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“La vida es muy simple, pero insistimos en hacerla complicada”

Confucio



“El Caos es una escalera. Muchos intentan subirla y fracasan y nunca podran
hacerlo de nuevo. La caida los destroza. Pero otros, si se les deja subir, se
aferraran a los dioses o a ilusiones. Solo la escalera es real. El ascenso es todo lo

que queda”

Petyr Baelish
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RESUMEN

Al inicio de la profase meidtica, la proteina SPO11 produce roturas de doble cadena
(DSBs), y su reparacion por recombinaciéon homodloga (HR) promueve que los
cromosomas homadlogos se apareen y sinapsen. La reparacion de los DSBs mediante
HR o por unidon de extremos no homodlogos (NHEJ) en meiosis precisa de una
regulacion muy estricta. Las proteinas del complejo sinaptonémico (SC) son
reclutadas a los ejes cromosdémicos, lo cual es fundamental para que se pueda
completar la recombinacién meidtica. TRIP13, también conocida como Pch2 en
especies de no vertebrados, es una proteina que pertenece a la familia de las AAA+
ATPasas. Algunas de las funciones de TRIP13 se explican por su capacidad de cambiar
la conformacion de proteinas que poseen el dominio HORMA, como MAD2, HORMAD1
y REV7. Hemos localizado TRIP13 en los en las porciones sinapsadas del SC y en los
teldmeros, una localizacion que no habia sido descrita en ninglin otro organismo
modelo. Para aprender mas acerca de las funciones de TRIP13 en la reparacion de los
DSBs y en la sinapsis de los cromosomas homdlogos, hemos usado los mutantes
Tripl13med/med  Trip13%¢/s¢", hemos generado los modelos murinos Tripl3” y
Trip13ATPasabead v también hemos realizado un tratamiento farmacoldgico usando un
inhibidor de TRIP13. También se inmunoprecipité TRIP13 y sus proteinas interactoras
a partir de extractos proteicos de testiculo y se identificaron mediante espectrometria
de masas. Los resultados de la espectrometria de masas revelaron que la chaperona
HSPAZ2, un factor que controla la desinapsis, es un interactor de TRIP13. HSPA2 y PLK1,
otra proteina que promueve la desinapsis, se encuentran desreguladas en los mutantes
de Trip13. Los espermatocitos de mutantes de Trip13 presentan defectos en la sinapsis
y acumulan DSBs sin reparar. En este trabajo proponemos que TRIP13 evita la
desinapsis prematura del SC durante la profase meidtica regulando la presencia de
factores desinapticos. Por otro lado, en células somaticas, TRIP13 regula la eleccién
de la via de reparacion de los DSBs desensamblando el complejo Shieldin, en el cual
se encuentra REV7. Este complejo protege a los DSBs de la reseccidn, inhibiendo su
reparacion por HR y promoviéndola por NHEJ. En espermatocitos hemos observado
como en ausencia de TRIP13, los marcadores de HR se encuentran reducidos y los
marcadores de NHEJ se encuentran aumentados. Ademas, los espermatocitos
deficientes de Trip13 presentan mas cromosomas unidos por los telémeros, un efecto

dependiente de 53BP1.
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1.1 Gametogénesis de mamiferos

La gametogénesis es el proceso bioldgico mediante el cual se obtienen los
gametos a partir de las células germinales. Los gametos, en la hembra los
ovocitos, y en el macho los espermatozoides, son células muy especializadas que
sufren una reduccion en su ploidia. De esta manera, cuando se produzca la
fecundacion, se formara un cigoto diploide encargado de generar el nuevo
individuo con la informacion genética de ambos progenitores. En mamiferos, la
meiosis presenta dimorfismo sexual (Morelli & Cohen, 2005). En las hembras de
raton se inicia durante el desarrollo fetal de una manera sincroénica. En el momento
del nacimiento, las ovocitos se detienen al final de la profase meidtica, conocido
como estadio dictioteno, hasta el final de la edad reproductiva (Martinez-Marchal
et al.,, 2020). En los machos en cambio, la entrada en meiosis es una proceso mas
tardio, ya que no es hasta la pubertad cuando las espermatogonias se diferenciaran
a espermatocitos para producir los gametos masculinos, proceso que se llevara a
cabo a partir de este momento y durante la mayor parte de la vida del adulto.

(Figura 1-1).

La gametogénesis tiene sus inicios durante el desarrollo embrionario cuando
aparecen las células germinales primordiales (PGCs), las células precursoras de
los gametos (Ginsburg et al., 1990; McLaren, 2003). En el embrién de ratdn sobre
el dia 7 embrionario, un grupo de células del ectodermo extraembrionario se
diferencian en las PGC gracias a sefiales paracrinas especificas (de Felici et al.,
2005; Richardson & Lehmann, 2010). Desde el epiblasto, lugar donde se produjo la
especificacion, proliferan, migran y colonizan las crestas genitales alrededor del
dia 11 embrionario (Bendel-Stenzel et al,, 1998; Molyneaux et al., 2001; Ohinata
et al., 2006). Es durante este periodo de transicion cuando las células inician la
reprogramacion epigenética, produciendo una desmetilacién por todo el genoma
para luego poder transcribir genes especificos de células germinales (Figura 1-1)
(Ohinata et al., 2006; Seki et al., 2007). Si en las células germinales se expresa el
gen Sry, se diferenciaran para formar los testiculos, y en su ausencia se formaran

los ovarios (Feng et al., 2014; McLaren & Southee, 1997).
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Figura 1-1. La gametogénesis de mamiferos presenta dimorfismo sexual. Diagrama
representativo de la diferenciacion de las células germinales en machos y en hembras. La
gametogénesis se inicia en ambos sexos durante el periodo fetal con la especificacion de las
PGCs, su proliferacién y posterior migracidn para colonizar las crestas genitales. En ese
momento se produce la diferenciacidn sexual. En machos (seccidn de arriba), las PGCs dejan
de dividirse hasta que se reanuda la mitosis después del nacimiento. Los gonocitos entran en
meiosis diferencidndose en espermatocitos y estos en espermatidas, las cuales mediante la
espermiogénesis se transformaran en espermatozoides. Este proceso dura toda la vida del
individuo. Al contrario, en las hembras (seccién de abajo), todos los ovocitos inician la meiosis
a la vez durante el periodo fetal y quedan bloqueados en dictioteno. A partir del nacimiento, se
produce una muerte masiva de ovocitos, y los ovocitos restantes pasan a ser foliculos
primordiales. A partir de la pubertad, prosigue la foliculogénesis hasta que el ovocito extruye
el primer corplsculo polar, es ovulado y quedard bloqueado en metafase Il hasta la
fecundacion. Diagrama adaptado de Mitinori Saitou, Masashi Yamaji 2012.

1.1.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso especializado mediante el cual se forman los
gametos masculinos, los espermatozoides (Nishimura & L'Hernault, 2017; Phillips
et al., 2010). En los embriones XY, entre el dia 10 y 12 embrionario, se empieza a
expresar el gen Sry que llevara a las gdnadas a diferenciarse en testiculos y a la
diferenciacion de las células de Sertoli (Sekido, 2010). Durante la migracién hacia
las crestas genitales, las PGCs proliferan. Una vez las han colonizado, las PGCs se
diferencian a gonocitos (o proespermatogonias) que quedaran en estado
quiescente hasta la pubertad (Hamer & de Rooij, 2018; MclLaren, 2003; Western
et al., 2008). Los gonocitos y las células de Sertoli forman los cordones

seminiferos, precursores de los tubulos seminiferos (Cool & Capel, 2009; Phillips
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et al,, 2010). La espermatogénesis se reestablece una vez empieza la pubertad, a
los 5 dias dpp (dias postparto) en ratén, y durard la mayor parte de la vida
reproductiva del macho. En el momento que se restablece la espermatogénesis,
los gonocitos adquieren la capacidad de migrar desde el centro del tibulo primitivo
hacia la base, y es en esa region donde se diferenciaran a espermatogonias,
iniciando asi la primera oleada de la espermatogénesis (McLean et al., 2003; Reece,

1996).

Las espermatogonias son células con capacidad de autoperpetuarse (de Rooij &
Grootegoed, 1998). Hay distintas poblaciones de espermatogonias a las que
histdricamente se las clasificd en funcidn de si poseian o no heterocromatina en el
nucleo (Griswold, 2016, Reece, 1996). Las espermatogonias A son las células mas
indiferenciadas (Niedenberger et al., 2018). Se dividen por mitosis con citocinesis
incompleta, a través de las cuales se forma una cadena de células conectadas entre
ellas, en la que algunas células progresaran en la diferenciacion hacia
espermatogonia intermedia y finalmente a espermatogonias B (Fayomi & Orwig,
2018). En las espermatogonias B se produce la replicacion del ADN, son las se
diferencian a espermatocitos y las células que inician la meiosis, proceso que
ocurre alrededor del dia 6 dpp (de Rooij & Grootegoed, 1998, Mufioz-Velasco et al.,
2013). Los espermatocitos sufren dos rondas de segregacion cromosdmica para
reducir su ploidia, y asi generan las espermatidas, ya células haploides. Estas
células llevan a cabo cambios estructurales y funcionales, conocidos como la
espermiogénesis, que dara lugar a los espermatozoides (Figura 1-2). Los cambios
que se producen incluyen la condensacion del ndcleo, la elongacion del cuerpo de
la célula, ademas de la formacidn del acrosoma vy el flagelo (Hess & de Franca,
2008; Neto et al., 2016). También ocurre la compactacion de la cromatina, gracias
a la sustitucidon de las histonas por las protaminas (S. L. Hao et al., 2019). Los
dltimos pasos de la maduracidn de los espermatozoides se producen cuando éstos
ya se han liberado de los tdbulos seminiferos y se almacenan en el epididimo. En
raton, el proceso dura alrededor de 35 dias. La fase mitdtica de las
espermatogonias dura unos 10 dias, la fase meidtica engloba 11 dias y la
espermiogénesis se lleva a cabo en 14 dias. Cada 8 dias, se inicia un nuevo proceso
de espermatogénesis, y de esta manera se acaban solapando distintos oleadas en

un mismo tubulo seminifero (Clermont & Trott, 1969; Eddy, 2002).
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Figura 1-2. Organizacion de los tiibulos seminiferos en los testiculos. Esquema que muestra la
organizacién de los tdbulos seminiferos en el testiculo. En estas estructuras se hallan las
células del epitelio germinal incluidas las células de Sertoli. El epitelio estd apoyado en la
membrana basal. Las espermatogonias estan en el compartimento basal. Los espermatocitos
tardios y las espermaétidas se encuentran en el compartimento adluminal. Una vez se completa
la meiosis, las espermatidas llevan a cabo la espermiogénesis para transformarse en
espermatozoides que maduraran en el epididimo. Imagen modificada de Ross, M. H., & Pawlina,
W. (2013) y Cooke and Saunders (2002).

