consiguié rescatar ambos
fenotipos del mutante.
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3.10. Analisis del RNA mensajero de los mutantes t2129, t2070 y
t2170 y de la cepa ccz-1 (0k2182)

Una vez secuenciadas las mutaciones puntuales que contenian los
mutantes {2129, t2070 y t2170 en el gen ccz-1 se realizé un analisis del RNA
mensajero (MRNA) de dicho gen, que permitiese comprobar cuales eran las
alteraciones presentes en el RNA mensajero provocadas por estas mutaciones.
En los mutantes 2129 y t2170, el RNA mensajero unicamente se diferenciaba
del silvestre en las mutaciones puntuales que existian en ambos mutantes.
Como se explico anteriormente, estas mutaciones provocaban un codon de
parada prematuro en la lectura del RNA mensajero, generando una proteina
defectuosa. Por el contrario, el mutante t2070 contenia una mutacion puntual
que afectaba a la primera base del primer intron del gen ccz-1, transformando la
guanina (G) en adenina (A). Esta transicidn provocaba una alteracion del
procesamiento (splicing) del RNA mensajero, de forma que el primer intrén no
era eliminado y su secuencia aparecia en el RNA mensajero maduro del gen
ccz-1 producido en el mutante {2070, como se puede observar en la Figura
3.42. Este procesamiento anomalo del RNA provocaba una alteracion en la fase
de lectura de la proteina, generando un codon de parada prematuro en las
primeras bases del primer intrén presente en el RNA mensajero (Figura 3.43).
Por lo tanto, la proteina CCZ-1 del mutante t2070 se veia completamente

alterada, perdiendo su funcionalidad.

Posteriormente, se analizé como afectaba la delecion presente en el gen
ccz-1 en el knock out ccz-1(0k2182), al RNA mensajero de dicho gen. La
delecion afectaba a gran parte del segundo y del cuarto exon del gen ccz-1, asi
como al tercer exon completo. Casi siempre se producia un splicing normal y el
RNA mensajero generado contenia un microexon que contenia las secuencias
del segundo y del cuarto exon del gen ccz-1 no eliminadas por la delecion en el
knock out. La fase de lectura de la proteina CCZ-1 se ve alterada por la
delecion, de forma que se origina un codon de parada prematuro y por tanto, la

proteina perdera su funcionalidad (Figura 3.44).
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F58G11.6 (ccz-1)
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intron 1

ARN mensajero del mutante t2070

Figura 3.42. Splicing anémalo observado en el RNA mensajero del mutante
t2070. La mutaciéon puntual en la primera base del primer intron del gen ccz-1,
presente en el mutante {2070, genera una alteracion en el splicing, de manera
que el primer intrén no es eliminado.

exon 1 exon 2

> <
wildtype ATT GAT GTC CTT GAA
lle Asp Val Leu Glu

exon 1 intron 1

> <€
t2070 ATT GAT AAT TGA ATT TTA
lle Gly Asn stop

Figura 3.43. Alteracion de la fase de lectura de la proteina CCZ-1 en el
mutante t2070. La introduccion del primer intron en el RNA mensajero del gen
ccz-1, como consecuencia de la modificacion de su splicing en el mutante t2070,
provoca una alteracion de la fase de lectura de la proteina CCZ-1 originandose
un codén de parada prematuro. Esto genera una proteina defectuosa y no
funcional.

Sin embargo, en algunos casos, se producia un procesamiento
alternativo y el microexon era eliminado. En este caso el RNA mensajero en el

knock out unicamente contenia los exones primero, quinto, sexto y séptimo, y
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no se alteraba la fase de lectura de la proteina CCZ-1 a pesar de la delecion

de los otros tres exones. De esta forma, la proteina no perdia completamente

su funcionalidad, aunque su tamano fuese menor que el de la proteina silvestre.

Este procesamiento alternativo permitia una funcionalidad parcial de la proteina

CCZ-1 en el knock out ccz-1(0k2182). De forma que, aunque en él se

observaban fenotipos similares a los presentes en los mutantes t2729, {2070 y

t2170, la letalidad embrionaria de esta cepa era menor que en dichos mutantes

y por tanto, la cepa si era viable (Figura 3.44).

F58G11.6 (ccz-1)
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Figura 3.44. En el knock out ccz-1 (0k2182) se producen dos tipos
diferentes del RNA mensajero del gen ccz-1. Normalmente, en el splicing la
delecion del knock out genera un microexon en el RNA mensajero del gen ccz-
1, que altera la fase de lectura de la proteina CCZ-1, generando una pérdida
de su funcionalidad. Minoritariamente, se produce un splicing alternativo en el
cual dicho microexon es eliminado y no se altera la fase de lectura de la
proteina CCZ-1, a pesar de existir una delecién, con lo cual la proteina
mantiene parcialmente su funcionalidad, permitiendo la viabilidad de esta

cepa.
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En la Figura 3.44 se puede apreciar la diferencia existente entre el
splicing normal y el alternativo existentes en el knock out ccz-71(0k2182). En la
imagen del gel de electroforesis se observan las dos bandas correspondientes a
los dos splicing diferentes. La banda del splicing normal es de un tamafo
ligeramente superior y mucho mas abundante. Sin embargo, la banda
correspondiente al splicing alternativo es de un tamaio menor y mucho mas

escasa.

4. Caracterizacion de la funcion de la proteina CCZ-1 en la

ruta de maduracién de fagosomas

Una vez se hubo comprobado que el gen ccz-1 era el gen afectado en
los mutantes, se realizaron una serie de experimentos con el objetivo de
caracterizar cual es el papel que desempena la proteina CCZ-1 en la ruta de
maduraciéon de los fagosomas, implicados en la digestion de cuerpos
apoptéticos en C. elegans. Como se describié en la introduccion, la fagocitosis
de los cuerpos apoptoticos en C. elegans estd mediada por dos rutas
parcialmente redundantes que convergen en la GTPasa de la Familia Rho:
CED-10, cuyo ortélogo en mamiferos es Rac1. Una de las rutas genéticas que
controlan la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos esta compuesta por las
proteinas CED-1, CED-6 y CED-7, cuyos ortdlogos en mamiferos son
respectivamente, el receptor transmembranal LRP1/MEGF-10, la proteina
adaptora GULP y un transportador ABC (Hamon y col., 2006; Liu y Hengartner,
1998; Su y col., 2002; Wu y Horvitz, 1998a; Zhou y col., 2001; Yu y col., 2008).

La otra ruta contiene al complejo formado por las proteinas CED-2, CED-
5y CED-12. La proteina CED-2 es un adaptador de tipo Crkll con dominios SH2
y SH3 (Reddien y Horvitz, 2000), CED-5, cuyo ortdlogo en mamiferos es
Dock180, interactua fisicamente con Crkll (Wu y Horvitz, 1998a).
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La ultima proteina del complejo es CED-12, la cual posee tres ortdlogos
en mamiferos: ELMO1, ELMO2 y ELMQOS3, y contiene un dominio PH (de
homologia con pleckstrina) y un dominio de uniéon a SH3 (Gumienny et al.,
2001; Wu et al., 2001, Zhou et al., 2001). Las tres proteinas forman un complejo
que actua activando la GTPasa CED-10 (Wu et al., 2001; Brugnera et al., 2002;
Lu et al., 2004, Lu y Ravichandran, 2006). Ambas rutas convergen en la
GTPasa CED-10 (Rac1). Esta proteina es la encargada de regular el
citoesqueleto de actina durante la internalizacion de la célula apoptotica
(Kinchen et al., 2005). En la Figura 3.45 se recoge un esquema con las
proteinas de la ruta bioquimica que controla la fagocitosis de cuerpos

apoptéticos, asi como la degradacién de los mismos en los fagosomas.

CED-1
CED-6 ---+ CED-10 ,
CED-7 . VP5-417 VPS-11 VPS-33 VPS-45?

- DYN-1—>[VPS-34—~ RAB-5 | —+ RAB-7—+ VPS-16 VPS39 —+ DEGRADACION DE

CED-2 P VPS-18 CUERPOS APOPTOTICOS
CED-5 — CED-10 -°
CED-12

actividad GEF

e
Lol

FAGOCITOSIS DEGRADACION DE CUERPOS APOPTOTICOS

Figura 3.45. Ruta bioquimica de fagocitosis y degradaciéon de los cuerpos
apoptoéticos. La fagocitosis de las células apoptéticas esta mediada por dos rutas
parcialmente redundantes que convergen en la GTPasa CED-10, una de ellas
formada por las proteinas CED-1, CED-6 y CED-7 y la otra ruta compuesta por el
complejo CED-2/CED-5/CED-12. Posteriormente se activa la proteina DYN-1, que
inicia la degradacién de los cuerpos apoptéticos fagocitados previamente. Esta ruta
estd compuesta por la quinasa VPS-34, las GTPasas RAB-5 y RAB-7, el complejo
HOPS (VPS-11, VPS-16, VPS-18, VPS-33 y VPS-39), y otras proteinas activadoras
como VPS-41y VPS-45.

Las siguientes proteinas de la ruta controlan la degradacién de la célula
apoptética previamente fagocitada. La primera proteina de esta segunda fase,
la proteina DYN-1 (dinamina) promueve el reclutamiento y la fusiéon de

endosomas a las membranas fagociticas, facilitando el aporte lipidico y
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proteico necesario para la extension de pseuddépodos y la maduracion de los
fagosomas (Yu et al., 2006). La proteina DYN-1 es dependiente de la ruta
formada por las proteinas CED-1, CED-6 y CED-7 para ser reclutada sobre la
superficie de los fagosomas (Yu et al., 2008). Posteriormente, la proteina DYN-
1 activa a la proteina VPS-34, que es una quinasa especifica de
fosfatidilinositol, que genera fosfatidilinositol-3-fosfato sobre la superficie de los
fagosomas. Las proteinas efectoras posteriores en la ruta se unen a los
fosfatidilinositol-3-fosfato surgidos de la actividad de la quinasa VPS-34,
reclutandose sobre los fagosomas y permitiendo la activacién de otras proteinas

de la ruta, como por ejemplo la GTPasa RAB-5 (Kinchen et al., 2008).

En la maduracién de los fagosomas se produce un intercambio entre la
GTPasa RAB-5 y la GTPasa RAB-7, que va reclutandose sobre la membrana
de éstos (Kinchen y Ravichandran, 2008). La GTPasa RAB-7 interaccionara
posteriormente con el complejo HOPS, favoreciéndose la fusion entre el
fagosoma y el lisosoma, y permitiendo la degradaciéon de los cuerpos

apoptéticos (Kinchen et al., 2008).

4.1. Analisis de la localizacion de las proteinas de la ruta en el

silvestre y en el mutante ccz-1

Inicialmente, se analizd el reclutamiento de varias de las proteinas
implicadas en la ruta de maduracion de fagosomas sobre la superficie de éstos,
cuando el gen ccz-1 se hallaba mutado. El objetivo de este analisis consistia en
poder determinar el papel de la proteina CCZ-1 en dicha ruta bioquimica. La
ausencia del gen ccz-1 no alteraria la localizacion de las proteinas de la ruta
que funcionan antes que CCZ-1, ya que su reclutamiento sobre la superficie de
los fagosomas no seria dependiente de la accion de CCZ-1. Sin embargo, en el
caso de las proteinas de la ruta que actuan posteriormente a la proteina CCZ-1,
cabria esperar que se alterase su localizacion si ésta dependiera de la correcta
funcionalidad de CCZ-1.
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4.1.1. Estudio de la actividad de la quinasa VPS-34

El analisis se inicié observando la localizacién de la proteina VPS-34. En
el estudio se utilizé la construccion YFP::2xFYVE para analizar la actividad de la
proteina VPS-34. El dominio FYVE es un dominio en forma de dedo que une
dos iones de zinc, el cual interacciona especificamente con los fosfatidilinositol-
3-fosfato, que son generados por la actividad de la quinasa VPS-34 sobre la
superficie de los fagosomas. La mayoria de los efectores de RAB-5 poseen un
dominio FYVE o PX, que se une a los fosfatidilinositol-3-fosfato (Kinchen et al.,
2008). Se construyd una cepa de C. elegans transgénica que expresaba la
construccion YFP::2xFYVE sobre un fondo mutante ccz-1 (t27129). Como control
en el experimento, se utilizd la cepa transgénica que expresaba YFP::2xFYVE

sobre un fondo silvestre N2 Bristol.

Posteriormente, se observd en un microscopio equipado con Nomarski y
filtros de fluorescencia adecuados, la localizacion de la construccion
YFP::2xFYVE, tanto en el fondo silvestre como en el fondo mutante. En un
fondo silvestre, se observaron halos fluorescentes que se situan sobre la
superficie de los fagosomas que contienen células apoptéticas, situados en la
gonada del hermafrodita adulto. Estos halos fluorescentes se correspondian
con el reclutamiento de la construccién YFP::2xFYVE sobre la superficie de los
fagosomas. Se indicaba que la actividad de la quinasa VPS-34 se desarrollaba
de forma normal, puesto que se estaban generando los fosfatidilinositol-3-

fosfato y el dominio FYVE se estaba uniendo a ellos.

De igual forma, en un fondo mutante ccz-1(t2129) se pudo observar que
la localizacién de los halos fluorescentes correspondientes a la expresion de
YFP::2xFYVE no se veia alterada, ni tampoco disminuia aparentemente la
intensidad de la fluorescencia de los halos, como se observa en la Figura 3.46.
Al cuantificar el porcentaje de reclutamiento de la construccion YFP::2xFYVE
sobre la superficie de los fagosomas, se pudo observar que en el fondo mutante
existia un porcentaje ligeramente mayor que en el fondo silvestre. Que el

porcentaje de reclutamiento fuera superior indicaba que en el mutante, o bien
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existia una mayor actividad de VPS-34 o bien que los fosfatidilinositol-3-fosfato,
generados por la actividad de la quinasa, estaban siendo retenidos durante mas
tiempo sobre la superficie de los fagosomas. En la Figura 2.49 se recoge la
cuantificacion del porcentaje de reclutamiento de las proteinas YFP::FYVE,
YFP::RAB-5 y YFP::RAB-7 sobre la superficie de los fagosomas, tanto para un

fondo genético silvestre como para uno mutante t2729.

YFP::FYVE

g
. X
ry ‘I"“

ccz-1(t2129) YFP::FYVE

Figura 3.46. Localizacion de la proteina YFP::FYVE en un fondo silvestre
y en el mutante t2129. Se puede observar que en un mutante t2729 el
reclutamiento de YFP::FYVE sobre la membrana de los fagosomas que
contienen los cuerpos apoptéticos (visualizado como halos fluorescentes
sefalizados mediante flechas) no aparece alterado con respecto al silvestre.

El hecho de que la actividad de la proteina VPS-34 no se viese alterada
en ausencia de la proteina CCZ-1 en el mutante indicaba que VPS-34 estaba

situada por encima de la proteina CCZ-1 en la ruta de maduracion de
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los fagosomas. El mayor acumulo de fosfatidilinositol-3-fosfato, sobre la
superficie de los fagosomas en el mutante, podria explicarse si las proteinas
posteriores de la ruta no estuviesen reemplazando tan rapidamente a éstos.
Esto podria suceder si la proteina CCZ-1 estuviese implicada en ese
reemplazo, de forma que en el mutante se estuviese realizando a una velocidad

menor que en un silvestre.

4.1.2. Analisis del reclutamiento de la GTPasa RAB-5

En el estudio realizado, se utilizé una cepa transgénica de C. elegans
que expresaba YFP::RAB-5. En un fondo silvestre N2 Bristol, la proteina
YFP::RAB-5 se localizaba en la superficie de los fagosomas, de forma que en el
microscopio Nomarski se observaban unos halos fluorescentes sobre los
fagosomas que contenian cuerpos apoptéticos. La localizacién de  YFP::RAB-
5 no se veia alterada en ausencia de la proteina CCZ-1, ya que en el fondo
mutante ccz-1(t2129), YFP::RAB-5 se continuaba localizando de forma normal
sobre la superficie de los fagosomas con células apoptéticas. Asimismo, los
halos fluorescentes observados parecian de igual intensidad en la cepa con
fondo mutante que en la cepa con fondo silvestre, como se aprecia en la Figura
3.47. Por lo tanto, CCZ-1 debia actuar después de RAB-5 en la ruta de

maduracion de los fagosomas.

Como recoge la Figura 3.49, la cuantificacion del porcentaje de
reclutamiento de la proteina YFP::RAB-5 permitié observar un mayor porcentaje
en el mutante que en el silvestre, lo cual indicaba que la proteina RAB-5 se
estaba acumulando sobre la superficie de los fagosomas en el mutante. Esto
podia deberse a que la proteina CCZ-1 ayudara a reemplazar RAB-5 por otra
proteina de la ruta en la superficie de los fagosomas, y al estar ausente CCZ-1
en el mutante, este reemplazo se estuviese produciendo mas lentamente en el

mutante que en el silvestre.
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ccz-1 (t2129) YFP::RAB-5

Figura 3.47. Localizacion de la proteina YFP::RAB-5 en el mutante t2129, en
comparacion con el silvestre. Se puede apreciar que en un mutante {2729 no
se ve alterada la localizacion de YFP::RAB-5 sobre la membrana de los
fagosomas que contienen los cuerpos apoptoticos (halos fluorescentes
marcados con flechas).

4.1.3. Analisis del reclutamiento de la GTPasa RAB-7

La GTPasa RAB-7 también pertenece a la familia de las proteinas Rab.
RAB-7 se localiza sobre todo en organulos acidificados y con una funcion de
degradacion, como por ejemplo: endosomas tardios, lisosomas, fagosomas,
autofagosomas... Esta proteina estd implicada en la regulacion del trafico, la
maduracién y la fusibn de vesiculas endociticas. Asimismo, controla
especificamente la transicion entre endosomas tempranos, endosomas tardios

y lisosomas, encargandose de la degradacion del contenido de estas vesiculas.
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Por lo tanto, en los fagosomas presentes en la gonada del hermafrodita
adulto, RAB-7 esta regulando la degradacion de los cuerpos apoptoticos dentro

de estos fagosomas (Yu et al., 2008; Kinchen et al., 2008).

En el analisis de la localizacion de RAB-7 se utilizé una cepa transgénica
de C. elegans que expresaba YFP::RAB-7. Al igual que en los casos anteriores,
la expresion de YFP::RAB-7 era observable en un microscopio equipado con
Nomarski. En la génada de un hermafrodita silvestre se podian visualizar unos
halos fluorescentes en la superficie de los fagosomas que estaban digiriendo
células apoptoéticas. Como se aprecia en la Figura 3.48, en un mutante ccz-
1(t2129), la proteina YFP::RAB-7 formaba igualmente halos fluorescentes sobre
los fagosomas, sin embargo, la intensidad de la fluorescencia de estos halos
parecia mas débil que en un fondo silvestre. Ademas, el porcentaje de
reclutamiento de la proteina YFP::RAB-7 era menor en un mutante que en un

silvestre (Figura 3.49).

A partir de estos datos, se puede concluir que la proteina CCZ-1 funciona
antes que la GTPasa RAB-7 y por tanto, la ausencia de CCZ-1 en el mutante,
dificulta el reclutamiento de RAB-7 sobre los fagosomas. Sin embargo, el
reclutamiento de RAB-7 no debe depender exclusivamente de la funcionalidad
de la proteina CCZ-1, ya que en el mutante se seguian observando halos
fluorescentes debido a su correcta localizacién, aunque fuesen de menor

intensidad y en menor proporcién que en un silvestre.
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Figura 3.48. Localizacion de la proteina YFP::RAB-7 tanto en un fondo
genético silvestre como en un fondo mutante t2129.
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Figura 3.49. Representacion del porcentaje de reclutamiento de la
proteinas YFP::FYVE, YFP::RAB-5 y YFP::RAB-7 sobre la superficie del
fagosoma, en un fondo genético silvestre y en un fondo genético mutante
t2129.
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5. Analisis de la influencia de los genes de la ruta de
maduracion de los fagosomas sobre la localizacion de
CCZ-1::YFP

La observacién de cual era la influencia que tenian los distintos genes de
la ruta de maduracion de los fagosomas que contenian cuerpos apoptéticos
sobre la expresion de CCZ-1::YFP, permitia hallar cual era la posicion de la
proteina CCZ-1 en dicha ruta. Las proteinas que se situaban en una posicion
superior a CCZ-1 en la ruta deberian controlar la localizacion de esta proteina,
de manera que si uno de esos genes no era funcional, deberia alterarse la
expresion y correcta localizacion de CCZ-1::YFP. Sin embargo, si se disminuia
la funcionalidad de una proteina situada en una posicion inferior a CCZ-1, la
expresion de CCZ-1::YFP no deberia verse alterada. En un fondo silvestre N2
Bristol, la expresibn de CCZ-1:YFP se Vvisualizaba formando halos
fluorescentes alrededor de la superficie de los fagosomas que contenian

cuerpos apoptaoticos.

5.1. Influencia del gen dyn-1 sobre la localizacion de CCZ-1::YFP

Inicialmente, se analiz6 la influencia del gen dyn-1 sobre la localizacion
de la proteina CCZ-1::YFP. Se llevo a cabo una disminucion de la funcionalidad
del gen dyn-1 utilizando la técnica del RNA de interferencia (RNAI). La
expresion de CCZ-1::YFP al realizar el RNAi de dyn-1 se vio alterada, de
manera que el reclutamiento de CCZ-1::YFP sobre los fagosomas disminuyé
drasticamente, en comparacion al reclutamiento de CCZ-1::YFP en un fondo
silvestre, como se puede apreciar en la Figura 2.56, en la cual se representa el
porcentaje de reclutamiento de CCZ-1:YFP, tras la inactivacion de los
diferentes genes de la ruta. Ademas, la intensidad de fluorescencia de los halos
correspondientes a CCZ-1::YFP era mucho méas débil que en el silvestre, como
se observa en la Figura 3.50. Este hecho sitia la proteina DYN-1 en una

posicién superior a CCZ-1 en la ruta de maduracion de los fagosomas.
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CCZ-1::YFP

CCZ-1:YFP

Figura 3.50. Localizacién de la proteina CCZ-1::YFP en un fondo silvestre
y al inactivar el gen dyn-1 mediante RNAIi. La inactivacion del gen dyn-1
impide el reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP, de forma que los halos
fluorescentes, correspondientes a la localizacién de dicha proteina en los
fagosomas que contienen los cuerpos apoptoéticos, observables en el silvestre
(marcados mediante flechas en la imagen), no son visibles bajo luz UV al
inactivar dyn-1 (sefializados con cabezas de flechas en la Figura).

5.2. Influencia del gen vps-34 sobre la localizacién de CCZ-1::YFP

El siguiente gen en la ruta de maduracion de fagosomas es el gen vps-
34. Al inactivar mediante RNAI el gen vps-34, se observo al igual que en el caso
anterior, una disminucion muy importante en la expresion de la proteina CCZ-
1::YFP, tanto en el reclutamiento de la proteina como en la intensidad de la
fluorescencia de los halos. Por tanto, la proteina VPS-34 debe actuar antes que

CCZ-1 en la ruta de maduracion de los fagosomas (Figura 3.51).
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CCZ-1::YFP

Figura 3.51. Localizacién de la proteina CCZ-1::YFP en un fondo silvestre
y al inactivar el gen vps-34 mediante RNAI. La inactivacion del gen vps-34
impide el reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP, de forma que los halos
fluorescentes que indican la localizacién de esta proteina y que son
observados en el silvestre (marcados mediante flechas en la imagen), no son
visibles al inactivar vps-34 (senalizados con cabezas de flechas).

5.3. Influencia del gen rab-5 sobre la localizaciéon de CCZ-1::YFP

Posteriormente, se analizé cual era la posicion de CCZ-1 con respecto a
la GTPasa RAB-5. En la Figura 3.52 se puede apreciar como la inactivacion del
gen rab-5 mediante RNAi provocOd una significativa caida del nivel de
reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP sobre la superficie de los fagosomas y
de la intensidad de la fluorescencia de los halos. Este hecho indica que la
proteina CCZ-1 actua después de la proteina RAB-5 en la ruta, de forma que
RAB-5 controla la localizacion de CCZ-1::YFP.
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Figura 3.52. Localizacién de la proteina CCZ-1::YFP en un fondo silvestre
y al inactivar el gen rab-5 mediante RNAi. La inactivacion del gen rab-5
provoca una disminucion brusca del reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP,
de forma que los halos fluorescentes que indican la localizacion de esta
proteina y que son observados en el silvestre (marcados mediante flechas en
la imagen), no son visibles al inactivar rab-5 (sefalizados con cabezas de
flechas).