La espermatogénesis se realiza en el epitelio germinal de los tdbulos seminiferos
en condiciones normales de manera continuada e ininterrumpida desde la
pubertad y durante toda la vida del individuo (Griswold, 2016; Nishimura &
L'Hernault, 2017; Walker, 2011). En él, residen los distintos tipos celulares
involucrados en generar los espermatozoides (Figura 1-2) (Romrell et al., 1976).
Dependiendo de los tipos de células germinales y el grado de diferenciacion en que
se encuentran en cada porcidn del tibulo seminifero, se pueden clasificar hasta XII
estadios distintos (Ahmed & de Rooij, 2009; Hess & de Franca, 2008). Ademas de
las células germinales, en el epitelio germinal también se encuentran las células
de Sertoli, las cuales forman el nicho en el que el yace el epitelio (Hale, 1996).
También son necesarias para controlar el metabolismo de las células germinales
para permitir su correcto funcionamiento (Griswold, 1998). Las células de Sertoli

forman la barrera hematotesticular gracias a la uniones estrechas que se
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encuentran entre ellas (Mruk & Cheng, 2015). Esta barrera separa el epitelio
germinal en dos compartimentos: la zona basal y la zona adluminal. La zona basal
es el area definida entre la ldmina basal del tdbulo y las uniones estrechas de las
células de Sertoli. Estas rodean completamente con sus prolongaciones
citoplasmaticas a las espermatogonias. La zona adluminal es la region donde los
espermatocitos y espermatidas progresan hacia la luz del tibulo. La funcién de la
barrera hematotesticular es la de aislar el compartimento adluminal del espacio
intersticial, localizado entre los distintos tubulos seminiferos. En él, se encuentran
las células del sistema inmune, vasos sanguineos y las células de Leydig. Estas
Gltimas son las productoras de testosterona, hormona que regula muchas
funciones en la espermatogénesis, necesaria para que las células de Sertoli
mantengan la homeostasis del epitelio germinal (Figura 1-2) (Oatley & Brinster,

2012; Zhou et al., 2019).

1.1.2 Ovogénesis

La ovogénesis en mamiferos se inicia durante el desarrollo embrionario (Figura 1-
1). En los embriones XX de ratdn, la ovogénesis comienza en el dia 10,5
embrionario cuando las PGCs proliferan y se diferencian a ovogonias en las crestas
genitales (Molyneaux et al., 2001). Después de la diferenciacion, las ovogonias se
dividen por mitosis con citocinesis incompleta hasta el dia 13,5 embrionario
formando lo que se conoce como quistes o nidos, estructura conservada en
distintas especies (0'Connell & Pepling, 2021; X. Wang & Pepling, 2021). Las
ovogonias se mantienen conectadas mediante puentes intercelulares, estructuras
que propician una comunicacion celular que permite el transporte de vesiculas y
mitocondrias entre las distintas células (Pepling & Spradling, 1998). Las ovogonias
que se encuentran en los nidos expresan genes relacionados con la meiosis, tales
como Sycp3, Ddx4 o Dazl, que permitira su diferenciacion a ovocitos (di Carlo et al,
2000; Maatouk et al., 2006, McClellan et al., 2003). Los ovocitos progresan por la
profase meidtica hasta quedar bloqueados en dictioteno, un estado prolongado de
diploteno, alrededor del dia 19 embrionario (Martinez-Marchal et al., 2020). En este
momento, una gran parte de estos ovocitos moriran por atresia, lo que causara la
fragmentacion de los nidos (Martinez-Marchal et al.,, 2020). Este proceso esta
regulado por distintos mecanismos de control celular, que terminaran

seleccionando a los ovocitos mas viables.
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Una vez que los ovocitos se individualizan, comienza la foliculogénesis. Las células
del estroma del ovario rodean a los ovocitos en una monocapa de células planas y
forman los foliculos primordiales (0'Connell & Pepling, 2021). En raton, justo
después del nacimiento, se produce la formacion de los foliculos primordiales, y
posteriormente se empezaran a reclutar los foliculos para su maduracion a partir
de la pubertad. Estos foliculos primordiales representan toda la poblacion de
ovocitos disponibles durante la vida reproductiva de la hembra (Pepling, 2012). Las
células somaticas, también conocidas como células de la pregranulosa, nutren al
ovocito y le proporcionan distintos factores importantes para su desarrollo. Los
foliculos primordiales se mantendran en estado quiescente hasta que sean
reclutados. Esta activacion promueve su crecimiento. Las células de la
pregranulosa que los rodean pasan de ser una monocapa de células planas a ser
una capa formada por células cubicas de células de la granulosa (Hsueh et al,,
2015; Pedersen & Peters, 1968). De esta manera, los foliculos primordiales pasan
a ser foliculos primarios, en los que las células de la granulosa se dividen
mitdticamente y forman mdltiples capas que rodean al ovocito. El foliculo primario
madura hacia foliculo secundario. En este momento se forma la teca, una capa de
células externa a la ldmina basal que rodea al foliculo en crecimiento (Tajima et al.,
2006). Ademas, durante esta maduracion, el ovocito acumula mas mitocondrias y
ribosomas unido a un incremento de la sintesis de proteinas (Ntostis et al., 2021).
Hasta este momento, el desarrollo de los foliculos era independiente del efecto de
gonadotropinas. Pero al principio del estadio pre-antral, los foliculos secundarios
expresan receptores para FSH y LH, que les permite responder a gonadotropinas
(F. Sanchez & Smitz, 2012). El foliculo secundario empieza a formar el antro, una
cavidad llena de liquido folicular producido por las células foliculares (Turathum
et al., 2021). Las células foliculares se agrupan en dos poblaciones, las células del
cummulus, que rodean al ovocito, y las células de la granulosa murales, que
forman la pared folicular (Sanchez & Smitz, 2012; Uyar et al., 2013). A partir de
este momento, el foliculo pasa a ser un foliculo antral y su desarrollo es
dependiente de FSH y LH. La FSH estimula a las células de la granulosa para
segregar estrégenos. La LH estimula a las células de la teca para producir
progesterona y testosterona (Oduwole et al., 2021; Palermo, 2007). La LH ademas
es importante para inducir la maduracion final de los foliculos y producir la ruptura

de la vesicula germinal (GVBD), que produce la rotura y disolucion de la envoltura
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nuclear y la condensacion de los cromosomas (R. Li & Albertini, 2013; Trounson
et al., 1998). La rotura de la pared folicular y la liberacion del ovocito junto a las
células del cummulus propician la ovulacién. Una vez el ovocito ha sido ovulado,
el ovocito prosigue la meiosis hasta progresar hasta la metafase Il. Para completar
la meiosis Il necesitara la fecundacion para producir la extrusidon del segundo

corpusculo polar (R. Li & Albertini, 2013).

1.2 Meiosis

La meiosis es una division celular especializada que genera gametos haploides
provenientes de una célula diploide. Este proceso consiste primero en una sola
ronda de replicacion del ADN seguido de dos divisiones consecutivas (Kleckner,
1996). Los cromosomas homodlogos se separan durante la primera division
meidtica y de esta manera se generan las células haploides. Posteriormente, en la
segunda division meidtica, son las cromatides hermanas las que se separaran, en
una division analoga a lo que ocurre en la mitosis. Después de la fecundacion la
diploidia se vuelve a recuperar una vez se unen los dos gametos sexuales (Figura
1-3). La meiosis comienza con la profase meidtica, un proceso muy bien controlado
debido a su alta complejidad. Es la etapa de mayor duracion del ciclo, y en ella se
producen eventos tales como la formacion de roturas de doble cadena (DSBs de
Double Strand Breaks) (Keeney et al., 1997), un dafio programado que se debera
reparar mediante recombinacién homdloga (HR). Esto llevara al apareamiento y
sinapsis de los cromosomas homdlogos para formar los bivalentes. La
recombinacion homadloga tiene como resultado la formacion de crossovers (COs),
un intercambio de material genético entre los cromosomas homadlogos (Cole et al.,
2012). Los COs también forman una conexion fisica entre los cromosomas
homologos, llamada quiasma, la cual permitird una posterior segregacion en la
primera division meidtica (Bascom-Slack et al., 1997). La profase meidtica se
puede dividir a su vez en cuatro subestadios en los que van ocurriendo los eventos
mencionados. Estos estadios son, en orden de aparicidn, leptoteno, cigoteno,
paquiteno y diploteno y se pueden distinguir entre ellos por la aparicion del
complejo sinaptonémico (SC). EL SC es una estructura proteica en forma de

cremallera, exclusiva de la meiosis, que une a los cromosomas homodlogos y
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permite que ocurra la recombinacion entre ellos (Cahoon & Hawley, 2016; Fraune

et al., 2012; Morelli & Cohen, 2005).
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Figura 1-3. Progresion de la meiosis en mamiferos. La primera division meidtica comienza con
la profase meidtica, que se divide en cuatro subestadios: leptoteno, cigoteno, paquiteno y
diploteno. En leptoteno, la proteina SPO11 produce los DSBs y se inicia la recombinacién
homodloga. Con la reparacion de los DSBs, los cromosomas homélogos aparean y sinapsan en
cigoteno. En paquiteno, la sinapsis se ha completado y los cromosomas homdlogos forman los
COs. En diploteno, los cromosomas homdlogos desinapsan para producir la segregacion de los
cromosomas homélogos en la metafase | y anafase I. La segunda divisidon meidtica segrega las
cromatidas hermanas para producir los gametos haploides. Imagen modificada de National
Human Genome Research Institute.

1.2.1 Recombinacion meiotica

La recombinacion meidtica es un tipo de recombinacién homdloga (HR) que utiliza
el cromosoma homdlogo como molde y promueve la creacion de los COs. A nivel
molecular, la recombinacion meidtica comienza con la induccion de DSBs a lo largo
de todo el genoma por la transesterasa SPO11, una ADN topoisomerasa Il muy
conservada evolutivamente (sus ortologos se encuentran en levadura,
invertebrados, plantas y mamiferos) y es responsable de catalizar los DSBs
programados al inicio de la meiosis (Keeney et al., 1997). En mamiferos, SP011
actGa con otras proteinas accesorias como TOPOVIBL, REC114, IHO1, ANKRD31,
MEI1 o MEI4. (Keeney et al,, 1997, Lam & Keeney, 2015; Papanikos et al., 2019;
Stanzione et al., 2016, Kumar et al., 2018). En leptoteno, cuando se han producido

los DSBs, ATM es reclutada al lugar del dano y fosforila la histona H2AX en la serina
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139 (yH2AX), lo cual activa la cascada de reparacion de los DSBs (Royo et al., 2013).
SPO11 esta covalentemente unida al extremo 5’ de cada fragmento de ADN roto.
Para poder reparar el dafio, SPO11 es liberado mediante un corte endonucleolitico
mediado por el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) y posteriormente los
extremos son reseccionados. La reseccion de los DSBs se hace del extremo 3’ al &’
gracias a la actividad exonucleasa del MRE11 y del extremo 5" al 3' se da por la
accion de la exonucleasa EXO1l (Lam & Keeney, 2015). Este proceso acaba
generando extremos de cadena simple (ssADN). Después de que se haya producido
la reseccion de los DSBs, el complejo proteico RPA se une a los extremos 3’ de
ssADN con los que tiene mucha afinidad, protegiéndolos de ser degradados gracias
al complejo que forma con MEIOB y SPATA22 (Guo et al., 2021; Ribeiro et al., 2021,
Souquet et al., 2013). RPA es desplazado rapidamente por las recombinasas RAD51
y DMC1 (especifica de meiosis), formando los nddulos de recombinacién (Hinch
et al., 2020). Este intercambio de RPA por RAD51 y DMC1 estd regulado por
multiples proteinas, tales como ATR, BRCA2, el complejo Shu SWS1-SWSAP1,
PALB2 y TRIP13 (Abreu et al,, 2018; Pacheco et al.,, 2018; Roig et al., 2010; Zhao
et al., 2017). ATR promueve la carga de ambas proteinas, a través de CHK1, en
respuesta al reconocimiento del ssADN con RPA (Pacheco et al., 2018; Widger et
al., 2018). BRCA2 reemplaza RPA por RAD51 mediando la unidn directa de RAD51
a los ssADN (Liu et al., 2010; H. Sdnchez et al., 2017). TRIP13 también es necesaria
para promover la carga de RAD51 (Roig et al., 2010).