5.4. Influencia del gen sand-1 sobre la localizacion de CCZ-1::YFP

Como se explicé anteriormente, en levaduras las proteinas Mon1p
(homologo de SAND-1) y Ccz1p (homologo de CCZ-1) forman un complejo
proteico que regula la funcion de la GTPasa RAB-7 (Wang et al. 2002). En
C. elegans, se ha demostrado mediante un analisis de dos-hibridos, que existe
una interaccion entre SAND-1 y CCZ-1, de manera que seguramente ambas
proteinas estén formando, al igual que en levaduras, un complejo proteico
(Poteryaev et al., 2007).
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Por esta razén, cabia suponer que la funcion de CCZ-1 pudiese estar
controlada por la proteina SAND-1. Efectivamente, se comprobé que al inactivar
SAND-1 mediante RNAI, la expresion de CCZ-1::YFP desaparecia casi en su
totalidad, observandose tan sélo una pequena cantidad de halos fluorescentes
de intensidad muy débil que se correspondian a la localizacién de CCZ-1::YFP.
En la Figura 3.53, se muestra como al inactivar mediante RNAi el gen sand-1,

en la mayoria de lo casos, la expresion de CCZ-1::YFP desaparece.
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Figura 3.53. Localizaciéon de la proteina CCZ-1::YFP en un silvestre y al
realizar la inactivacion del gen sand-1 mediante RNAI. La inactivacion del
gen sand-1 impide el reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP, de forma que
los halos fluorescentes que indican la localizacion de esta proteina y que son
observados en el silvestre (marcados mediante flechas en la imagen), no son
visibles al inactivar sand-1 (sefializados con cabezas de flechas).
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5.5. Influencia del gen rab-7 sobre la localizacion de CCZ-1::YFP

Al contrario que en los casos anteriores, la inactivacion de la GTPasa
RAB-7 no provoco una alteracion significativa de la sefal de la proteina CCZ-
1::YFP, aunque el reclutamiento de esta proteina sobre la superficie de los
fagosomas si disminuy6 ligeramente con respecto al silvestre. Los halos
fluorescentes correspondientes a CCZ-1::YFP seguian manteniendo una
intensidad similar a la del fondo silvestre, como se puede observar en la Figura
3.54.

CCZ-1::YFP

Yy Yy

Figura 3.54. Localizaciéon de la proteina CCZ-1::YFP en un silvestre y tras
realizar la inactivacion del gen rab-7 mediante RNAIi. La inactivacion del
gen rab-7 provoca una ligera disminucion del reclutamiento de la proteina
CCZ-1::YFP sobre la superficie de los fagosomas que engloban los cuerpos
apoptéticos, con respecto al fenotipo silvestre, ya que disminuye la intensidad
de los halos fluorescentes correspondientes a la localizacion de esta proteina
(marcados mediante flechas en la imagen).
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Estos hechos indicaban que RAB-7 estaba situada por debajo de CCZ-1
en la ruta de maduracién de los fagosomas, de forma que la localizacion de
CCZ-1 no depende de RAB-7. Sin embargo, la ligera disminucién del
reclutamiento de CCZ-1:YFP sugeria que podria existir un bucle de
retroalimentacion, mediante el cual la proteina RAB-7 podria controlar

parcialmente la localizacion de CCZ-1 (Figura 3.56).

5.6. Influencia de varios genes del complejo HOPS (vps-16, vps-18 y
vps-11) sobre la localizacion de CCZ-1::YFP

La inactivacién de algunos genes formadores del complejo HOPS, como
vps-16, vps-18 y vps-11, permitia la localizacion de CCZ-1::YFP sobre la
superficie de los fagosomas que contenian cuerpos apoptoticos, aunque este
reclutamiento se veia ligeramente disminuido con respecto al silvestre. En la
Figura 3.55 se muestra como los halos fluorescentes correspondientes al
reclutamiento de CCZ-1::YFP sobre los fagosomas son ligeramente mas débiles
que en un fondo silvestre, al inactivar los genes del complejo HOPS. En la
Figura 3.56 se puede observar la diferencia en el reclutamiento de CCZ-1::YFP

tras inactivar estos genes del complejo HOPS, con respecto al silvestre.

Este resultado refuerza la hipotesis de que la proteina CCZ-1 se
encuentra situada en la ruta de maduracién de los fagosomas en una posicidon
anterior a la de RAB-7 y el complejo HOPS. Sin embargo, el complejo HOPS, a
pesar de estar situado posteriormente en la ruta, podria estar contribuyendo al

reclutamiento de CCZ-1 mediante una estabilizacion de su localizacion.
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Figura 3.55. Influencia de la inactivacion mediante RNAI de los genes vps-
16, vps-11y vps-18 del complejo HOPS sobre la localizaciéon de la proteina
CCZ-1::YFP. La inactivacion de los genes vps-16, vps-11 y vps-18 permite el
reclutamiento de la proteina CCZ-1::YFP sobre la superficie de los fagosomas,
sin embargo, provoca una ligera disminucion de la intensidad de la fluorescencia
emitida por la localizacion de dicha proteina, con respecto al fenotipo silvestre
(sefalizada mediante flechas en la imagen).
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Figura 3.56. Representacion del porcentaje de reclutamiento de la proteina
CCZ-1::YFP sobre la superficie de los fagosomas. En la grafica se observa la
drastica disminucion que se produce en el reclutamiento de CCZ-1::YFP al
inactivar mediante RNAI los genes dyn-1, vps-34, rab-5 y sand-1. Estos genes
deben situarse en una posicion superior al gen ccz-1 en la ruta de maduracion
de los fagosomas. Sin embargo, al inactivar el gen rab-7 y algunos genes del
complejo HOPS (vps-11, vps-16 y vps-18) la proteina CCZ-1::YFP si se recluta,
aunque en menor medida que en el silvestre, sobre los fagosomas, lo que indica
que estos genes estan situados por debajo de ccz-1 en la ruta.

6. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos embrionarios
y de la linea geminal en diferentes mutantes de la ruta de

maduracién de fagosomas

En un mutante sand-1 (0k1963) existe el defecto en la acumulacion de
cuerpos apoptéticos tanto en la géonada como en los embriones, aunque es
menor que el observado en los mutantes ccz-1(t2129), ccz-1(t2070), ccz-1
(t2170) y en el knock out ccz-1(0k2182). Sin embargo, al igual que en los
mutantes del gen ccz-1, en algunos embriones del mutante sand-1 (ok1963),
también existe un defecto en la orientacion del huso mitético de los blastémeros
EMS y Abar.
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Segun los resultados obtenidos en el andlisis de la localizacion de CCZ-
1::YFP, el complejo SAND-1/CCZ-1 actua antes que la GTPasa RAB-7 en la
ruta de maduraciéon de los fagosomas y, posteriormente a VPS-34 y RAB-5.
Para intentar corroborar esta hipétesis se llevoé a cabo una cuantificacion de los
cuerpos apoptoticos de la gonada tras la inactivacion de genes de la ruta de
maduracion de los fagosomas, bien mediante una mutacion, si existia el knock
out disponible, o bien mediante RNA de interferencia. Al realizar la inactivacion
del gen vps-34 mediante RNAi en un mutante ccz-1(t2129) se observd una
acumulacion de cuerpos apoptoticos en la gonada del hermafrodita similar a la
cuantificada en un mutante ccz-1 (t2129) con el gen vps-34 silvestre. Ademas,
cuando se inactivo el gen rab-7 mediante RNAi en un mutante ccz-1(t2129) y en
un silvestre y se cuantificé el numero de cuerpos apoptoticos de la gonada, se
observo que la acumulacion de cuerpos apoptéticos en el mutante ccz-1(t2129),
con el gen rab-7 inactivado por RNAI, era similar a la producida en un animal en
el cual unicamente se hubiese inactivado rab-7 mediante RNAi (Tabla 3.6). Por
tanto, la inactivacion de estos genes no conllevaba un efecto aditivo, sugiriendo
que las proteinas VPS-34, RAB-7 y CCZ-1 estaban todas situadas en una ruta
lineal que controla la maduracién de los fagosomas que contienen cuerpos

apoptéticos (Figura 3.57).

retroalimentacion positiva
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Figura 3.57. Localizacion del complejo SAND-1/ CCZ-1 en la ruta de maduracion
de los fagosomas para la degradacion de cuerpos apoptéticos. Segun los
resultados obtenidos previamente, la posicién del complejo SAND-1/ CCZ-1 deberia
situarse por debajo de la proteina RAB-5 y anterior a RAB-7 y el complejo HOPS, con
una posible retroalimentacion de estas proteinas sobre el complejo.
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Def . o
Cuerpos :nelc;to Numero de cuerpos apoptéticos (DIC) en la
. oti . L . o6nada del hermafrodita adulto
Genotipo apoptot cos orientacion 9
persistentes
< del huso
en el embrién P
mitoético
24h post 14 36h post 14 48h post 14
wt 0 (n=39) 0 (n=50) 0.5 £0.5(n=12) 1.8%51(n=14) 1.8+2.2 (n=12)
11.3+4.0 229+6.3
ccz-1 (t2129) 23 (n=24) 10 (n=24) 13.0 + 3.9 (n=25)
(n=23) (n=24)
12.3+4.9
ccz-1 (t2070) 12 (n=18) 2 (n=3) (n=12) 23.3+6.3 (n=15)  26.7 + 5.3 (n=6)
n=
20.4%5.2
ccz-1 (t2170) 12 (n=12) 0 (n=2) 6.7+£2.8 (n=14) 16.4%4.2 (n=22) (n=14)
n=
ccz-1 (0k2182) 6.3129(n=15) 19.9t4.4 (n=14) 26.4t4.1(n=10)
sand-1
8 (n=17) 8 (n=18) 46119 (n=10) 4.7%15(n=12) 5.9%1.2(n=11)
(0k1963)
embriones
enfermos,
] 22.8+4.2
rab-7 ( RNAI) mueren antes de 5 (n=10)
. (n=16)
la apoptosis
(n=10)
rab-7 (RNAI); 18.2+3.6
ccz-1(t2129) (n=21)
vps-34 (RNAI) 8.1%2.2 (n=12)
vps-34 (RNAI);
12.4 £ 1.8 (n=9)
ccz-1 (t2129)

Tabla 3.6. Cuantificacion de la acumulacion de cuerpos apoptéticos en el embrion
y en la génada del hermafrodita adulto, asi como del defecto en la orientacién del
huso mitético embrionario, en distintos genotipos de la ruta de maduracién de los
fagosomas.
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7. ldentificacion de células supervivientes en un doble
mutante ced-3 (n717); ccz-1 (12129)

En el mutante ced-3 (n717) de C. elegans se ve afectada la funcionalidad
del gen que codifica la unica caspasa presente en su genoma, CED-3. Por
tanto, en los embriones de este mutante no se produce ningun cuerpo
apoptético, ya que no se puede iniciar la ruta de la apoptosis. Para poder
confirmar que los corpusculos que se acumulan de manera persistente en los
embriones de los mutantes del gen ccz-71 son en realidad cuerpos apoptéticos,
se llevd a cabo la construccion de un doble mutante ced-3 (n717); ccz-1 (t2129).
A continuacion, se siguieron, mediante microscopia en 4D en embriones del
doble mutante, las células situadas en las posiciones del linaje que en un
embridn silvestre deberian sufrir apoptosis. Estas células, en lugar de comenzar
la apoptosis y convertirse en cuerpos apoptoticos, como ocurre en un embridn
silvestre, en el doble mutante permanecian vivas. Por tanto, en los embriones
del doble mutante no se observaba ningun corpusculo. Este dato refutaba que
estos corpusculos persistentes observados en embriones mutantes para el gen
ccz-1, eran efectivamente células apoptoticas. Las imagenes del Video 3.3
corresponden a una grabacién mediante microscopia en 4D de un embrién del
doble mutante, en el cual se ha marcado con un punto rojo la célula ABplpppap,
la cual al dividirse produce la célula hija ABplpppapp, que a diferencia de
comenzar la apoptosis como ocurriria en un embrion silvestre, permanece viva

durante 3 horas.

Posteriormente, se realizé un analisis del defecto en la orientacion del
huso mitético tanto en los embriones del mutante ced-3 (n717), como en el
doble mutante ced-3 (n717); ccz-1 (t2129). En el primero, no se observo ningun
defecto en la orientacién del huso mitético, mientras que en el doble mutante si
que se observé un porcentaje de mutantes que presentaban alteraciones en la
orientacion del huso. En la Tabla 3.7 se recogen los resultados de la
cuantificacion de cuerpos apoptéticos y del defecto en la orientacion del huso

mitético en embriones de ambos genotipos.
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. Cuerpos apoptéticos Defecto en la
Genotipo . - . ..
persistentes en el embrién orientacion del huso

mitético

ced-3 (n717) No hay cuerpos apoptéticos (n=10) 0 (n=10)
ced-3 (n717); ccz-1 No h toti (n=17) 6 (n=19)

o hay cuerpos apoptoéticos (n= n=
(t2129) y pos apop

Tabla 3.7. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos y del defecto en la
orientacién del huso mitético, tanto en un mutante ced-3 (n717), como en un
doble mutante ced-3 (n717); ccz-1 (t2129).

Video 3.3. Microscopia en 4D de un doble mutante ced-3 (n717); ccz-1 (t2129).
En las imagenes del embrion del doble mutante se ha marcado con un punto rojo la
célula que se sigue, la célula ABplpppap, la cual al dividirse produce la célula hija
ABplpppapp, que a diferencia de comenzar la apoptosis como en un embrién
silvestre, permanece viva durante 3 horas.
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8. Analisis de la sobreexpresién de RAB-7 en un mutante
ccz-1 (t2129)

Posteriormente, se realizé un analisis funcional para observar cémo
afectaba a un mutante del gen ccz-1 la sobreexpresion de la GTPasa RAB-7.
Para ello se llevo a cabo la expresion del gen rab-7, bajo el promotor de ced-1,
en un fondo mutante ccz-1 (t2129). Después se realizd, mediante microscopia
Nomarski, la cuantificacion del nimero de cuerpos apoptéticos presentes en la
gonada del hermafrodita adulto a las 24 horas posteriores al estadio larvario L4.
En la Tabla 3.8 se recogen los datos obtenidos de dicha cuantificacion, asi
como la de los dos controles, tanto el silvestre con la sobreexpresion del gen
rab-7, como el mutante ccz-1 (t2129). Se puede apreciar que la sobreexpresion
de rab-7 en un fondo mutante ccz-1 (t2129) conduce a una disminucion parcial
del numero de cuerpos apoptoticos en la gonada del hermafrodita adulto, en

comparacién con el mutante ccz-1 (t2129).

Niumero de cuerpos apoptéticos (DIC)
Genotipo en la génada del hermafrodita adulto
(24 h post 14)

wt; Pced-1::yfp::rab-7 212 + 1.65 (n=17)
ccz-1 (t2129) 11.3 £ 4.0 (n=23)
ccz-1(t2129); pced-1::yfp::rab-7 7.64 + 3.52 (n=25)

Tabla 3.8. Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos de la goénada del
hermafrodita adulto en un mutante ccz-1 (t2129) tras la sobreexpresiéon de
RAB-7 bajo el promotor de ced-1.

199



Resultados

9. Estudio del origen de las vesiculas presentes en los
embriones de los mutantes t2129, t2070 y t2170

En los embriones del mutante sand-1 (or652) existen defectos en las
ultimas etapas de la ruta endocitica, sin embargo los primeros pasos en la
endocitosis mediada por receptor son normales. En un cruce entre el mutante
sand-1 (or652) y la proteina del vitelo VIT-2 fusionada a la proteina GFP
(VIT-2::GFP), la endocitosis de VIT-2::GFP es normal. Sin embargo la proteina
del vitelo, que sirve para nutrir al embrién, se acumula en las vesiculas
presentes en los embriones del mutante. Este hecho corrobora el origen
endocitico de las vesiculas acumuladas en los embriones (Poteryaev et al.,
2007).

Se comprobd si, al igual que en el mutante sand-1 (0r552), las vesiculas
presentes en los mutantes {2729, {2070 y t2170 también eran de origen
endocitico y acumulaban las proteinas del vitelo. Se realizé un cruce entre la
fusién VIT-2::GFP y el mutante t27129. El vitelo aparecia endocitado de forma
normal en los oocitos del mutante, sin embargo, permanecia acumulado en las
vesiculas presentes en los embriones del mutante, como se puede comparar en
la Figura 3.58. Por tanto, de forma similar a lo observado en ausencia de
SAND-1, la inactivacién de la proteina CCZ-1 conduce a un defecto en las
etapas posteriores de la endocitosis, mientras que la internalizacion de solutos
en las membranas se conserva de manera normal. La incapacidad de
metabolizar correctamente las proteinas del vitelo, que permiten la nutricion del
embridn durante la embriogénesis, podria ser una de las principales causas de

la alta letalidad embrionaria observada en los mutantes t2729, t2070y t2170.
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VIT-2::GFP VIT-2::GFP

wt ccz-1 (t2129)

Figura 3.58. Acumulacion de la proteina del vitelo VIT-2::GFP en las
vesiculas de tipo endocitico del mutante t2129. En un silvestre, la proteina
del vitelo se reparte de forma uniforme en el citoplasma del embrién. Sin
embargo, en un mutante t2729, la proteina VIT-2::GFP es acumulada en las
vesiculas endociticas presentes en el embrion, lo que indica un defecto en las
etapas posteriores de la ruta de endocitosis.

10. Observacion de la biogénesis de los lisosomas

mediante tincidon con naranja de acridina

La tincion con naranja de acridina permite tefir selectivamente aquellos
organulos acificados, como por ejemplo, los lisosomas; de forma que dichos
organulos adquieren fluorescencia verde al observarlos bajo la luz UV en el
microscopio. En un adulto silvestre, los lisosomas aparecen fluorescentes tras
la tincion con naranja de acridina. En cambio, en un mutante rab-7 (0ok511)
existen defectos en la biogénesis de los lisosomas, ya que la tincion con
naranja de acridina es negativa, indicando que los lisosomas no estan

correctamente formados en el mutante.
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Se comprobd que en un mutante {2729 también existian defectos en la
biogénesis de los lisosomas, ya que al igual que en el mutante rab-7 (0k511), la

tincién con naranja de acridina de los lisosomas era negativa (Figura 3.59).

wild type AO

ccz-1(t2129) AO

rab-7(ok511) AO

Figura 3.59. Defectos en la biogénesis de los lisosomas observados
mediante tincién con naranja de acridina. En un nematodo silvestre la tincion
con naranja de acridina marca los lisosomas con fluorescencia verde (a,a’). En
cambio, en un mutante ccz-1(t2129) (b,b’), asi como en un mutante rab-7
(0k511) (c,c’), la tincion con naranja de acridina resulta negativa para los
lisosomas, indicando que existen defectos en la biogénesis de los lisosomas.
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11. Analisis del patréon de expresion de CCZ-1::YFP

Posteriormente, con el objetivo de comprender mas profundamente la
funcién de la proteina CCZ-1, se realizd la observacion mediante microscopia
Nomarski del patron de expresion de la proteina CCZ-1::YFP. Como se puede
observar en la Figura 3.60, la proteina CCZ-1::YFP tiene un patrén de expresion
amplio. En la microscopia Nomarski si se puede apreciar su expresion en la
faringe y en los nucleos de las células de la hipodermis, en la parte posterior del

animal.

wt

CCZ-1::YFP

Figura 3.60. Patron de expresioén de la proteina CCZ-1::YFP.
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Discusioén

En el trabajo expuesto en esta memoria se ha realizado
fundamentalmente una caracterizaciéon genética y fenotipica de tres mutantes
de Caenorhabditis elegans, que constituyen una serie alélica que afecta al gen
ccz-1: ccz-1 (t2070), ccz-1 (t2129) y ccz-1 (t2170). A través de esta
caracterizacion se ha podido identificar al gen ccz-1 como uno de los genes

implicados en la ruta de degradacion de los cuerpos apoptéticos.

1. Los mutantes t2129, t2070 y t2170 de C. elegans tienen

mutado el gen ccz-1

La caracterizacion fenotipica y genética de los mutantes {2129, t2070 y
t2170 de C. elegans permiti6 descubrir que estas tres mutaciones estaban
afectando al gen ccz-1. Tanto en los embriones homocigéticos de los mutantes,
como en la gonada del hermafrodita adulto de animales homocigoticos
maternalmente rescatados, existia una acumulacion de cuerpos apoptoticos. Se
corroboré que, efectivamente, los corpusculos que se acumulaban eran células
apoptoticas, mediante la construccion del doble mutante en el que ademas de
estar mutado el gen ccz-1, estaba mutado el gen que codifica para la unica
caspasa de C. elegans (ced-3): ced-3 (n717); ccz-1 (t2129). En los embriones
de este doble mutante no se iniciaba la ruta de la apoptosis, debido a la
deficiencia del gen ced-3, y por tanto, las células que en un embrién ccz-1
(t2129) sufrian apoptosis y se acumulaban como cuerpos apoptéticos, en los
embriones del doble mutante, conseguian sobrevivir, sin convertirse en células
apoptaticas, de forma que en el doble mutante no existia una acumulaciéon de

cuerpos apoptoéticos.

Inicialmente, se realizaron varios experimentos que permitieron
establecer que los mutantes que afectaban al gen ccz-1 presentaban un defecto
en la degradacion de los cuerpos apoptéticos, y no en la fagocitosis de éstos.
Por ejemplo, la tincidbn con naranja de acridina era positiva para los cuerpos

apoptoticos de los mutantes, indicando por tanto que estos cuerpos apoptoticos
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debian estar fagocitados y englobados en endosomas que ya habian
comenzado su maduracién, acidificandose. De igual forma, la realizacion de la
microscopia electronica de varias secciones de la génada de los hermafroditas
de estos mutantes, permitié corroborar que los cuerpos apoptoéticos acumulados
se encontraban fagocitados por las células de la vaina (sheath cells) presentes
en la goénada. Ademas, estos cuerpos apoptéticos ya habian comenzado su
degradacion, ya que eran bastante oscuros al ser visualizados en el
microscopio electronico, debido a la alta densidad electronica que poseian
(Nieto et al., 2010).

Por tanto, el gen ccz-1 esta implicado en la ruta de degradacién de
cuerpos apoptoticos en C. elegans. Este gen codifica una proteina de 528
aminoacidos, la cual, al igual que la proteina SAND-1, esta altamente
conservada a lo largo de la evolucidén, encontrandose en todos los eucariotas,
desde levaduras e invertebrados, hasta plantas y vertebrados (Cottage y col.,
2004; Kinch y Grishin, 2006; Poteryaev y Spang, 2005). Al igual que ocurre en
levaduras, en C. elegans las proteinas CCZ-1 y SAND-1, homdlogas de Ccz1 'y
Mon1, respectivamente, forman también un complejo proteico, habiendo sido
comprobada dicha interaccion mediante un ensayo de dos-hibridos (Poteryaev
y col., 2007). La proteina SAND-1 de C. elegans tiene dos homodlogos en
humanos, las proteinas MON1A y MON1B. En el extremo N-terminal de la
proteina CCZ-1, se ha identificado el dominio CHIiPS, conservado en la mayoria
de las especies eucariotas y también presente en el gen humano HPS-4, el
homodlogo en humanos de ccz-1 (Kinch y Grishin, 2006, Hoffman-Sommer y
col., 2005).

Este gen humano esta implicado en el Sindrome de Hermansky-Pudlak,
un conjunto de enfermedades autosémicas recesivas en las cuales se observa
un desorden tanto en el trafico intracelular de vesiculas, como en el transporte
de proteinas hasta organulos relacionados con los lisosomas. Los sintomas

clinicos de este sindrome incluyen una hipopigmentacion de la piel y del pelo,
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provocada por una alteracion de los melanosomas, asi como hemorragias
producidas por una deficiencia de la funcién plaquetaria. Algunos tipos de este
desorden pueden llegar a desarrollar fibrosis pulmonar y colitis granulomatosa
(Hoffman-Sommer et al., 2005). Este dominio CHiPS presente en CCZ-1, podria
facilitar la interaccién de CCZ-1 con las GTPasas y es estructuralmente similar
al extremo N-terminal de la proteina SAND-1, y al dominio p-adaptina
encontrado en los complejos de proteinas adaptadoras de clatrina, involucrados

en el transporte de proteinas a diferentes organulos (Kinch y Grishin, 2006).