La busqueda de homologia y la invasidon del cromosoma homdlogo empieza en
cigoteno, cuando una de las ssADN recubierta con RAD51 y DMC1 se inserta en la
hebra molde del cromosoma homdlogo formando el D-loop (Figura 1-4). Se
produce la elongacidn por sintesis del extremo 3’ usando la hebra del cromosoma
homdlogo como molde. Se ha formado la unidn de Holliday (HJ). Si el otro extremo
reseccionado se incorpora, el D-loop se estabiliza y se forma una doble unidon de
Holliday (dHJ), que se resolvera formando un CO. Sin embargo, si el extremo
reseccionado es desplazado, el D-loop no se estabiliza y los DSBs se reparan
mediante el anillamiento de hebra dependiente de sintesis (SDSA), resolviéndose
como un non-crossover (NCQO). EL CO consiste en un intercambio reciproco de
material genético (Zickler & Kleckner, 2015), y el NCO involucra solo una

transferencia de material genético unidireccional, conocido como conversion
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génica (Figura 1-4). En ratdn, solo el 10% de las roturas se acabaran reparando via
CO (Cole etal, 2012). En paquiteno la mayor parte de las roturas han sido
reparadas y al menos se habra formado un CO por bivalente, para asegurar una
correcta segregacion de los cromosomas en la metafase | (Bolcun-Filas &

Schimenti, 2012).
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Figura 1-4. Ruta de la recombinacion meiédtica. Una vez se han producido los DSBs por la
proteina SPO11, esta se mantiene covalentemente unida al extremo 5’ hasta que el complejo
MRN resecciona el dafio. La reseccidon genera extremos de cadena simple que seran
recubiertos por RPA. Posteriormente RPA es reemplazada por RAD51 y DMC1 para promover
la bdsqueda de la hebra homéloga y la invasion hacia el cromosoma homélogo, formando el
D-loop. Una vez se ha formado el D-loop y se ha extendido por sintesis de ADN, se puede
revolver por dos rutas distintas. La captura del segundo extremo forma el dHJ, que puede
resolverse produciendo un CO. La otra via es la SDSA, que desplaza la hebra, reanillando y
resolviendo en forma de NCO. Imagen adaptada de Sasaki et al (2010).
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Se ha sugerido que se deben realizar entre 200 y 400 DSBs por todo el genoma,
basado en los foci de RAD51 y DMC1 que se encuentran en leptoteno (Baudat & de
Massy, 2007). Esta produccion controlada de DSBs es necesaria, ya que una
reduccion en su nimero llevara a problemas de sinapsis (Kauppi et al., 2013). ATM
juega un papel esencial regulando la produccion de los DSBs, ya que actia como
feedback negativo (Barchi et al., 2008; Cooper et al.,, 2014, Lange et al., 2011). En
raton, los mutantes de ATM presentan un incremento significativo en el nimero de
DSBs (Pacheco et al., 2015). En levadura Tel1”A™ actda inhibiendo la formacién de
mas roturas en lugares donde ya se han producido, y evita también que los DSBs

se acumulen en las mismas regiones del genoma (Garcia et al., 2015).

1.2.2 Sinapsis de los cromosomas homoélogos

La sinapsis permite que los cromosomas homdlogos puedan mantenerse unidos
para permitir la recombinacion homéloga. En mamiferos la recombinacion y la
sinapsis son dos procesos intimamente ligados, una dependencia mutua en la que,
si ocurre algln fallo en alguno de los dos procesos, el otro también se vera
afectado (MacQueen & Hochwagen, 2011). La unidn fisica entre los cromosomas se
establece gracias a la presencia del complejo sinaptonémico (SC), una estructura
proteica que mantiene los cromosomas unidos durante toda la profase meidtica.
También actla como andamiaje y sitio de anclaje de distintas proteinas
relacionadas con la recombinacidon (Zickler & Kleckner, 2015). La arquitectura del

SC esta evolutivamente conservada (Grishaeva & Bogdanov, 2014).

Aungue los DSBs no son imprescindibles para ensamblar el SC, si son necesarios
para que el SC se forme entre los cromosomas homdlogos. En ratdn esto precisa
de la formacion de los DSBs y la reparacion de estos por recombinacion meidtica.
(Baudat et al., 2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000). Una reduccién en el
nimero de DSBs se traduce en mayor dificultad para que los cromosomas
homodlogos se encuentren, retrasando la sinapsis e incluso produciendo sinapsis
entre cromosomas no homélogos, como ocurre en los mutantes de SPO11 (Kauppi
et al., 2013, Baudat et al., 2000). Ademas de la existencia de un proceso DSBs-
dependiente para promover el apareamiento de los cromosomas, hay un
mecanismo DSBs-independiente que ocurre ya en la etapa de interfase de las

células. Este mecanismo promueve que los cromosomas homdlogos ya estén cerca
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en las espermatogonias y espermatocitos en pre-leptoteno con lo que la bdsqueda
del homodlogo durante la profase meidtica parece estar preestablecida desde
estadios previos (Boateng et al., 2013; Solé et al., 2022). En la transicion entre
leptoteno y cigoteno, los teldmeros de los cromosomas se agrupan en una region
delimitada en la envoltura nuclear formando el bouquet para facilitar el
apareamiento de los cromosomas y pueda producirse la sinapsis entre los
homodlogos (Lee etal, 2015; Scherthan, 2007). Los teldmeros producen un
movimiento rapido de los cromosomas mediado por las proteinas SUN1 y KASH5,
que unidas al citoesqueleto, transmiten las fuerzas generadas a la envoltura

nuclear (Bass, 2003; H. Hao & Starr, 2019).

El SC tiene una estructura tripartita compuesta por dos elementos laterales
paralelos (AE) y un elemento central (CE), unidos a su vez por filamentos
transversales (TE). En mamiferos se han identificado hasta 8 proteinas distintas
que forman el SC. Los elementos laterales recorren toda la longitud del
cromosoma y estan formados por las proteinas SYCP2 y SYCP3 (Offenberg et al.
1998). Los filamentos transversales son de SYCP1 (Meuwissen et al. 1992). SYCP1
y SYCP3 pueden autoensamblar, formando el SC en ausencia de otros
componentes de este (Fraune et al., 2012). Entre los dos cromosomas homdlogos
se sitlan los elementos centrales, formados por SYCE1, SYCE2 y SYCE3, TEX12 y
SIX60S1 (Costa et al. 2005; Hamer et al. 2006; Schramm et al. 2011; Gémez-H et
al. 2016). Gracias a la disposicion de las proteinas que conforman el SC se puede
clasificar los distintos estadios de la profase meidtica. Al inicio de la profase
meidtica, en leptoteno, la cromatina empieza a condensar en forma de loops y
estos se ensamblan en los ejes cromosdmicos. Los ejes formados por SYCP2 y
SYCP3 mantendran las cromatidas hermanas unidas gracias a la participacion de
las cohesinas. Los complejos de cohesinas son estructuras proteicas en forma de
anillo que unen las cromatidas hermanas. Las cohesinas son esenciales para el
ensamblaje de los elementos laterales, la compactacién de la cromatina, la
formacion y reparacion de los DSBs y para que se produzca la recombinacion
meidtica (Fujiwara et al., 2020; Ishiguro, 2019; Kouznetsova et al., 2005; Page et al,,
2006). Para iniciar la formacion del SC, el extremo C-terminal de SYCP1 se asocia
con los elementos laterales formando la estructura en forma de cremallera

(Schiicker et al., 2015). SYCE2, SYCE3 y TEX12 se unen a SYCP1, polimerizando y
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creando el elemento central del SC (Bolcun-Filas et al., 2007; Costa & Cooke, 2007;
Schramm et al., 2011). Gracias a la estabilizacién que se da entre las distintas
proteinas que conforman el SC, la sinapsis se propaga por todo el eje cromosomico
mediante la carga de SYCE2 y TEX12 (Figura 1-5) (Davies et al., 2012; Dunce et al,,
2021).
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Figura 1-5. Estructura del complejo sinaptonémico durante la profase meidtica. Esquema que
ilustra la dindmica de los cromosomas durante la primera profase meidtica y el dimorfismo
sexual presente en el proceso (arriba) y la coordinacion espaciotemporal de los ejes
cromosomicos y el ensamblaje del SC (abajo). Durante leptoteno, cada cromosoma consiste en
dos cromatidas hermanas conectadas gracias a las cohesinas. Se inicia la recombinacidon
cuando SPO11 produce los DSBs a la vez que los AE van depositando y elongando. En cigoteno,
la sinapsis se inicia y se extiende por todo el AE. La sinapsis se facilita gracias a las proteinas
RAD51 y DMC1 que se estructuran en los nddulos de recombinacién. Ademas, en cigoteno se
ensamblan los elementos de TE (SYCP1) y los elementos CE (SYCE1/2/3, TEX12, Six60S1) La
deposicion de los elementos TE y CE coincide con la deplecién de las proteinas HORMAD. En
paquiteno los cromosomas homdlogos se mantienen completamente sinapsados a excepcidn
de los cromosomas sexuales. En paquiteno también aparecen MLH1/MLH3 como marcadores
de recombinacidn. En diploteno los cromosomas desinapsan, se mantienen unidos gracias a los
quiasmas (COs) y HORMAD vuelve a cargar a los ejes desinapsados. Imagen adaptada de
Bolcun-Filas and Handel (2018).
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Otras proteinas que forman parte de los elementos laterales son las proteinas
HORMAD1 y HORMAD2 (Wojtasz et al., 2009). Estas pertenecen a la familia de
proteinas con dominio HORMA (Hop1, Rev7, Mad2) (Rosenberg & Corbett, 2015).
Estas proteinas se cargan en los ejes cromosdmicos en leptoteno. TRIP13 retira
HORMAD1/2 de las regiones sinapsadas del SC a medida que los homdlogos
sinapsan. Por tanto, solo se localizan en las regiones asinapsadas (Roig et al., 2010;
Wojtasz et al., 2009). En macho se puede ver HORMAD1/2 en las regiones
asinapsadas del par XY. Luego, en diploteno, estas proteinas vuelven a cargarse al
eje cromosomico, una vez el SC se ha desensamblado. Esta carga tardia es
dependiente de RNF212 (Fukuda et al., 2010; Qiao et al., 2018; Wojtasz et al., 2009).
Las funciones de las proteinas HORMAD incluyen la participacion en la formacion
del SC, la segregacion cromosodmica, participan en el checkpoint de sinapsis y
promueven el IH-bias (Carofiglio et al., 2018; Daniel et al., 2011; Kogo et al., 2012;
Wojtasz et al., 2012).