En levaduras, una deficiencia en Ccz1p provoca un fenotipo tipico de
mutantes de las proteinas vps de clase B, que se caracteriza por una
morfologia vacuolar anormal, con vacuolas altamente fragmentadas, y ademas
genera marcados defectos en la ruta endocitica y en el transporte vacuolar
(Kucharczyk et al., 2000). Adicionalmente, las cepas deficientes en esta
proteina presentan defectos en la autofagia y en la degradacién de peroxisomas
o pexofagia (Wang C.W. et al., 2002). Durante el proceso de fusiéon del cuerpo
multivesicular con la vacuola, la proteina Ccz1p forma un complejo con Ypt7p.
Aunque ambos genes no son esenciales para el crecimiento vegetativo, su
delecion provoca un bloqueo en la formacién de esporas. De manera que
aquellas células deficientes en Ccz1p inician la meiosis, pero se quedan
detenidas durante la profase |, incapaces de proseguir la primera division
meidtica. Ademas, estas células presentan defectos en la formacién del huso
mitético y en la separacion de los cuerpos polares del huso mitético (Spindle
Pole Bodies) (Piekarska et al., 2010).

De manera general, la fusion de membranas requiere un acercamiento de
ambas membranas lipidicas, su interaccién y la formacion de un estado de
hemifusion, seguido de la generacion de un poro de fusion. Todos estos estados
son realizados de forma que se minimice la exposicion de las partes no polares
de las membranas al espacio acuoso que les rodea (Jahn et al., 2003). En
levaduras, la fusion de vesiculas con la vacuola, que es un proceso similar a la

fusion del fagosoma con el lisosoma que se produce en otros organismos, como
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por ejemplo en C. elegans, conlleva cuatro fases diferenciadas: la de iniciacion,
la de contacto, la de anclaje y por ultimo, la de fusién. En la Figura 4.1 se recoge
un esquema que resume las cuatro fases que se llevan a cabo durante la fusién
de membranas. Como se puede apreciar, durante la primera fase de iniciacién,
se realiza el reclutamiento de diferentes proteinas sobre la membrana de las
vesiculas que van a fusionarse, las cuales permiten que la fusion se realice de
forma especifica con aquéllas vesiculas que han sido marcadas previamente.
Durante esta fase se requiere la hidrélisis de ATP, mediada por las proteinas SM
(Sec-1/Munc-18), las cuales activan a las proteinas SNARE. La proteina Vps33p
del complejo HOPS pertenece a la familia de las proteinas SM que activan a las
proteinas SNARE. Estas ultimas, tras su activacion, formaran unos complejos
trans-SNARE, los cuales son tan estables que permiten superar la barrera
energeética que conlleva la fusion de las membranas (Jahn et al., 2003; Brett et
al., 2008). Posteriormente, se establece el contacto entre varias moléculas de
las dos membranas de los organulos que participan en la fusion, estando este
contacto promovido por la GTPasa Ypt7, homdloga de la proteina Rab-7 de
C. elegans (Wang C.W. et al., 2003). Durante la fase de anclaje, se producen
varios cambios conformacionales mediados por la proteina activada Ypt7-GTP,
asi como por el complejo Vps-C/HOPS (Wang C.W. et al., 2002; Wang et al.,
2003). Uno de estos cambios conformacionales es la transformacion del
complejo trans-SNARE en el complejo cis-SNARE, el cual permite la formacién
del poro de fusién y por ultimo, la fusion entre las membranas. Finalmente, el
complejo cis-SNARE debera ser desensamblado para poderse activar
nuevamente en una futura fusion entre membranas (Jahn et al., 2003; Nickerson
et al., 2009).

En levaduras, se ha comprobado que el complejo Mon1/Ccz1 también es
requerido en las fases de contacto y anclaje de las vesiculas, durante su fusién
con la vacuola, mediando posiblemente la asociacion de las proteinas SNARE,
ya que se observo que en ausencia de Ccz1 o Mon1, el complejo cis-SNARE no

se formaba correctamente (Wang C.W. et al., 2003). El complejo Ccz1/Mon1
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estaria estabilizando la interaccién entre las proteinas C-Vps del complejo HOPS
y la proteina SNARE Vam3 (Wang C.W. et al., 2003). El complejo HOPS actua

como una chaperona, corrigiendo la estructura del complejo trans-SNARE

, por

tanto, si existe una deficiencia del complejo Ccz1/Mon1, la actividad del

complejo HOPS podria no ser eficiente, no permitiéndose una correcta fusion

entre membranas (Starai et al., 2008).

SAND-1/

proteina
SM

complejo trans-SNARE

l

proteinas
SNARE

il
D) e

complejo cis-SNARE

Figura 4.1. Esquema de las distintas fases de la fusion de membranas.
Durante la primera fase de marcaje, se produce la activacion de las proteinas
SNARE mediada por las proteinas SM (Sec-1/Munc-18), a través de la
hidrolisis de ATP. Se forman un complejo trans-SNARE muy estable, para
superar la barrera energética de la fusion. La proteina RAB-7/GTP, el complejo
HOPS y el complejo SAND-1/CCZ-1 participan en la formacién del complejo
cis-SNARE, que permite la fusién de las membranas. Por ultimo se lleva a
cabo el desensamblaje del complejo cis-SNARE, para que se pueda iniciar
posteriormente una nueva fusiéon entre membranas.
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2. Localizacion y funcién del complejo SAND-1/CCZ-1 en la

ruta de degradacion de los cuerpos apoptéticos

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten situar al complejo
SAND-1/CCZ-1 en la ruta de degradacion de cuerpos apoptéticos de
C. elegans. Otros estudios realizados previamente habian permitido Ila
identificacion de varios de los componentes de dicha ruta bioquimica. El primer
componente de la ruta de maduracién de los fagosomas, que permite la
degradacion de los cuerpos apoptéticos, es la GTPasa DYN-1 (Yu et al., 2006;
Yu et al., 2008). Posteriormente, se situa en dicha ruta la quinasa especifica de
fosfatidilinositol, VPS-34, la cual favorece el reclutamiento de la GTPasa RAB-5,
mediante la produccion sobre la superficie de los fagosomas de moléculas de
fosfatidilinositol-3-fosfato, que atraen a las proteinas efectoras de RAB-5.
Dichas proteinas efectoras normalmente poseen un dominio FYVE o PX, el cual
se une a los fosfatidilinositol-3-fosfato generados por VPS-34. La proteina
RAB-5 es activada al producirse la sustitucién del GDP por GTP (Kinchen et al.,
2008).

Durante la progresion en la ruta se produce un intercambio progresivo de
moléculas de RAB-5 por RAB-7 sobre la superficie de los fagosomas que
contienen los cuerpos apoptoticos (revisado por Kinchen y Ravichandran,
2008). Los resultados obtenidos en este proyecto, corroborados por
investigaciones realizadas por otros grupos de investigacion, permiten situar al
complejo formado por las proteinas CCZ-1 y SAND-1, en este punto de la ruta
de degradacion de cuerpos apoptéticos, interviniendo en el intercambio que se
produce entre ambas GTPasas, RAB-5 y RAB-7 (Kinchen y Ravichandran,
2010; Nieto et al., 2010; Nordmann et al., 2010; Poteryaev et al., 2010).

Con objeto de intentar averiguar la posicién de la proteina CCZ-1 en la
ruta bioquimica de la degradacion de cuerpos apoptéticos, se realizd

inicialmente una comparacién de la localizacion de las proteinas VPS-34,
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RAB-5 y RAB-7, entre un fondo mutante ccz-1(t2729) y un fondo silvestre,
mediante la observacion al microscopio de construcciones fluorescentes
derivadas de estas proteinas, o relacionadas con su actividad. Como fue
descrito con anterioridad en esta memoria, se observd que la localizacion de la
quinasa VPS-34, visualizada mediante el reclutamiento de la construccion
YFP::2XFYVE sobre la superficie de los fagosomas, no se veia alterada en el
mutante ccz-1 (t2129). Esto indicaba que la quinasa VPS-34 estaba situada por
encima de la proteina CCZ-1 en la ruta bioquimica. Ademas, en la
cuantificacion realizada del porcentaje de reclutamiento de YFP::2XFYVE sobre
los fagosomas se constaté que este porcentaje era superior al obtenido en un
fondo silvestre. Este dato podria indicar que, en el mutante del gen ccz-1, la
actividad de VPS-34 es superior a la del silvestre, o que los fosfatidilinositol-3-
fosfato, que son generados por la quinasa, se mantienen en la superficie del
fagosoma de manera mas prolongada. La proteina CCZ-1 podria estar
afectando bien directamente, o bien indirectamente, a través de otras proteinas
de la ruta, al recambio de los fosfatidilinositol-3-fosfato situados en la superficie
de los fagosomas. De manera que la ausencia de CCZ-1 en el mutante,
provocase una disminucion en la velocidad de este recambio, en comparacion
con el silvestre, y por tanto, una acumulacion ligeramente mayor de los

fosfatidilinositol-3-fosfato en la membrana de los fagosomas.

A continuacion, se comprobd que la localizacion de la proteina
YFP::RAB-5 no se modificaba en el mutante, produciéndose un aumento en el
porcentaje de su reclutamiento sobre los fagosomas, en comparacién con el
silvestre. Este resultado indicaba que la GTPasa RAB-5 se encontraba situada
por encima de CCZ-1 en la ruta bioquimica. Sin embargo, la proteina CCZ-1
podria estar implicada en el intercambio de RAB-5 por RAB-7 u otras proteinas
localizadas en la membrana de los fagosomas, explicandose asi el acumulo de
RAB-5 en la superficie de los fagosomas, que era observado en el mutante. Por
ultimo, aunque la proteina YFP::RAB-7 si se localizaba correctamente en un
mutante ccz-1 (t2129), la intensidad de la fluorescencia de los halos que

formaba esta proteina sobre los fagosomas era mucho menor en el mutante
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que en un silvestre. Asimismo, el porcentaje de reclutamiento de esta proteina
también era significativamente menor en el mutante. Estos resultados sugieren
que la proteina CCZ-1 actua por encima de la proteina RAB-7 en la ruta, ya que
una deficiencia de su funcion estaba dificultando el reclutamiento de RAB-7. No
obstante, el reclutamiento de RAB-7 no parecia depender exclusivamente de la
funcionalidad de CCZ-1, ya que en el mutante se seguia observando una

localizacion parcial de dicha proteina sobre los fagosomas.

Seguidamente, se realizd una cuantificacion de los cuerpos apoptoticos
presentes en la gonada de los mutantes ccz-1 (t2129) adultos, tras la
inactivacion de diferentes genes de la ruta de maduracién de los fagosomas. La
inactivacion del gen vps-34 mediante RNAi en un fondo mutante ccz-1 (t2129)
no conllevé un incremento en el numero de cuerpos apoptoticos que eran
acumulados en la gbénada, con respecto al mutante ccz-1 (t2129). De igual
forma, la acumulacion de cuerpos apoptoéticos observada en un mutante ccz-1
(t2129), en el cual se habia realizado la inactivaciéon del gen rab-7, no era
superior a la provocada unicamente por la deficiencia del gen rab-7 en un fondo
silvestre. Estos datos permitian hipotetizar que las tres proteinas, VPS-34,
RAB-7 y CCZ-1, estaban situadas en una ruta bioquimica lineal, ya que el efecto

de su inactivacion no era aditivo.

Posteriormente, se realizé el analisis de la localizacién de la proteina
CCZ-1:YFP, y se pudo reafirmar que CCZ-1 estaba situada por debajo de
RAB-5 y por encima de RAB-7 en la ruta bioquimica de degradaciéon de los
cuerpos apoptéticos. De forma que la inactivaciéon, mediante RNAI, de aquellos
componentes situados por encima en la ruta (genes dyn-1, vps-34, rab-5),
provocaba una anulacion de la localizacién de CCZ-1::YFP sobre la superficie de
los fagosomas. Asimismo, la inactivacion por RNAi del gen sand-1 también
alteraba la localizacion de la proteina CCZ-1::YFP en los fagosomas. Al estar
formando un complejo proteico CCZ-1 y SAND-1, es légico suponer que ambas
proteinas se requieran la una a la otra para poder localizarse de manera correcta
(Poteryaev et al., 2007).
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Por el contrario, la inactivacion de rab-7 mediante RNAi permitia un
reclutamiento correcto de CCZ-1::YFP sobre los fagosomas, lo cual indicaba que
RAB-7 se encontraba situada por debajo de CCZ-1 en la ruta bioquimica. Por
otra parte, la inactivacion mediante RNAi de algunos de los genes que
conforman el complejo HOPS, en concreto los genes vps-11, vps-16 y vps-18,
permitian la localizacion de CCZ-1::YFP sobre los fagosomas, sin embargo, el
reclutamiento de dicha proteina se veia parcialmente alterado. Este resultado
permite hipotetizar que, a pesar de que el complejo HOPS esta situado por
debajo de RAB-7 y del complejo CCZ-1/SAND-1 en la ruta, podria también tener
una funcidn retroactiva sobre CCZ-1, por ejemplo, facilitando la estabilizacién de
la proteina sobre la superficie de los fagosomas. Esta estabilizacion podria ser a
nivel estructural, facilitando la union de CCZ-1 a RAB-7, permitiendo el anclaje

de CCZ-1 a la membrana del fagosoma, etc.

Adicionalmente, fue realizado un analisis funcional en el cual se
sobreexpreso la GTPasa RAB-7 en las células que fagocitan los cuerpos
apoptéticos, expresandola bajo el promotor ced-71, en un fondo mutante
ccz-1 (t2129). Previamente se habia descrito en otros estudios que, mediante la
sobreexpresion del gen ced-10, se podia generar una ganancia de funcion para
la GTPasa CED-10, de forma que se pudiesen suplir a nivel funcional la
deficiencia de genes que estuviesen situados por encima de ced-70 en la ruta
de fagocitosis de los cuerpos apoptéticos (Reddien y Horvitz, 2000; Cabello et
al., 2010). Por tanto, si RAB-7 se encontraba situada en una posicion posterior
a la de CCZ-1 en la ruta de degradacion de cuerpos apoptéticos, era logico
suponer que una sobreexpresion del gen rab-7, podria suplir parcialmente a
nivel funcional la deficiencia del gen ccz-1 que existia en el mutante ccz-1
(t2129). Como se habia hipotetizado, al realizar la cuantificacion de cuerpos
apoptéticos presentes en la géonada del hermafrodita adulto, se observé que la
sobreexpresion de rab-7 generaba una disminucion significativa en este numero
de cuerpos apoptoéticos del mutante ccz-1 (t2129). Este dato permitia confirmar
que la proteina RAB-7 se encontraba por debajo de la proteina CCZ-1 en la ruta

de degradacion de los cuerpos apoptoéticos (Nieto et al., 2010).
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De igual modo a lo que ocurre en C. elegans, en levaduras se habia
observado que una sobreexpresion de YPT7 provocaba una supresion parcial

del fenotipo ocasionado por la delecién de CCZ1 (Kucharczyk et al., 2001).

En levaduras, se habia comprobado que ambos complejos, Ccz1/Mon1 y
HOPS interaccionan en ensayos de dos-hibridos y que la localizacién vacuolar
del complejo Ccz1/Mon1 se veia alterada en aquellas cepas que tenian
delecionado algunos de los siguientes genes incluidos en el complejo HOPS
(Vps11, Vps16 y Vps18), mientras que si se eliminaban las proteinas Vps39 o
Vps41 del complejo HOPS, la asociacion de Ccz1/Mon1 con la vacuola se veia
incrementada. Por tanto, parecia existir una regulacién a dos niveles diferentes
del complejo HOPS sobre el complejo Ccz1/Mon1 (Wang C.W. et al., 2003).

Otros estudios han permitido establecer que la proteina SAND-1, forma
un complejo proteico junto con CCZ-1 y actua como un interruptor en la
transicion entre endosomas tempranos y tardios (Poteryaev et al., 2010). En los
endosomas situados en los coelomocitos de C. elegans, el mecanismo que
impulsa dicha transicién es la conversion entre proteinas Rab, es decir el
intercambio entre las GTPasas RAB-5 y RAB-7 en la superficie del endosoma
(Poteryaev et al., 2010). La proteina SAND-1 posee una funcion dual en este
mecanismo de intercambio. Por una parte permite la interrupcién de la
retroalimentaciéon positiva que participa en la activacion de RAB-5, mediante un
desplazamiento de la proteina Rabex5 desde las membranas endosomales. Se
hipotetiza que Rabex5 podria estar actuando como un factor activador GEF de
RAB-5, por tanto SAND-1, al promover su desplazamiento estaria participando
en la desactivacion de RAB-5. Por otra parte, SAND-1 estaria implicada en el
reclutamiento y activacion de RAB-7. Dado que en levaduras, Mon1, el
homologo de SAND-1, interacciona especificamente con miembros del
complejo CORVET, pero no interacciona directamente con la subunidad Vps39,
presente en el complejo HOPS, se cree que Mon1 podria estar favoreciendo la
conversion del complejo CORVET en el complejo HOPS (Poteryaev et al.,
2010).
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El complejo CORVET de levaduras esta formado por cuatro proteinas
VPS que conforman su nucleo: Vps11, Vps16, Vps18 y Vps33, asi como otras
dos subunidades accesorias, las proteinas Vps3 y Vps8. Es posible que el
complejo CORVET también exista en C. elegans y en mamiferos, ya que la
mayoria de estas proteinas han sido conservadas altamente a lo largo de la
evolucion. El complejo HOPS a su vez esta formado igualmente por las mismas
cuatro proteinas VPS del nucleo del complejo CORVET, pero substituye las
subunidades accesorias por otras dos proteinas diferentes, Vps39 y Vpsé1
(Peplowska et al., 2007). ElI complejo CORVET interacciona con Vps21,
homologo de RAB-5, para regular la biogénesis de los endosomas tempranos;
mientras que el complejo HOPS interacciona con Ypt7, homologo de RAB-7,
para controlar la fusion de membranas entre los endosomas tardios y los
lisosomas (Peplowska et al., 2007). EI complejo HOPS se encuentra regulado
mediante fosforilacion, ya que la quinasa vacuolar Yck3 fosforila a la proteina
Vps41, modulando la fusién vacuolar (Cabrera et al., 2009). Ademas, la quinasa
Yck3 controla la fosforilacion de otra diana de Rab7/Ypt7, la proteina SNARE
Vam3. Por otra parte, la proteina Gyp7 de levaduras, cuyo homodlogo en
mamiferos es el producto del gen TBC1D15, esta actuando como el factor
inactivador GAP de Rab7, pero también es capaz de estimular la fosforilacion
de Vps41 mediada por Yck3 (Zhang et al., 2005; Brett et al., 2008; Wang et al.,
2011).

El complejo SAND-1/CCZ-1 podria estar activando al complejo HOPS, y
éste podria estar actuando como factor activador GEF de RAB-7 (Poteryaev et
al., 2010). Adicionalmente, el complejo SAND-1/CCZ-1 estaria implicado
también en la conversién de proteinas Rab sobre la superficie de los
fagosomas, permitiendo la maduracion de éstos. Dicho complejo podria actuar
como un interruptor en la ruta bioquimica, siendo capaz de controlar la
localizacion de los factores activadores GEF de RAB-5 y RAB-7 (Poteryaev et
al., 2010). Por otra parte, otros estudios sugieren que el complejo Mon1/Ccz1
actua en levaduras directamente como el factor activador GEF de Rab7/Ypt7,
promoviendo el intercambio de nucledtidos en Ypt7, de manera independiente
al complejo HOPS/Vps39 (Nordmann et al., 2010).
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Sin embargo, parece que el complejo HOPS podria estar mediando la
correcta localizacion del complejo Mon1/Ccz1 en levaduras, hecho que
concuerda con la disminucion del porcentaje de reclutamiento de CCZ-1::YFP
sobre los fagosomas en C. elegans, observada tras realizar la inactivacién de
varios genes del complejo HOPS mediante RNAi (Nordmann et al., 2010, Nieto
et al., 2010). Los ensayos de dos-hibridos y de tres-hibridos entre las proteinas
Mon1a, Ccz1, Ypt7 y Rab5, los homodlogos en levadura de SAND-1, CCZ-1,
RAB-7 y RAB-5, respectivamente, permitieron elucidar las interacciones que se
producian entre dichas proteinas y establecer un modelo hipotético (Kinchen y
Ravichandran, 2010). En estos ensayos, se observdé que Mon1 podria estar
asociandose simultdneamente a Ccz1 y a Rab5-GTP, la forma activada de
Rab5, de forma que Rab5 se uniria al extremo C-terminal de Mon1, y Ccz1 a la
region N-terminal de Mon1. Se comprobd que la proteina Ccz1 de forma
individual no interacciona directamente con Rab5, ni tampoco con Ypt7. Se
hipotetizé por tanto, la posibilidad de que el complejo Mon1/Ccz1 fuese capaz
de generar un sitio de interaccion a Ypt7, actuando de esta forma como un
puente de union entre la proteina Rab5 activada y el reclutamiento de Ypt7
(Kinchen y Ravichandran, 2010). Adicionalmente, la expresion de Mon1 y Ccz1
podria estar facilitando la disociacion entre Ypt7 y su inhibidor RabGDI. Este
inhibidor es capaz de mantener inactiva la proteina Ypt7, impidiendo el
intercambio de nucledtidos y la activacion de Ypt7 al unirse a GTP. De esta
manera, el complejo Mon-1/Ccz1 seria capaz de regular tanto la activacién de
Ypt7, como su reclutamiento sobre los fagosomas (Nordmann et al., 2010;
Kinchen y Ravichandran, 2010). En la Figura 4.2 se puede observar un
esquema que representa la interaccidon que podria existir entre el complejo
SAND-1/CCZ-1 y las GTPasas RAB-5 y RAB-7, junto con sus activadores GEF

y sus inhibidores, asi como con el complejo HOPS.

Aparte de su funcion en la maduracion de fagosomas, mediante su
interaccion con el complejo Mon-1/Ccz-1 y el complejo HOPS, Ypt7 interviene
en numerosos procesos celulares, constituyéndose como un regulador central

del trafico de membranas endo-lisosomales (revisado por Wang et al., 2011).
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Por ejemplo, Rab7/Ypt7 interacciona con las proteinas RILP (Rab7-
interacting lysosomal protein) y ORP1L, para formar el complejo
Rab7/RILP/ORP1L, el cual interacciona con moléculas de dinactina y dineina.
Esta interaccion proteica permite el control del transporte dirigido de vesiculas
endosomales, hacia los extremos negativos de los microtubulos o hacia el
reticulo endoplasmatico, dependiendo de los niveles celulares de colesterol
(Jordens et al., 2001; revisado por Wang et al.,, 2011). Adicionalmente, la
proteina Rab7 interacciona con la cascada de sefalizacion FYCO1,
implicandose en el movimiento dirigido de vesiculas endosomales hacia los
extremos positivos de los microtubulos (Pankiv et al., 2010). Por otra parte, el
complejo Rab7/RILP/ORP1L, también es capaz de interaccionar con la proteina
VAP del reticulo endoplasmatico, regulando el contacto entre la membrana

endosomal y el reticulo endoplasmatico (Rocha et al., 2009).

RAB-5 GEF
(Rabex5)

RAB-5 GEF RAB-5 GEF
(Rabex5) (Rabex5)

v

ENDOSOMA ENDOSOMA ENDOSOMA
TEMPRANO INTERMEDIO TARDIO

Figura 4.2. Modelo de interaccidon proteica entre RAB-5, RAB-7, el complejo
SAND-1/CCZ-1 y el complejo HOPS en la ruta de maduracioén de los fagosomas.
El complejo SAND-1/CCZ-1, en colaboracion con el complejo HOPS, esta facilitando
el intercambio de la GTPasa RAB-5-GTP por RAB-7-GTP en la membrana de los
endosomas, permitiendo su maduracién. El complejo SAND-1/CCZ-1 también
favorece la inactivacion de RAB-5, mediante un desplazamiento de la proteina
activadora GEF de RAB-5 (posiblemente Rabex5), asi como la activacién de RAB-7,
provocando la disociacion entre RAB-7-GDP inactivada y su inhibidor GDI.
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Recientemente, se ha descubierto que diversas mutaciones en el gen
rab-7 de humanos podrian conducir al desarrollo de la enfermedad Charcot-
Marie-Tooth de tipo 2B, la cual se trata de una neuropatia axonal, que es
autosdmica dominante. Los sintomas clinicos de esta enfermedad son:
debilidad muscular, pérdida sensorial y ulceras en los pies, las cuales pueden
sufrir infecciones, hasta el punto que a veces estos enfermos deben sufrir la
amputacion de algunos dedos de sus pies. Aunque aun se desconoce el
mecanismo exacto por el cual las mutaciones en el gen rab-7 estan implicadas
en la etiologia de esta enfermedad, diversos estudios han permitido sugerir que
estas mutaciones podrian estar alterando a las rutas de sefializacion TrkA y
Erk1/2 o bien al transporte retrogrado axonal en las neuronas (Cogli et al., 2009;
BasuRay et al., 2010).