1.2.3 Desinapsis de los cromosomas homologos

Finalmente, el desensamblaje del SC tiene que estar muy coordinado con la
complecion de la recombinacion. Después de que los COs se hayan formado, el SC
se desensambla en diploteno para permitir la segregacion cromosdmica en
anafase |. Fallos en la regulacion de la desinapsis llevan a que la célula se bloquee
en la transicidon a metafase, generando inestabilidad (Sun & Handel, 2008). EL
control es llevado a cabo sobre todo por quinasas reguladoras del ciclo celular. En
raton, la quinasa PLK1 y el complejo CDK1/Ciclina B, regulado por la chaperona
HSPA2, controlan la desinapsis de los cromosomas homdlogos (Figura 1-6).

PLK1 (Polo-like kinase 1) es una quinasa que en mitosis se asocia con los
centrosomas, se encuentra enriquecida en los cinetocoros en prometafase y
metafase, y se recluta al huso mitético en anafase (Singh et al.,, 2021). También se
encuentra en los ejes cromosdmicos cuando los cromosomas empiezan a
condensarse al final de la profase mitdtica (Abe et al,, 2011). En meiosis, PLK1
localiza en el SC en paquiteno y diploteno. PLK1 tiene como funcion desensamblar
los elementos centrales del SC, posiblemente fosforilando SYCP1 y TEX12 (Jordan
et al,, 2012). Ademas, PLK1 media (directa o indirectamente) la fosforilacién de la

proteina de los elementos centrales SYCE1L, de los elementos laterales SYCP2 y de
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las proteinas HORMAD, eventos necesarios para desensamblar los elementos
centrales del SC (Jordan et al., 2012).

La formacion del complejo CDK1-Ciclina B también se requiere para desensamblar
el SC, y su formacidén esta regulada por HSPA2 (Dix et al., 1997). HSPA2 es una
chaperona, proteina que favorece el plegamiento y ensamblaje de otras proteinas.
HSPA2 se localiza en el SC, cuya funcion seria reclutar CDK1 para fosforilar los
componentes del SC. SYCP1 tiene un dominio carboxi-terminal, potencial diana
para la fosforilacion de CDK1 (Zhu et al., 1997). Los mutantes de Hspa2 son
estériles y presentan apoptosis en los espermatocitos en paquiteno tardio. La
actividad quinasa de CDK1 no estd presente en los testiculos de los ratones
mutantes de HspaZ, lo cual sugiere que el fallo en la desinapsis de los mutantes
podria deberse a la pérdida de habilidad de CDK1 de fosforilar SYCP1. HSPA2 esta
regulada transcripcionalmente en paquiteno por EIF4G3 y la mutacion en este gen
produce un fallo en la transcripcion de Hspa2. Los mutantes de Eif4g3, igual que
en los mutantes de Hspa2, no presentan actividad de CDK1, y también muestran

defectos en la desinapsis (Sun et al., 2010).
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Figura 1-6. Desinapsis del complejo sinaptonémico en mamiferos. El desensamblaje del SC
depende de PLK1 y del complejo CDK1-Ciclina B. PLK1 fosforila SYCP1 y TEX12 promoviendo
su desensamblaje de la region central. HSPA2 regula la formacién del complejo CDK1-Ciclina
B necesario para desensamblar los distintos componentes del SC. Imagen adaptada de Cahoon
and Hawley (2016)
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1.3 Las funciones de Pch2/TRIP13

Pch2 (pachytene checkpoint 2 gene) es una proteina muy conservada
evolutivamente que fue descubierta inicialmente en S. cerevisiae (San-Segundo &
Shirleen Roeder, 1999). Se encuentra ademas en otros organismos tales como
Arabidopsis, Drosophila, C. elegans y en mamiferos, donde se conoce como TRIP13.
Pch2 pertenece a la familia de las AAA+ ATPasas, un grupo de hidrolasas que
defosforilan ATP para aprovechar la energia liberada, y cambiar la conformacion
de sus proteinas diana (Puchades et al., 2020). Estas proteinas participan en
multiples procesos celulares incluyendo la degradacion de proteinas, la regulacion
de la transcripcion, la replicacion del ADN vy el plegamiento de proteinas (Snider
et al., 2008). Por el momento, los sustratos de Pch2/TRIP13 que se conocen son
estas proteinas con dominio HORMA y gracias a la interaccion entre las proteinas
se pueden explicar la mayor parte de las funciones de Pch2/TRIP13 durante la
mitosis y la meiosis en los distintos organismos modelo, como participar en el
checkpoint, controlar la actividad local de los DSBs, la formacién de los COs y la
regulacion del eje cromosdmico (Bhalla & Dernburg, 2005; Joyce & McKim, 2009;
X. Li & Schimenti, 2007; Miao et al., 2013; Roig et al.,, 2010; Vader et al., 2011).

1.3.1 Proteinas con dominio HORMA

El rol de Pch2 es actuar sobre proteinas que tienen dominio HORMA (Hop1, Rev7y
Mad?2) (Alfieri et al., 2018; Chen et al.,, 2014; Vader, 2015; Ye et al., 2017). Dentro de
este grupo inicial de proteinas descubierto en levadura, mas recientemente se han
identificado y afladido a p31¢°™¢t (M. Yang et al., 2007)y Atg13/Atg101 (Suzuki et al.,
2015) como miembros de la familia de proteinas con dominio HORMA. Estas
proteinas, a pesar de tener funciones celulares muy distintas entre ellas,
comparten rasgos caracteristicos. Este dominio puede adoptar distintos estados
topoldgicos (Rosenberg & Corbett, 2015). En lo que es considerado el estado activo
de las proteinas que contienen dominio HORMA, el extremo C-terminal del dominio
HORMA presenta la region safety belt que interactua con el closure motif (CM) que
presentan otras proteinas (Rosenberg & Corbett, 2015). Cuando se unen, se genera
una interaccion entre las proteinas HORMA y las proteinas que contienen el CM. EL
estado conformacional de las proteinas con dominio HORMA puede transicionar de

“cerrado” a “abierto”, lo cual liberara la proteina que contiene el dominio CM
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rompiendo la unidn existente entre ambas proteinas. La actividad ATPasa de
Pch2/TRIP13 promueve la disolucion del complejo HORMA/proteina con CM,
pasando del estado “cerrado” a “abierto”, y de esta manera la cascada de
sefalizacion que dependen de las proteinas HORMA se ve afectada (Rosenberg &

Corbett, 2015).

1.3.2 Regulacion del SAC

Pch2/TRIP13 se expresa en células somaticas y colocaliza con otros factores
reguladores de la mitosis (Tipton et al., 2012). Durante la mitosis, Pch2/TRIP13 se
localiza en los cinetocoros y alli interacciona con p31COMET para producir el
silenciamiento del SAC (de Spindle Assembly Checkpoint). p31COMET permite a su
vez lainteraccion de Pch2/TRIP13 con otras proteinas HORMA, como REV7 o MAD2
(Figura 1-7) (Alfieri et al., 2018; Clairmont et al., 2020; Nelson et al., 2015; Sarangi,
Clairmont, & D’Andrea, 2020). EL SAC es el mecanismo que detecta la correcta
formacion del huso mitético y que todos los cromosomas estan asociados a dicho
huso de manera bipolar (Eytan et al., 2014; K. Wang et al., 2014). Estructuralmente
p31COMET es muy similar a MAD2 (London & Biggins, 2014). Cuando hay
cromosomas no alineados, MAD2 se convierte de la forma “abierta” e inactiva (0-
MAD?2) a la forma “cerrada” y activa (C-MAD2). C-MAD2 se une al CM de Cdc20
inhibiendo la formacion del complejo APC/C, bloqueando asi la transicion entre
metafase y anafase. Cuando los cromosomas se han orientado correctamente,
p31COMET forma un complejo con C-MAD2, liberando Cdc20 y permitiendo la
formacion del complejo APC/C (M. Yang et al., 2007). Pch2/TRIP13 es la proteina
que proporciona la energia para cambiar la conformacion de MAD2 de “cerrado” a

“abierto” (Eytan et al., 2014; K. Wang et al., 2014).

1.3.3 Regulacion del complejo Shieldin
REV7 también es una proteina con dominio HORMA. Junto a SHLD1, SHLD2 y

SHLD3 forma parte del complejo Shieldin, un factor regulador en la eleccidn de la
ruta de reparacion de los DSBs. Shieldin inhibe la reseccion de los DSBs
favoreciendo la reparacion por NHEJ en lugar de HR. REV7 une SHLD2 y SHLD3
en el complejo (Gupta et al.,, 2018; Noordermeer et al., 2018; C. Yang et al., 2022).
REV7 también adopta la forma “cerrada” (C-REV7) como activa y la “abierta” (O-

REV7) como inactiva. C-REV7 interacciona con SHLD3 de manera parecida como
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MAD2 interacciona con Cdc20 mediante el dominio safety belt. TRIP13 puede
disociar C-REV7-SHLD3, desensamblando el complejo Shieldin (Clairmont et al,,
2020; Sarangi, Clairmont, & D’Andrea, 2020). TRIP13 y su cofactor p31COMET
producen el cambio conformacional de REV7 liberando a sus proteinas
interactoras (Figura 1-7) (Sarangi, Clairmont, Galli, et al., 2020). De esta manera,
se permitiria que el complejo Shieldin junto a REV7 pudiera desplazarse entre
distintos complejos proteicos, y ser deplecionado de los lugares con DSBs una vez
la reparacion se haya completado. En estudios in vitro, TRIP13 potencia la
reseccion de los DSBs de manera dependiente de REV7 (de Krijger et al., 2021). La
localizacidn de Shieldin en los DSBs se ha visto que depende de ATM (Boersma et
al., 2015; Gupta et al., 2018), ya que inhibidores de ATM reducen drasticamente la
presencia de SHLD2 y SHLD3 en los DSBs (de Krijger et al., 2021). En células con
deplecion de Trip13 en cambio, hay mayor acumulacion de SHLD2 y SHLD3 en los
DSBs, indicando que TRIP13 afecta al reclutamiento y la estabilidad de Shieldin en
los DSBs (de Krijger et al., 2021). Recientemente se ha descrito que REV7
interacciona con CHAMP1 la cual promueve la reseccion de los DSBs y la HR de
manera independiente de TRIP13 (F. Li et al., 2022). Mientras que TRIP13 junto a
p31COMET abren la conformacion de REV7 liberandola del complejo con SHLD3,
CHAMP1 se une directamente a REV7 y compite con la unién con SHLD3 (F. Li et
al., 2022).