3. Implicacién del gen ccz-1 en la ruta endocitica y en la

biogénesis de los lisosomas

Para poder comprender el origen de las vesiculas presentes en los
embriones de los mutantes ccz-1 (t12129), ccz-1 (t2070) y ccz-1 (t2170), se llevo
a cabo un analisis de la endocitosis de la proteina del vitelo VIT-2::GFP. Se
observé que en un mutante ccz-1 (t2129), la endocitosis de VIT-2::GFP era
normal, ya que se acumulaba en las vesiculas del embridn del mutante. Este
resultado, similar al observado en embriones del mutante sand-1 (0r552), indica
que las vesiculas que se acumulan en los embriones de estos mutantes son de
origen endocitico, ya que las primeras etapas de la endocitosis mediada por
receptor no se ven alteradas al existir una deficiencia en ambos genes, ccz-1 o
sand-1. Por el contrario, en estos mutantes se ve alterada la fase posterior de la
ruta endocitica, ya que tras una correcta internalizacion de los solutos, éstos
son acumulados en vesiculas endociticas, que no son capaces de progresar en
la ruta (Poteryaev et al., 2007; Nieto et al., 2010).
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La acumulacion de las proteinas nutritivas del vitelo no permite la
correcta metabolizacion de éstas y podria ser la causa principal de la alta
letalidad embrionaria observada en los mutantes {2729, t2070 y t2170, ya que
los embriones podrian estar muriendo por falta de nutrientes. Sin embargo,
algunos de estos embriones podrian morir por otras razones, como por ejemplo,
el defecto en la orientacion del huso mitético de los blastémeros EMS y Abar

observado en algunos embriones de estos mutantes.

Por otra parte, el gen ccz-1 también esta implicado en la biogénesis de los
lisosomas, de forma similar a los genes rab-7 y vps-18, pero a diferencia del gen
sand-1 (Poteryaev et al., 2007; Yu et al., 2008; Xiao et al., 2009). Los lisosomas
se tifen selectivamente con naranja de acridina, ya que éste tife
especificamente aquellos organulos acidificados. Mientras que en un animal
silvestre, los lisosomas adquieren fluorescencia al tehirlos con el naranja de
acridina, en mutantes rab-7 (0k511) y vps-18 (tm1125), los lisosomas no son
capaces de tefiirse con esta tincion, ya que la formacion de los lisosomas esta
alterada en dichos mutantes. Al realizar una tincién con naranja de acridina de
los lisosomas del mutante ccz-1 (t2129) se observé que era igualmente negativa,
indicando por tanto que el gen ccz-1 también esta implicado en la ruta de
biogénesis de los lisosomas (Yu et al., 2008; Xiao et al., 2009; Nieto et al.,
2010).

4. Relacién entre el complejo SAND-1/CCZ-1 y la ruta de

senalizacion Wnt

Las glicoproteinas de la familia Wnt actian como ligandos extracelulares
que son capaces de regular diversos procesos bioldgicos, entre los que se
incluyen la proliferacién celular, la diferenciacion o la migracion celular. Esta
ruta de sefalizacion ha sido conservada a lo largo de la evolucién,
encontrandose homodlogos de sus proteinas en diferentes especies, desde

C. elegans hasta humanos (Coudreuse y Korswagen, 2007).
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De manera que la alteracion de esta ruta de sefalizacion ha sido
asociada a numerosas patologias, como por ejemplo el cancer de colon (Logan
y Nusse, 2004; Coudreuse y Korswagen, 2007). En C. elegans, la ruta Wnt
interviene en numerosos procesos, tales como el control de la orientacion del
huso mitético en los blastomeros EMS y ABar, la induccion del endodermo, la
diferenciacién celular durante la embriogénesis, la polaridad de las células
durante el desarrollo de la vulva, la migracion de la génada o la fagocitosis de
cuerpos apoptoticos (Eisenmann, 2005; Thorpe et al., 1997; Hardin y King,
2008; Cabello et al., 2010).

Previamente a su secrecion, los ligandos Wnt, los cuales tienen un
tamano de aproximadamente 40 kDa y contienen un gran numero de residuos
de cisteina, deben seguir un proceso de maduracion. Esta maduracion incluye
importantes modificaciones post-transcripcionales dentro del reticulo
endoplasmatico, como por ejemplo, la N-glicosilacion o modificaciones
lipidicas, como la palmitoilacion (Coudreuse y Korswagen, 2007). Las
modificaciones lipidicas son llevadas a cabo fundamentalmente en el reticulo
endoplasmatico, mediante la intervencidon de la O-acetiltransferasa Porcupina,
cuyo homodlogo en C. elegans es MOM-1, de manera que actiuen como una
sefal de secrecidn, que permite dirigir a los ligandos Wnt hacia microdominios
especializados de la membrana, denominados balsas lipidicas (Yang et al.,
2008; Hardin y King, 2008). Posteriormente, los ligandos Wnt son transferidos
desde el reticulo endoplasmatico a la red del trans-Golgi, y a otros
compartimentos subcelulares contenidos dentro de la célula secretora

(Coudreuse y Korswagen, 2007).

Durante su secrecion, los ligandos Wnt, se asocian a lipoproteinas, que
permiten el transporte de estos ligandos a través del medio acuoso, para poder
ejercer una accion de larga distancia (Panakova et al., 2005). Previamente a su
secrecion, los ligandos Wnt deben asociarse a una proteina cargo-receptora,
que permita su transporte a través del compartimento endosomal y la red trans-

Golgi.
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La proteina de Drosophila Wntless (WTL), cuyo homdlogo en C. elegans
es MIG-14, es una proteina transmembranal multipaso que ha sido conservada
a lo largo de la evolucién, y fue identificada como posible candidato de proteina
cargo-receptora, implicada en la secrecion de los ligandos Wnt (Banziger et al.,
2006; Hausmann et al., 2007). Tanto en C. elegans, como en Drosophila, se
observo que la localizacién y el correcto reciclaje de MIG-14/WTL dependen de
la actividad del retromero, un complejo multiproteico que esta mediando el
transporte de proteinas desde el endosoma al Golgi. La proteina MIG-14/WTL
se encuentra ciclando entre la membrana plasmatica y el Golgi, de manera que
si existe una alteracion del retrébmero, se genera una acumulacion de la proteina
MIG-14/WTL en el endosoma y su posterior degradacién en los lisosomas,
impidiéndose la correcta secrecion de los ligandos Wnt (Coudreuse et al., 2006;
Yang et al., 2008; Port et al., 2008).

Hasta el momento, se han identificado cinco ligandos Wnt diferentes en
C. elegans que actuan sobre el receptor Frizzled MOM-5 de la ruta Wnt, y son
los siguientes: MOM-2, EGL-20, LIN-44, CWN-1 y CWN-2 (Korswagen, 2002).
Se observo que un defecto en el ligando MOM-2 provocaba una alteracion en la
orientacion del huso mitético del blastbmero ABar, el cual no se orienta de
forma perpendicular al huso mitético del blastomero EMS como en un embrion
silvestre, sino paralelamente. Sin embargo una deficiencia en MOM-2 no
implicaba defectos en la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos, ni en la
migracion de la gbénada (Cabello et al., 2010). De los cinco ligandos WNT
anteriores, solamente aquellos mutantes que afectaban al ligando EGL-20
presentaban defectos en la migracion de la gbénada. La deficiencia de los otros
ligandos no generaba ninguno de los fenotipos anteriormente descritos (Cabello
et al., 2010). Por el contrario, en los mutantes del receptor MOM-5, asi como
en mutantes de la GTPasa CED-10, se observaban defectos tanto en la
orientacion del huso mitético del blastomero ABar, como en la fagocitosis de
cuerpos apoptéticos o en la migracién de la célula distal de la gonada del
hermafrodita adulto (Cabello et al., 2010). Se ha hipotetizado que el receptor

CED-1 podria estar actuando como un correceptor especifico para MOM-5
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durante la fagocitosis de cuerpos apoptoticos, funcionando MOM-5 como el
receptor que activaria la ruta CED-2/CED-5/CED-12 y posteriormente a
CED-10, generando una reorganizacion del citoesqueleto en la célula

fagocitaria (Cabello et al., 2010).

En los embriones de los mutantes de C. elegans que afectan al gen ccz-1
(ccz-1 (t2129), ccz-1 (t2070) y ccz-1 (t2170)), y al gen sand-1, sand-1 (0k1963),
asi como tras la inactivacion por RNAi del gen rab-7, se pueden apreciar
defectos en la orientacion del huso mitético del blastomero ABar similares a los
observados en los mutantes de la ruta Wnt o en los mutantes que afectan a
CED-10 (Rocheleau et al., 1997; Thorpe et al., 1997, Cabello et al., 2010 Nieto
et al., 2010). Por otra parte, se ha comprobado en levaduras que la GTPasa
Ypt7, homologa de RAB-7, interacciona en su forma activada de union a GTP
con el retrdmero para intervenir en el reciclaje de proteinas (Balderhaar et al.,
2010). Por tanto, una deficiencia en los genes rab-7, ccz-1 o sand-1, presentes
en la ruta de maduracion de los fagosomas, podria impedir el correcto reciclaje
de proteinas a través de la via del retrémero, pudiendo afectar a diversas rutas
que dependan de este reciclaje. Una de las rutas que pueden verse afectadas
en este caso, es la ruta de sefalizacion Wnt, la cual depende del retrdmero
para el reciclaje de la proteina MIG-14/WTL, implicada en la secrecién de los
ligandos Wnt. Esto explicaria el hecho de que en los mutantes de los genes
anteriores (ccz-1, sand-1, rab-7) se puedan observar defectos relacionados con
la ruta Wnt, como por ejemplo el defecto en la orientacion del huso mitético del
blastomero ABar. En la Figura 4.3 se puede apreciar la posible interaccién que
podria existir entre el complejo SAND-1/CCZ-1, la GTPasa RAB-7 y el

retromero para facilitar el reciclaje de la proteina MIG-14/WTL.
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Figura 4.3. Posible interaccion entre la ruta Wnt y el complejo SAND-1/ CCZ-1 y
RAB-7. En la parte A de la figura se observa cémo se produce la secrecién de los
ligandos Wnt en un silvestre, de forma que la proteina MOM-1/PORCUPINA interviene
en la modificacién lipidica de los ligandos Wnt y la proteina MIG-14/Wntless (WTL)
permite su correcta secrecion. El retromero, interaccionando con el complejo SAND-1/
CCZ-1 y con RAB-7/Ypt7, interviene en el reciclaje de la proteina MIG-14/WTL. En la
parte B, se observa, que en el caso de los mutantes que afectan a los genes ccz-1,
sand-1y rab-7, se podria estar alterando la funcion del retrémero en el reciclaje de
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MIG-14/WTL, de manera que dicha proteina en lugar de reciclarse se estaria
degradando en el lisosoma. La falta de reciclaje de MIG-14/WTL estaria provocando
entonces una alteracion en la secrecién de los ligandos Wnt, viéndose afectadas
algunas de las funciones que llevan a cabo éstos, como por ejemplo, la orientacion del
huso mitético del blastomero ABar, con respecto al del blastémero EMS.

En C. elegans, se ha descrito que existen dos tipos diferentes de sefiales
Wnt, las de corta distancia y las de larga distancia. Las sefales de corta
distancia regulan diferentes procesos, en los cuales se incluyen la rotacién del
huso mitético de los blasttmeros EMS y ABar, la diferenciacion de los
precursores del endodermo o la formacién de sinapsis. Las sefales de larga
distancia controlan entre otros procesos, la migracion neuronal, el desarrollo de

la vulva o la migracion de la gonada (Hardin y King, 2008).

El hecho de que la inactivacidon de los genes ccz-1, sand-1 y rab-7,
provoque un defecto en la orientacion del huso mitdético durante la
embriogénesis, pero por el contrario, no conlleve un defecto en la migracion de
la célula distal de la gonada, implica que el defecto en la ruta de sefializacion
Wnt observado en los mutantes de ccz-1, solo afectaria a las senales de corta
distancia. Es posible, por tanto, que un defecto en el retrdmero afecte
fundamentalmente a las sefales de corta distancia de Wnt. O bien que los
genes ccz-1, sand-1 y rab-7 estén afectando a la ruta Wnt a través de otro
mecanismo, independiente del retromero, y que esta alteracion sea especifica

de las senales de corta distancia, y no afecten a las de larga distancia.

Por otra parte, podria ser que los genes ccz-1, sand-1y rab-7 estuviesen
afectando, a través del retromero, a la ruta de reciclaje de algun otro ligando
desconocido, diferente a los establecidos en la actualidad. Este ligando podria
estar activando al receptor MOM-5, de manera que se iniciara una ruta de
senalizacion especificamente implicada en C. elegans tanto en la fagocitosis de
cuerpos apoptoticos como en la orientaciéon del huso mitético del blastbmero
ABar, pero por el contrario no estuviese afectando a la migracion de la célula

distal de la gbnada del hermafrodita adulto.
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En conclusion, en este trabajo se ha realizado una caracterizacion de la
proteina CCZ-1 de C. elegans, a través de un estudio en profundidad de los
mutantes t27129, t2070 y t2170, los cuales estan afectados en el gen ccz-1. La
proteina CCZ-1, conservada a lo largo de la evolucién, esta implicada en
numerosos procesos clave para el correcto desarrollo del organismo. En
C. elegans, se ha comprobado que la proteina CCZ-1, mediante la formacion de
un complejo junto con la proteina SAND-1, interviene en la ruta de degradacion
de cuerpos apoptoticos. Por tanto, en los mutantes del gen ccz-1, se produce
una acumulacién de los cuerpos apoptéticos, que no pueden ser degradados
correctamente. Adicionalmente, una deficiencia en esta proteina conlleva
defectos en el metabolismo de las proteinas del vitelo, una alta letalidad
embrionaria, una alteracion en la biogénesis de los lisosomas y posiblemente
una afectacion de la sefializacion Wnt, provocandose una incorrecta orientacion
del huso mitético del blastomero ABar con respecto al del blastbmero EMS,

durante la embriogénesis de C. elegans.

Por todo ello, esta proteina CCZ-1 juega un papel relevante en
importantes procesos bioldgicos, de manera que su estudio permite descubrir
en mayor detalle cobmo se producen a nivel bioquimico estos procesos. Dado
que las proteinas que conforman la ruta de sehalizacion de la maduracion de
fagosomas estan altamente conservadas a lo largo de la evolucion, los estudios
realizados en organismos mas sencillos, como levaduras, C. elegans o
Drosophila, pueden ser trasladados posteriormente a humanos u otros

mamiferos.

Como se describié anteriormente, una alteracion en la degradacién de
las células apoptoticas puede producir diversas enfermedades, fundamen-
talmente enfermedades autoinmunes, entre las que se incluyen el lupus
eritematoso sistémico, la anemia grave o la poliartritis cronica. Por lo tanto, un
estudio en profundidad de las proteinas implicadas en esta ruta podria permitir
en un futuro establecer nuevas dianas farmacoldgicas y el desarrollo de nuevos

farmacos que pudiesen tratar estas enfermedades.
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Conclusiones

Se ha llevado a cabo la caracterizacion genética y fenotipica de los mutantes
12129, t2070 y t2170 de C. elegans, descubriendo que el gen afectado en

dichos mutantes es el gen ccz-1.

La proteina CCZ-1 se encuentra conservada a lo largo de la evolucion, desde
levaduras hasta humanos. En C. elegans dicha proteina esta implicada en la
ruta de degradacién de los cuerpos apoptoticos, mediante la formacion del
complejo SAND-1/CCZ-1.

La proteina CCZ-1, al igual que RAB-7 y VPS-18, esta involucrada en la
biogénesis de los lisosomas, de manera que en los mutantes {2729, t2070 y

t2170 esta alterada la formacién de los lisosomas.

De forma similar a lo observado en los mutantes del gen sand-1, en los
embriones de los mutantes del gen ccz-1 existe una acumulacion de vesiculas
de origen endocitico, en las cuales se almacenan las proteinas del vitelo. La
incorrecta metabolizacion de estas proteinas podria ser la causa de la alta

letalidad observada en dichos mutantes.

La proteina CCZ-1 podria estar relacionada con la ruta de sefalizacién Wnt, ya
que en los mutantes t2129, t2070y {2170, se han observado defectos similares

a los encontrados en mutantes de la ruta Wnt.
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ABREVIATURAS






Abreviaturas

Abreviaturas utilizadas

ATP
AlF
APAF

APP
ATP
BAI

bar
CAD
CARD

ccz
CD4+ T
cDNA
ced

CGC
CIAP

cM
CORVET

4D
DIC
CFP
daf
DED
DEPC
DISC

DNA
DNasa
dNTPs
DOCK
dpy
dyn
EDTA
eea
egl
ELMO

EMS
FADD

F1
F2
FYVE

9
GAP

GEF
GDI

GDP

ATP-binding cassette (transportador con dominio de unién a ATP)
Apoptosis inducing factor (factor inductor de apoptosis)

Apoptosis protease-activating factor (factor activador de proteasas
en apoptosis)

Amyloid precursor protein (proteina precursora amiloide)
Adenosina trifosfato

Brain angiogenesis inhibitor (inhibidor de la angiogénesis especifica
del cerebro)

Beta-catenin/armadillo related

Caspase-activated DNase (DNasa activada por caspasa)

Caspase activation and recruitment domain (dominio de reclutamiento

y activacion de caspasas)

Caffeine, calcium, zinc sensitive (sensible a cafeina, calcio y zinc)
Linfocitos T CD4 positivos

DNA complementario

Cell death abnormality (muerte celular anormal)

Caenorhabditis Genetics Center

Calf intestine alkaline phosphatase (fosfatasa alcalina)
Centimorgan (unidad de mapa genético)

Class C core vacuole/endosome tethering (nucleo de union entre
vacuola y endosoma de tipo C)

Microscopia en cuatro dimensiones

Microscopia de contraste interferencial

Cian fluorescence protein (proteina azul fluorescente)
abnormal dauer formation (formacion anormal de dauer)

Death domain (dominio de muerte)

Dietilpirocarbonato

Death-inducting signaling complex (complejo sefalizador inductor
de muerte)

Acido desoxiribonucléico

Desoxirribonucleasa

Desoxinucledtidos trifosfato

Dedicator of cytokinesis (proteina implicada en la citoquinesis)
Dumpy (mas corto que el fenotipo silvestre)

dynamin related (similar a dinamina)

Etilendiaminotetraacetato

Early endosome antigen (antigeno de los endosomas tempranos)
Eqg laying defective (defectivo en la eliminacion de embriones)
Engulfment and cell motility (proteina implicada en fagocitosis y
movilidad celular)

Etilmetanosulfonato

Fas-Associated protein with Death Domain (proteina asociada a
Fas con receptor de muerte)

Generacion primera de C. elegans

Generacion segunda de C. elegans

Dominio de dedo de zinc FYVE (Fab1, YOTB, Vac1 y EEA1)
Gramo

GTPase-Activating Protein (proteina activadora de GTPasa)
Guanine nucleotide Exchange Factor (factor intercambiador de
nucleodtidos de guanina)

Rab GDP dissociation Inhibitor (inhibidor de la disociacién de GDP
en Rab)

Guanosina difosfato
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Abreviaturas

GFP
gla

GLP

GTP
GTPasa
him

HOPS

HPS
hyp
IAP
ICAD

ICE

IGF

Kb

I

L1,L2, L3, L4
lag

LB

let

LRP

M
mA
MAPK

mat
mg
MEGF

MES
MIG
ml
mM
mm
mom

mRNA
myo

ng

NGM
ORF
PAR

pb
PBS
PCR
pha
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Green fluorescence protein (proteina verde fluorescente)

Germ line apoptosis abnormal (apoptosis de la linea germinal
anormal)

Abnormal germ line proliferation (proliferacion de la linea germinal
anormal)

Guanosina trifosfato

Guanosina trifosfatasa

High incidence of males (alta incidencia de machos)

Homotypic fusion and vacuole protein sorting complex (complejo
regulador de la fusién de vesiculas homotipicas y de la clasificacion
de proteinas vacuolares)

Hermansky-Pudlak syndrome

Sincitio de la hipodermis (hypodermis)

Inhibitor apoptosis protein (proteina inhibidora de apoptosis)
Inhibitor caspase-activated DNase (Inhibidor de la DNasa activada
por caspasa)

Interleukin-1B-Converting Enzyme (enzima convertidora de
Interleukina-1f3

Insulin-like growth factor (factor de crecimiento similar a insulina)
Kilobase

Litro

Estadios larvarios de C. elegans 1°, 2°, 3° y 4°

Lin-12 and glp-1 phenotype (fenotipo de ambos genes, lin-12'y gip-1)
Medio Luria-Bertani

lethal

Low-density lipoprotein receptor related (receptor relacionado con
lipoproteina de baja densidad)

Molar

Miliamperio

Mitogen-Activated Protein Kinase (protein quinasa activadas por
mitégeno)

Maternal

Miligramo

Multiple Epidermal Growth Factor (factor de crecimiento epidermal
multiple)

Maternal effect sterile (efecto estéril maternal)

abnormal cell migration (migracién celular anormal)

Mililitro

Milimolar

Milimetro

More of MS (E transformed to MS) (mayor transformacioén de la célula
E en la célula MS)

RNA mensajero

Myosin heavy chain structural gene (gen estructural de la cadena
pesada de la miosina)

Nitrégeno

Nanogramo

Nematode Growth Medium (Medio de crecimiento para nematodos)
open reading frame (fase de lectura abierta)

Abnormal embryonic PARtitioning of cytoplasm (particion anormal
del citoplasma embrionico)

Pares de bases

Tampon fosfato salino

Polymerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa)
Defective PHArynx development (defectivo en el desarrollo de la
faringe)



pie

pM

pop
PSR
PVP
RNasa
RNAI
rpm

rol
RT-PCR

SAGE
SNARE

SNP
snip-SNP
src

TCF/LEF
TE
TEM
TNF
Tris
TTR
MO

i
unc
uv
viv
vit
vps

wrm
wit
WTL
YFP
YT

Abreviaturas

Pharynx and intestine in excess (exceso de faringe e intestino)
Picomolar

Posterior pharynx defect (defecto en la faringe posterior)
Phosphatidylserine receptor (receptor de fosfatidilserina)
Polivinilpirrolidona

Ribonucleasa

RNA de interferencia

Revoluciones por minuto

Fenotipo roller (movimiento en circulo)

Reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcién reversa
Serial analysis of gene expression (analisis en serie de expresion
génica)

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
(receptor de proteina de anclaje al factor soluble sensible a N-
etilmaleimida)

Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de nucledtido simple)
SNP que afecta a la diana de una enzima de restriccidon

Oncogén identificado como agente transformante del virus del
sarcoma de Rous

Factor de transcripcion / factor potenciador linfoide

Solucién de Tris con EDTA

Microscopia electronica de transmision

Factor de necrosis tumoral

Hidroximetil aminometano

Transthyretin (Transtiretina)

Microgramo

Microlitro

uncoordinated (movimiento incoordinado)

ultravioleta

Concentracion en porcentaje volumen/volumen

Vitellogenin structural genes (genes de las proteinas del vitelo)
vacuolar protein sorting factor (factor de clasificacion de proteinas
vacuolares)

Worm armadillo

wild type (fenotipo silvestre)

proteina Whtless de Drosophila

Yellow fluorescence protein (proteina amarilla fluorescente)
Yeast extract and Tryptone (Medio de crecimiento para bacterias)
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