1.3.4 Regulacion de las proteinas HORMAD1/2 en meiosis

Las proteinas HORMAD1/2 son proteinas con dominio HORMA altamente
conservadas (Figura 1-7). En levadura se conoce como Hopl, en mamiferos y
plantas HORMAD1 y HORMADZ2, y en gusano hay hasta cuatro proteinas HORMAD
(HIM-3, HTP1/2/3) (Caryl et al., 2000; Sato-Carlton et al., 2020; Wojtasz et al,,
2009). Estas proteinas contienen un CM en su extremo C-terminal (Kim et al., 2014).
Trabajos en C. elegans sugieren que hay una interaccion directa entre HTP-3 y el
complejo de cohesinas para el reclutamiento inicial a los ejes cromosdmicos (Di
Giacomo et al., 2005). En S. cerevisiae Hop1l requiere Red1 y REC8 para localizarse
en los cromosomas (Panizza et al., 2011; Smith & Roeder, 1997; X. Sun et al., 2015).
En plantas y mamiferos hay ortélogos de Red1 (ASY3/4 y SYCP2, respectivamente)
que podrian hacer la misma funcion (Ferdous et al., 2012; Lai et al,, 2011). En

mamifero también se requiere el complejo de cohesinas para la carga inicial de
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HORMADLI a la cromatina (Fujiwara et al., 2020). Pch2/TRIP13 tienen la funcién de
retirar las proteinas HORMAD de los ejes sinapsados (Roig et al., 2010; San-
Segundo & Shirleen Roeder, 1999). En levadura, Hop1l interacciona directamente
con Pch2 (C. Chen et al,, 2014). En ratdn, se comprobd que se requiere el extremo
N-terminal para la interaccion entre TRIP13 y HORMAD1 (Ye et al, 2017). Se
utilizaron dos versiones truncadas del extremo N-terminal de HORMAD1 (AN5-
HORMAD1-eGFP y AN20-HORMAD1-eGFP) y también 3xFLAG-HORMADI1. Se
compard con el constructo HORMAD1-eGFP para ver si habia un defecto en la
retirada de las proteinas de los cromosomas (Ye et al., 2017). Mientras que el
constructo HORMAD1-eGFP se localizaba en los cromosomas de los
espermatocitos en estadios tempranos, luego se retiraba cuando se producia la
sinapsis. Las versiones truncadas de HORMAD1 no afectaron a la carga inicial de
la proteina a los ejes, pero si que causaron un defecto progresivo en la retirada de

los ejes sinapsados (Ye et al., 2017).

1.3.5 Funciones de Pch2 en la meiosis de levadura

Pch2 (Pachytene checkpoint 2) se identificd en levadura como una proteina
especifica de meiosis, teniendo su pico maximo de expresion en paquiteno (San-
Segundo & Shirleen Roeder, 1999). Pch2 funciona como una proteina de checkpoint
de paquiteno ya que es necesario para activar el bloqueo de la progresion de la
profase en mutantes de Zipl, principal componente del elemento central de
levadura (Sym et al., 1993). Mientras el mutante Zip1 presenta un bloqueo meidtico,
el doble mutante pch2 zip1 en cambio tiene un nivel de esporulacion comparable
al wild-type. La funcion de Pch2 en este checkpoint es promover la fosforilacién
de Hopl-T318 dependiente de Mecl/Tell, indispensable para la activacion del
checkpoint (Herruzo et al., 2016). También alivia el bloqueo en el mutante de Zip2
y solo parcialmente el bloqueo del mutante Dmcl, por lo que se dedujo que Pch2
es necesaria para implementar el checkpoint de paquiteno en respuesta a
problemas en la sinapsis (San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999). Esta funcion
esta conservada en C. elegans, la cual es necesaria para eliminar los ovocitos con

sinapsis defectuosa (Bhalla & Dernburg, 2005).

En levaduras, la mayor parte de Pch2 se encuentra localizada en el nucleolo, y una

pequefia parte formando foci colocalizando con Zipl en los cromosomas
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sinapsados (Joshi et al, 2009; San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999). La
localizacidon de Pch2 en el rADN del nucleolo, promovida por la interacciéon con
Orcl, es necesaria para retirar Hopl del rADN vy asi prevenir la recombinacion
meidtica en estas regiones(Vader et al., 2011). La localizaciéon de Pch2 en el
nucleolo también es dependiente de Sir2, una proteina nucleolar necesaria para
inhibir la recombinacién en el rADN durante la mitosis y la meiosis (Fritze et al.,
1997; San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999). La produccién de DSBs propicia la
activacion del checkpoint de recombinacién que depende de Tell*™ y MeclA®
(Subramanian & Hochwagen, 2014). Pch2 via Tel1”™ promueve la fosforilacion de
Hopl y su reclutamiento a los DSBs, promoviendo asi el interhomolog bias y su

funcion en el checkpoint (Ho & Burgess, 2011).
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Figura 1-7. Funciones de las proteinas con dominio HORMA y su relacién con Pch2/TRIP13.
A) Dibujo esquematico ilustrando como los cambios conformacionales del dominio safety belt
permiten la unién de proteinas interactoras con dominio CM. En el estado “abierto”, el safety
belt ocupa el lugar de interaccién de las proteinas interactoras. Mediante la energia que le
proporciona Pch2/TRIP13 se cambia el estado de conformacién de “abierto” a “cerrado”
permitiendo la interaccién con las proteinas que contienen el dominio CM. B) Mecanismo de
activacion del SAC en mamifero con la intervencion de MAD2, p3lcomet, CDC20 junto a
Pch2/TRIP13. C) REV7 promueve la NHEJ durante la reparacién de los DSBs. Después de la
asociacion de 53BP1 con los DSBs, RIF1 y BRCA1 tienen un rol antagonista inhibiendo o
promoviendo la reseccidn del dafio, respectivamente. REV7 promueve la reparacidén por
NHEJ. D) Modelo de ensamblaje y desensamblaje de las proteinas HORMADs a los ejes
cromosdmicos durante la profase meidtica. Imaagen adaptada de Rosenbera & Corbett. 2015.
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1.3.6 Funciones de TRIP13 en la meiosis de mamiferos

En mamiferos, TRIP13 (Thyroid hormone receptor interacting protein 13) se
expresa en todos los tejidos, pero su expresion es mayor en los testiculos (Roig et
al., 2010). TRIP13 es necesaria para completar la gametogénesis en machos y
hembras (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Para el estudio de la funcion
de TRIP13 en ratdn, se usaron dos mutantes hipomorficos. Los dos mutantes de
Trip13 fueron generados a partir de lineas ESCs que contenian alelos mutados por
la insercion de un gene-trap en el segundo (Trip13H%21) o tercer intrén
(Trip13RRBY47) de la secuencia del gen (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010).
Estas mutaciones permiten estudiar el defecto de TRIP13 con distinta penetrancia.
Mientras que el Trip13RRE%7 (o Trip13™°9) presenta menos expresion del gen que el
alelo salvaje, el Trip13¢H%2l (o Trip134¢¥) consigue reducir casi por completo la
expresion del gen (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Ambas mutaciones en
homocigosis confieren esterilidad y los machos presentan testiculos de menor
tamafio. Los espermatocitos del mutante Trip13m°¥md no pueden completar la
recombinacion, presentan una reduccion en la formacion de CO e interferencia
alterada (Roig et al., 2010). La mayoria de los espermatocitos del mutante
moderado consiguen completar la sinapsis a pesar de presentar acumulacion de
DSBs sin reparar. Hay una poblacion de espermatocitos, llamados escapers, los
cuales posiblemente expresan mas TRIP13, y consiguen progresar hasta el estadio
de espermatidas redondas (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Debido a la
acumulacion de DSBs sin reparar, se activa el checkpoint de recombinacion y los
espermatocitos mutantes de Trip13 mueren antes de incorporar H1T (en paquiteno

temprano) (Pacheco et al., 2015; Marcet-Ortega et al., 2017).

Los espermatocitos del mutante severo (Trip13¢/5¢¥) no son capaces de sinapsar
completamente los cromosomas homologos y no progresan mas alla de un estadio
entre cigoteno y paquiteno temprano (Roig et al., 2010). En paquiteno, las regiones
asinapsadas de los cromosomas X e Y son transcripcionalmente reprimidas gracias
a la formacion de la vesicula sexual (Burgoyne et al.,, 2009). TRIP13 también es
necesaria para la formacion de una vesicula sexual funcional (Pacheco et al., 2015;
Marcet-Ortega et al,, 2017). En los espermatocitos en paquiteno de los mutantes

moderados hay una carga deficiente de ATR en la cromatina de los cromosomas
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sexuales. Este defecto produce una fosforilacion ineficiente de H2AX y una menor
incorporacion de SUMO-1 a la cromatina de la vesicula sexual, resultando en un
silenciamiento de los cromosomas sexuales (MSCI de las siglas en inglés)
deficiente, lo que termina produciendo la muerte celular (Burgoyne et al., 2009).
Ambos mutantes de Tripl3 presentan HORMAD1 y HORMAD2Z en los ejes
sinapsados de los espermatocitos en paquiteno (Roig et al., 2010; Wojtasz et al,,
2009). En los cromosomas sexuales de los espermatocitos WT, HORMAD1 vy
HORMAD2 se acumulan en las regiones asinapsadas para propiciar su
silenciamiento. En los mutantes de Tripl3, la localizacion permanente de
HORMAD1/2 en los bivalentes de los autosomas puede limitar la sefializacion de
las regiones asinapsadas de Llos cromosomas sexuales, impidiendo su

silenciamiento (Pacheco et al., 2015; Roig et al., 2010).

En hembras, la ovogénesis también se encuentra afectada en ambas mutantes de
Trip13. De nuevo, el fenotipo de los ratones severos es mas marcado que el de los
moderados. Mientras que las hembras mutantes de Trip13m°¥™md a los 21 dpp
presentan algunos foliculos, las hembras mutantes Trip13%5*" no presentan
foliculos en absoluto. Estos resultados indican que TRIP13 es necesaria para

completar la recombinacion en ovocitos (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010).

1.4 Eleccion de la ruta de reparacion de los DSBs en
células somaticas

Las células eucariotas tienen dos maneras principales de reparar los DSBs:
mediante recombinaciéon homdloga (HR) o mediante la unidn de extremos no
homélogos (NHEJ de non-homologous end joining). (Chang et al., 2017; Le Guen et
al., 2015). La decision de qué ruta escoger es vital para mantener la estabilidad
gendmica y esta controlado durante las distintas fases del ciclo celular (McMullen
et al., 2020). La NHEJ es una via activa durante todo el ciclo celular, mientras que
la HR se restringe a las fases S y G2, ya que se utiliza la cromatida hermana como
molde para la reparacién (Figura 1-8). Una caracteristica que define qué ruta se va
a escoger para reparar la rotura es la reseccion de ese dafio. La recombinacion
homodloga depende de que haya habido una reseccion de los DSBs, mientras que la

NHEJ se beneficia de que haya menos reseccion (Heyer et al., 2010; Symington &
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Gautier, 2011). En la ruta de NHEJ candnica, una vez se han producido los DSBs los
extremos son reconocidos por el complejo Ku70/Ku80, lo que recluta a la

subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PKcs).

Finalmente se promueve la ligacion directa de los extremos de las roturas
mediante XRCC4, LIG4 y XLF (Le Guen et al,, 2015). Es una via de reparacién que
puede inducir a errores tales como inserciones, deleciones, sustituciones y otras

reparaciones anomalas (Chang et al., 2017).
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Figura 1-8.La reparacion de los DSBs puede hacerse mediante NHEJ o HR. En ausencia de la
funcion de BRCAIL, los DSBs pueden ser reparados mediante NHEJ. 53BP1 normalmente
promueve la reparacion de los DSBs mediante NHEJ, formando un complejo con RIF1 que
protege a los extremos de los DSBs de ser reseccionados por las endonucleasas. Si se inhibe
53BP1, no se recluta el complejo Shieldin a los DSBs, permitiendo la reseccidn del extremo 5’
y la reparacién mediante HR. Imagen modificada de McMullen et al., 2020.

53BP1 es una proteina que protege los DSBs de ser reseccionados, favoreciendo
asi su reparacion por NHEJ (Panier & Boulton, 2014). 53BP1 coopera con RIF1 para
bloquear la reseccién de los DSBs en G1. 53BP1 se acumula en los DSBs durante
las fases G1, fase Sy fase G2, pero cuando la célula entra en fase S, BRCA1 retira
a 53BP1 de los DSBs para promover su reparacion mediante HR, por lo que existe

una relacién antagdnica entre ambas proteinas (Bunting et al., 2010; Chapman
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et al., 2012). También hay evidencias que BRCA1 antagoniza la acumulacion de RIF1
en los DSBs (Chapman et al., 2013). En mutantes de BRCA1, 53BP1 no es retirada
de los DSBs y por lo tanto se protegen de ser reseccionados, y en ausencia de la
reseccion, al persistir el dafio, se repara mediante NHEJ (Bunting et al., 2010). En
células somaticas, TRIP13 promueve la reparacion de los DSBs por HR mediante
la disociacion del complejo Shieldin inactivando REV7. El complejo Shieldin es un
complejo formado por las proteinas SHLD1, SHLD2 y SHLD3, ademas de por
REV7/MAD2L2 (Noordermeer et al.,, 2018; C. Yang et al.,, 2022). En el complejo
Shieldin, REV7 interactia con SHLD3, que a su vez interacciona con RIF1. REV7
también estd unido SHLD2. La porcién del complejo que se une al ssADN es el
extremo C-terminal de SHLD2, que presenta 3 dominios Oligonucleotide/
Oligosaccharide-Binding (OB) Fold. Estos dominios OB tienen gran afinidad por los
ssADN (Gao et al., 2018).

Hay dos hipdtesis para explicar la actuacion del complejo Shieldin en los
fragmentos de ssADN. La primera predice que la funcién de Shieldin es promover
la sintesis de ADN mediada por la ADN polimerasa a (Pol a) en los extremos
reseccionados (Mirman et al., 2018). Durante la replicacion de los telémeros, los
extremos de éstos son reseccionados por EXO1, que genera unos extremos 3’ muy
largos. EL complejo CST interacciona con la Pol a para sintetizar ADN en esos
extremos (Mirman et al., 2018). Se ha comprobado que el complejo CST también
es reclutado a los DSBs por medio de 53BP1 y Shieldin (Barazas et al., 2018). CST-
Pol a estaria involucrado en la supresion de la HR mediante la via de 53BP1-
Shieldin. Cuando se producen los DSBs, el complejo MRN procesa las roturas. Se
produce la fosforilacion de H2AX por ATM, seguido del reclutamiento de MDC1, y
la activacion de RNF8-RNF168, que ubiquitinizan la cromatina alrededor de la
rotura. Esto recluta a 53BP1. 53BP1 recluta su vez a RIF1, que atrae el complejo
Shieldin a los DSBs (Figura 1-9) (Gupta et al., 2018). Los dominios OB de SHLD2 se
unen a los fragmentos de cadena simple para inhibir la reseccion de EXO1y de esta
manera los extremos no siguen siendo reseccionados. Shieldin recluta al complejo
CST-Pol a, que sintetiza nuevo ADN que sera reparado finalmente mediante NHEJ

con la accion de la Ligasa IV y XRCCa.

La segunda hipodtesis incluye el blogueo de la accidn de las nucleasas que producen

la reseccion. Después de que el complejo MRN haya procesado los DSBs y se han

35



generado los primeros fragmentos de cadena simple mas cortos, en ese momento
se podria proceder a una competicién con RPA o un bloqueo de las nucleasas EX01

y DNA2/BLM (C. Yang et al., 2022) y asi poder ser reparado mediante NHEJ.

DMA end-resection,

— H
NFp HOR

1

Shieldin

Figura 1-9. Mecanismo de accién de 53BP1-RIF1-Shieldin en la reparaciéon de los DSBs.
Esquema que representa el reclutamiento de 53BP1 y RIF1 a los DSBs mediado por RN8-
RNF168. El complejo Shieldin reclutado por RIF1 a los DSBs inhibe la reseccién y promueve la
reparacion por NHEJ. Imagen modificada de Gupta et al 2018.
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TRIP13, también conocida como Pch2 en especies de no vertebrados, es una AAA+
ATPasa que cumple distintas funciones durante la profase meidtica: promover la
recombinacion meidtica, controlar la composicion del eje cromosomico o mediar
en la sinapsis de los cromosomas homaélogos. Sin embargo, poco se sabe acerca
de la localizacidn de TRIP13 durante la profase meidtica y las proteinas con las que
interactta TRIP13 para llevar a cabo sus funciones. En este estudio hemos
analizado en mas detalle algunas de las funciones de TRIP13 como son la
reparacion de los DSBs, el rol de TRIP13 en los telémeros y su implicacion en la
sinapsis de los cromosomas homologos. Para ello, se han creado los mutantes
murinos Tripl137- y Trip13A™2s30ead y también se ha puesto a punto un tratamiento
farmacoldgico in vivo e in vitro para inhibir la funcidon de TRIP13 y evaluar los

efectos de la inhibicidon durante la profase meidtica.

Los objetivos concretos que se plantearon en este trabajo fueron los siguientes:

1. Analizar el rol de TRIP13 en la eleccion de la via de reparacion de los DSBs
o Se examinara como se lleva a cabo la reparacion de los DSBs en los
distintos mutantes de Trip13.

o Se analizard la presencia de factores de HR y NHEJ en espermatocitos.

2. Estudiar la funcion de TRIP13 en los telomeros
o Seanalizard si TRIP13 protege a los telémeros de la formacion de DSBs.
o Se estudiara en detalle la presencia de marcadores de HR y NHEJ en los

telomeros.

3. Examinar la implicacion de TRIP13 en la sinapsis de los cromosomas
homadlogos
o Se detallardn los defectos de sinapsis presentes en los distintos
mutantes de Trip13.
o Se estudiaran las funciones de las proteinas interactoras de TRIP13 y su

implicacion en la sinapsis.
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3. Materiales y mélodos



3.1 Material biologico

3.1.1 Animales y alelos usados

Los modelos murinos que fueron usados en el trabajo son Chk27-, Tripl3mo#/mod,
Trip13¢/5¢", Dmc1”-y Spol1~- fueron generados y descritos anteriormente (Baudat
et al., 2000; Hirao et al., 2002; Pittman et al,, 1998; Roig et al., 2010). EL modelo
murino Trip137/- se obtuvo en colaboraciéon con el laboratorio de Dr. Marcos
Malumbres (CNIO) y se fundd la nueva colonia en el estabulario de la UAB. Las
lineas murinas han sido mantenidas en un background genético mixto C57BL/6-
129/Sv.

Para la obtencién de ratones de los alelos Trip13m°¥mod Trip13-/-, Dmc1~-, Dmc17/-
Trip13™™ Dmc1”- Chk27/-, Dmc1”- Chk2”-Trip13 ™™ Spoll”-y Spoll”/-Trip13 ™™ se
cruzaron ratones heterocigotos para los alelos debido a la esterilidad de los
animales con el alelo mutante en homocigosis.

Se generd el mutante murino Trip13#7Pssabead mediante la técnica CRISPR/Cas9 en
colaboracién con el laboratorio del Dr. Alberto Pendas (CIC-CSIC, Salamanca)
pero no se pudo fundar la colonia debido a la esterilidad de los animales
fundadores, de los que se obtuvo material bioldgico para analizar. Como animales
controles en los analisis del mutante Trip1347F#sePead se ysaron ratones B6.CBA.

Se hizo un tratamiento con el inhibidor de TRIP13 DCZ0415 (MedChemExpress)
(Wang et al., 2020). EL farmaco fue disuelto en 10% DMS0/40% PEG300/ 5% Tween-
80/solucidn salina 45% y administrado via intraperitoneal a tres ratones adultos
WT de la colonia Trip137- con una dosis diaria de 25 mg/kg y tres adultos con dosis
de 50 mg/kg durante 7 dias. A tres ratones adultos se les administré el mismo
volumen de vehiculo sin el farmaco (grupo control). Los 9 animales fueron
sacrificados el ultimo dia del tratamiento.

Las muestras bioldgicas de los mutantes 53bp1~7-y Hormad1®#*" y sus controles
se obtuvieron mediante colaboracion con el laboratorio de la Dra. Maria Jasin
(MSKCC, EE.UU) y del Dr. Attila Toth (TU Dresden) respectivamente.

En el texto se referird a individuos Trip13**, Hormadl** y los animales usados
como control de los distintos experimentos como WT para ser comparados con sus
alelos mutantes. Todos los experimentos realizados se han hecho con al menos
dos ratones (a menos que se mencione lo contrario en el texto) y se ha comparado

con animales control de la misma camada, o de la misma edad (de 2 a 4 meses).
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Todos los ratones utilizados para realizar experimentos y que estaban estabulados
en nuestras instalaciones fueron sacrificados usando CO; o decapitacion como
métodos de eutanasia aprobados por la Comisién de Etica en Experimentacidn
Animal y Humana de la Universidad Autonoma de Barcelona y el Govern de

Catalunya.

3.2 Técnicas de biologia molecular

3.2.1 Extraccion de ADN gendmico

EL ADN gendmico se utilizd para genotipar de los animales obtenidos. Se utilizé un

fragmento de la cola del animal estabulado para extraer el ADN.
Protocolo:

—Colocar un fragmento de la cola del animal de 0,5 cm en un tubo Eppendorf
de 1,5 mL

—Afadir 490 ul de tampdn de lisis (0,1 M Tris-HCl pH= 8.5-9, 0,2 M NaCl, 0,2%
SDS y 5 mM EDTA) y 0,4 pg/ul de Proteinasa K (20 mg/ml stock, Roche
Diagnostics).

—Incubar a 56°C ON.

—Centrifugar el tubo durante 15 minutos a 13200 rpm vy transferir el
sobrenadante a un nuevo tubo con 500 pl de isopropanol. Agitar hasta que el
ADN haya precipitado.

—Centrifugar los tubos 3 minutos a 13200 rpm y descartar el sobrenadante.

—Afadir 500 ul de etanol 70° a -20°C al pellet y agitar para lavarlo.

—Centrifugar los tubos 3 minutos a 13200 rpm y descartar el sobrenadante.
Dejar secar los tubos a temperatura ambiente.

—Disolver el pellet en 100 ul de agua Milli-Q y poner los tubos a incubar 10
minutos a 60°C.

—Almacenar el ADN extraido a -20°C hasta su uso.

3.2.2 Genotipado

Para genotipar los ratones, se utilizd el ADN extraido y se amplificé mediante la
reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR). Los primers y las reacciones de

amplificacion usadas se disefiaron previamente para cada gen con el fin de
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distinguir los alelos salvajes y mutantes basado en los productos amplificados (ver
Tablas 3-1 a 3-5).

Tabla 3-1. Primers usados en el genotipado del gen Spoll

Primer Secuencia Alelo  Producto
amplificado

SP16R 5 - TGTTAAAAAACATAGGTTTGTAAGTT -3 +/-

Forward 9" - CTACCTAGATTCTGGTCTAAGC - 3 + 1024

SP1F

PRSF2 5 - CTGAGCCCAGAAAGCGAAGGAA - 3 - 600

Tabla 3-2. Primers usados en el genotipado del gen de Dmc1

Primer Secuencia Alelo Producto
amplificado

DmcIWTF 5 - AAAGGGACTGCTGAGGCAT - 3 +/-

DmcIWTR 5 - CCGGCCAGATTACATTTCTT - 3’ + 233

DmclMut 5 - GCCAGAGGCCACTTGTGTAG -3 - 147

Tabla 3-3. Primers usados en el genotipado del gen de Trip13 moderado

Primer Secuencia Alelo  Producto
amplificado

RRB047 R 5 - ACCCACCTTTGACCATTTAGTTT - 3 +/mod

RRB047 WTF 5 - GGGAGGGAGGCGTGGCAGAG - 3 + 387

RRB047 MUTF 5 - CCACGCTCACCGGCTCCAGA - 3 mod 855

Tabla 3-4. Primers usados en el genotipado del gen de Chk2

Primer Secuencia Alelo Producto
amplificado

WT1F 5 - GTGTGCGCCACCACTATCCTG - 3 +/-

WT2R 5 - CCCTTGGCCATGTTTCATCTG - 3 + 450

NeoMutR 5 - TCCTCGTGCTTTACGGTATC - 3’ - 625
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Tabla 3-5. Primers usados en el genotipado del gen de Trip13~-

Primer Secuencia Alelo Producto
amplificado

Tripl3 Fw 13bp 5 - GGCTGCTCAACCGGCATAA -3+ 360

Tripl3 Rv 13bp 5 - AAAGGGACTGCTGAGGCAT -3 - 347

Protocolo con Canvax mix Horse-Power Taqg DNA Polimerasa recombinant:
— Anfadir 1 ul de ADN gendmico o 1 ul de agua Milli-Q para el control negativo
en un tubo de PCR de 200 pl.
— Preparar la mastermix de PCR (Canvax) (Tabla 3-6).

Tabla 3-6. Componentes de reaccion de la Master Mix de PCR (Canvax)

PCR Mix Volumen (para 20 ul de reaccion)
Tampdn 10X PCR 2 ul

25 mM MgCl; 1,36 ul

dNTPs 8 mM 2 ul

Primers 10 uM 1l

Horse-Power-Taq DNA polimerasa (5 U/uL) 0,4 ul

Agua milli-Q Anadir hasta los 20 pl

Protocolo con NZYTaq Il 2x Green Master Mix:
— Anfadir 1 ul de ADN gendmico o 1 ul de agua Milli-Q para el control negativo
en un tubo de PCR de 200 pl.

— Preparar la PCR mix con los reactivos (Tabla 3-7).

Tabla 3-7. Componentes de reaccion de la Master Mix de PCR (NZYTaq)

PCR Mix reaction PCR Mix Volumen (para 20 ul de reaccion)
NZYTaq Il 2x Green Master Mix 10 ul

Primers 10 uM 0,5 ul

Agua milli-Q Afadir hasta los 20 pl

— Anadir 19 ul de Master Mix a cada tubo de PCR.
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— Colocar los tubos de PCR en el termociclador y llevar a cabo el programa

especifico para amplificar el gen deseado (ver Tablas 3-8 a 3-12).

Tabla 3-8. Programa de PCR usado para genotipar el gen Spo1l1

Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos

Desnaturalizacion 94 20 segundos
Hibridacion 61 30 segundos || 34X
Polimerizacion 72 35 segundos
Polimerizacion final 72 3 minutos

Tabla 3-9. Programa de PCR usado para genotipar el gen Dmc1

Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos

Desnaturalizacion 94 20 segundos
Hibridacion 60 30 segundos 33X
Polimerizacion 72 20 segundos
Polimerizacion final 72 7 minutos

Tabla 3-10. Programa de PCR usado para genotipar el alelo Trip13 moderado
Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos

Desnaturalizacion 94 45 segundos
Hibridacion 61 60 segundos 34X
Polimerizacion 72 2 minutos
Polimerizacion final 72 5 minutos

Tabla 3-11. Programa de PCR usado para genotipar el gen Chk2
Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 3 minutos

Desnaturalizacion 95 45 segundos
Hibridacion 60 45 segundos 35X
Polimerizacion 72 5 segundos
Polimerizacion final 72 7 minutos
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Tabla 3-12. Programa de PCR usado para genotipar el alelo Trip13 -

Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos

Desnaturalizacion 94 45 segundos
Hibridacion 61 60 segundos 34X
Polimerizacion 72 2 segundos
Polimerizacion final 72 5 minutos

— Correr los productos amplificados en un gel de 1% de agarosa con 8,5 ul de
SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific). En el caso de los productos
amplificados del alelo Trip137 correr en un gel de 4% de agarosa por la
cercania entre las bandas producto.

— Leer el gel con el GelDoc XR+ (Bio-Rad) y determinar el tamafno de las

bandas amplificadas.

3.2.3 Clonacion de genes
3.2.3.1 Extraccion de ARN

Para analizar la expresion de los genes deseados, se hizo la extraccion y
purificacion de ARN de testiculo usando el kit de RNeasy Plus mini (Qiagen).
Protocolo:
— Cortar un trozo de testiculo congelado, un cuarto de un testiculo de ratéon
adulto WT, o un testiculo entero en caso de que fuera de un raton mutante.
— Disgregar el tejido mecanicamente con un émbolo de plastico en un tubo de
1,5 mL
— Afadir 350 ul de tampdn RLT y 10 ul de B-mercaptoetanol y homogeneizar el
lisado.
— Centrifugar el lisado 3 minutos a 13200 rpm.
— Transferir el sobrenadante a una columna gDNA Eliminator en un tubo
colector de 2mL.
— Centrifugar 1 minuto 13200 rpm. Descartar la columna y guardar el eluido.
— Anadir 350 pl de etanol 70° al eluido y homogeneizar.
— Transferir 350 ul de la mezcla a una columna RNeasy en un tubo colector de
2 ml.

— Centrifugar 1 minuto a 13200 rpm. Descartar el eluido.
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— Anfadir 700 ul de tampdn RW1 a la columna RNeasy, centrifugar 1 minuto a
13200 rpm y descartar el eluido.

— Afadir 500 ul de tampdn RPE a la columna RNeasy, centrifugar 2 minutos a
13200 rpm y descartar el eluido.

— Poner la columna RNeasy en un nuevo tubo de 1,5 ml, afiadir 30-50 ul de agua
RNAsa-free a la columna.

— Centrifugar 1 minuto a 13200 rpm para eluir el ARN en el agua.

— Cuantificar el ARN en el Nanodrop (Thermo Scientific) para saber la

concentracion.

3.2.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR)

EL ARN purificado con el protocolo anterior se transcribié a ADNc mediante el Kit

iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad). Posteriormente se realizé la amplificacion del

ADNc mediante PCR.

Protocolo de Retrotranscripcion (RT):

— Afadir 2 ug de ARN a los componentes de la reaccion (Tabla 3-13) en un tubo

de PCR de 200 pl.
Tabla 3-13. Componentes de la Master Mix de la RT

Componentes Volumen (para 20 ul de reaccion)
5X Mix 4l

Transcriptasa inversa 1l

ARN 2 ug

Agua milli-Q (libre de nucleasas) ARadir hasta los 20 pul

— Incubar la mezcla a 42°C durante 30 minutos.

— Inactivar la Transcriptasa inversa a 85°C durante 5 minutos.

— Almacenar el ADNc a -20°C hasta su uso.

— EL ADNc obtenido se amplificd con los primers (Tabla 3-14) usando la Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) (Tabla 3-15). El
programa de PCR usado (Tabla 3-16). Los productos de PCR se analizaron por

electroforesis en geles de agarosa.

46



Tabla 3-14. Primers usados en la PCR de alta fidelidad

Primer Secuencia
RT_ATPase_Fw 5 - GTACCGGTATGGCCAGTIG - 3
RT_ATPase_Rv 5 - CTTTTAATCTGGTCAATCTGAGTCAACAC - 3

Tabla 3-15. Componentes de la Master Mix de la PCR de alta fidelidad

Componentes Volumen (para 60 ul de reaccion)
5X Tampon HF 10 ul

dNTPs 8 mM 1,25 pl

DMSO 1,5 ut

Primers 10 pM 2 ul

Phusion DNA Polymerase 2U/ul 0,4 ul

ADNc 2 ul

Agua milli-Q (libre de nucleasas)  Afadir hasta los 20 ul

Tabla 3-16. Programa de PCR de alta fidelidad

Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98 1 minuto

Desnaturalizacion 98 15 segundos
Hibridacion 61 20 segundos 35X
Polimerizacion 72 1 minuto
Polimerizacion final 72 5 minutos

3.2.3.3 Purificacion de ADN
EL ADN amplificado se purificd utilizando el kit NucleoSpin Gel & PCR CleanUp
(Macherey-Nagel). Se utilizaron porciones de gel de agarosa que contenian el

fragmento de ADN deseado.

Protocolo siguiendo las instrucciones del fabricante:

— Anfadir 200 ul de Tampdn NTI por cada 100 mg de gel de agarosa, incubar
durante 10 minutos a 50°C y mezclar en un vdrtex hasta que el gel se haya
disuelto completamente.

— Colocar una columna del kit en un tubo colector y cargar la muestra.
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— Centrifugar durante 30 segundos a 11000g. Descartar el flow-through y colocar
la columna en un tubo colector nuevo.

— Afadir 700 ul de Tampon NT3 a la columna.

— Centrifugar durante 30 segundos a 11000g.

— Descartar el flow-through y colocar la columna en un tubo colector nuevo.

— Incubar la columna durante 5 minutos a 70°C para evaporar el etanol residual
del Tampdn NT3.

— Colocar la columna en un tubo Eppendorf, afiadir 20 ul de Tampdn NE e incubar
durante 1 minuto a RT.

— Centrifugar durante 1 minuto a 11000g.

— Conservar el ADN a -20°C hasta su uso.

3.2.3.4 Digestion con enzima de restriccion y fosforilacion de insertos
Se llevé a cabo la digestion de los vectores pEGFP-C1 con FastDigest Smal
(ThermoFisher Scientific) para crear extremos romos y poder clonar los alelos
deseados.

Protocolo siguiendo las instrucciones del fabricante:

— Preparar la mezcla de la reaccion (Tabla 3-17).

— Mezclar e incubar a 37°C durante 10 minutos.

— Parar la reaccion a 65°C durante 15 minutos.

Tabla 3-17. Componentes para la digestion con Smal

Componentes Volumen (para 50 ul de reaccion)
10x Fast Digest buffer 5 ul

Enzima Fast Digest Smal 5 ul

ADN plasmidico 5 ul

Agua milli-Q (libre de nucleasas) Anadir hasta los 50 ul

Los productos de PCR se fosforilaron con la Polinucledtido quinasa T4 (Thermo
Fisher Scientific) antes de ser insertados en los vectores siguiendo las

instrucciones del fabricante:

— Preparar la mezcla de la reaccion (Tabla 3-18):
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Tabla 3-18. Componentes para la fosforilacion del ADN a insertar

Componentes Volumen (para 50 ul de reaccion)
10x Tampon A 1X

ATP 10 mM 1mM

ADN amplificado Variable

Polinucleétido quinasa T4 1l

Agua Milli-Q Anadir hasta los 50 pl

— Incubar a 37°C durante 20 minutos.

— Calentar e incubar a 75°C durante 10 minutos.

3.2.3.5 Ligacion de ADN

Los insertos de ADN fueron ligados con los vectores pEGFP-C1 utilizando el Kit de
Rapid DNA Ligation (Thermo Fisher Scientific). El ratio molar de inserto:vector fue
de 3:1.

Protocolo:

— Preparar la reaccién de ligacion (Tabla 3-19).

Tabla 3-19. Componentes de la reaccion de ligacion del inserto con el plasmido

Componentes Volumen (para 20 ul de reaccion)
5x Tampon de ligacion 4 ul

ADN del vector 1l

ADN del inserto Variable

T4 ADN ligasa 5U/ul 1 ul

Agua milli-Q (libre de nucleasas) Afadir hasta los 20 ul

— Incubar la mezcla durante 15-20 minutos a 22°C.

— Proceder a la transformacion.
3.2.3.6 Transformacion de E. coli y seleccion de colonias

La propagacion del plasmido obtenido como producto de la ligacidn se hizo en

células competentes de E. coli DH5a (New England Biolabs).
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Protocolo:

— Descongelar 100 ul de células NEB.

— Afadir 4 ul de la reaccidn de ligacion y mezclar las células con la mix sin
vortexar.

— Incubar la mezcla en hielo durante 30 minutos sin mezclar.

— Realizar un choque térmico a 42°C durante 30-45 segundos sin mezclar.

— Afadir 1 ml de medio LB a la mezcla.

— Incubar a 37°C mezclando a 220 rpm durante 3h.

— Centrifugar la mezcla a 13200 rpm durante 30s.

— Retirar la mayoria del sobrenadante y quedarse con 50 ul de la mezcla.

— Resuspender el pellet y esparcir las células en placas con medio LB con 50

ug/ml kanamicina e incubar ON a 37°C.

Para identificar las colonias transformadas que contienen el inserto de ADN, se

seleccionaron las colonias y se analizo el inserto mediante PCR.

Protocolo:

— Recoger 16-20 colonias de cada placa e incubar cada una en 1 ml de medio LB
con 50 pg/ml kanamicina a 37°C durante 16h.

— Utilizar 1 ul de cada colonia incubada como molde de ADN para la reaccion de
PCR (Tabla 3-20). Los primers usados (Tabla 3-21) y el programa de PCR usado
(Tabla 3-22). Los productos de la PCR se analizaron por electroforesis en geles

de agarosa.

Tabla 3-20. Componentes de reaccion de PCR para verificar las colonias de E. coli

Componentes Volumen (para 20 ul de reaccion)
10x Tampon de PCR 2 ul

dNTPs 8 mM 2 ul

MgCl; 25 mM 1,36 ul

Primers 10 pM 1 ul

ADN polimerasa 5U/ul 0,3 ul

Colonias 1l

Agua milli-Q hasta 20 pl
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Tabla 3-21. Primers usados para verificar colonias de E. coli

Primer Secuencia
Cl_Forward 5 - CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG - 3
C1l_Reverse 5 - AACCTCTACAAATGTGGTATGGCTG - 3

Tabla 3-22. Programa de PCR para verificar colonias de E. coli

Proceso °C Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 5 minuto

Desnaturalizacion 94 30 segundos
Hibridacion 62 30 segundos 35X
Polimerizacion 72 30 segundos
Polimerizacion final 72 5 minutos

3.2.3.7 Extraccion del plasmido

A partir de las muestras que presentaban el inserto deseado, se aislo el plasmido

utilizando el protocolo de Miniprep de NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) y se

secuencié mediante la técnica de secuenciacion de Sanger.

Protocolo de Miniprep, siguiendo las instrucciones del fabricante:

Centrifugar 1 ml del cultivo de E. coli durante 30s a 11000g a RT.

Descartar el sobrenadante y retirar todo el liquido restante.

Afadir 250 ul del Tampdn Al. Resuspender el pellet.

Afadir 250 ul del Tampdn A2. Mezclar invirtiendo el tubo de 6-8 veces.
Incubar a RT hasta 5 minutos.

Afadir 300 pul del Tampdn A3. Mezclar invirtiendo el tubo de 6-8 veces hasta
que el color azul de la mezcla desaparezca.

Centrifugar durante 5 minutos a 11000g a RT.

Colocar una columna NucleoSpin Plasmid en un tubo colector de 2 ml y
pipetear un maximo de 700 ul del sobrenadante a la columna.

Centrifugar durante 1 minuto a 11000g.

Descartar el flow-through y colocar la columna en otro tubo colector. Repetir
con el volumen del lisado restante.

Precalentar el Tampdn A4 a 50°C y afiadir 500 ul a la columna.
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Centrifugar durante 1 minuto a 11000g.

Afadir 600 ul del Tampdn A4. Centrifugar durante 1 minuto a 11000g. Descartar
el flow-through y colocar la columna NucleoSpin Plasmid en un nuevo tubo
colector.

Centrifugar durante 2 minutos a 11000g y descartar el tubo colector.

Incubar la columna durante 10 minutos a 37°C para evaporar el etanol residual
del Tampdn A4.

Colocar la columna en un tubo Eppendorf y afiadir 30-50 ul de Tampodn AE.
Incubar durante 1 minuto a RT.

Centrifugar durante 1 minuto a 11000g.

Almacenar el eluido, que contiene el ADN plasmidico, a -20°C hasta su uso.
Determinar la concentracion del plasmido con Nanodrop.

Secuenciar mediante la técnica de Sanger para confirmar los resultados.

3.2.4 Extraccion de proteinas de testiculo de raton

Este tipo de extraccién nos permite obtener una muestra de las proteinas

expresadas en testiculo para asi poder analizar aquellas que nos interesen y

determinar su presencia o ausencia en los distintos mutantes.

Protocolo:

Usar un cuarto del testiculo de un ratén WT o todo el testiculo en caso de ser
mutante.

Anadir el fragmento a un tubo de 1,5 ml con 250-500 ul de tampodn RIPA (50
mM Tris pH=8, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y
suplementado con 1X PIC (Inhibidor de proteasas) (Roche Dianostics) El
volumen del tampdn depende del tamafio del fragmento de testiculo usado.
Disgregar mecanicamente el tejido con un émbolo de plastico y dejarlo incubar
15 minutos a 4°C.

Centrifugar durante 30 min a 4°C a 13200 rpm.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml, guardar una alicuota de
10 ul para la cuantificacion de proteinas y congelar el resto de extracto proteico
a -80°C.

Cuantificar el extracto proteico usando el Kit Pierce BCA Protein Assay

(Thermo Scientific).
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Protocolo de extraccion de proteinas citoplasmaticas y nucleares:

Usar un cuarto del testiculo de un ratén WT y todo el testiculo en caso de ser
mutante.

Afadir el fragmento a un tubo de 1,5 ml con 250-500 ul de tampdn de lisis
citoplasmica (100 mM HEPES pH 7,9, 15 mM MgCl,, 100 mM KCl suplementado
con 1X PIC (Roche Diagnostics).

Disgregar mecanicamente el tejido.

Centrifugar la suspension durante 20 minutos a 4°C a 11000g.

Transferir el sobrenadante (fraccién citoplasmica) a un nuevo tubo y almacenar
a -80°C.

Afadir 150 ul de tampdn de lisis nuclear (20 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,,
0,42M NaCl, 0,2 mM EDTA y 25% (v/v) de glicerol).

Resuspender el pellet nuclear y homogeneizar.

Dejar en agitacion durante 30 minutos a RT.

Centrifugar durante 5 minutos a 21000g.

Transferir el sobrenadante (fraccion nuclear) a un tubo nuevo y almacenar a

-80°C.

Determinar la concentraciéon de cada extracto proteico con el kit Pierce BCA

Protein Assay (Thermo Scientific)

Preparar un set estandarizado de proteinas conteniendo Albumina Standard (2
mg/ml). Hacer nueve diluciones entre el rango de 0 a 2000 pg/mL.

Preparar Working Reagent (WR) mezclando 50 partes del Reagent A con 1
parte del Reagente B.

Pipetear 10 ul de cada estandar y de los extractos proteicos en un pocillo de
una placa de 96 pocillos.

Anadir 200 ul de WR a cada pocillo y mezclar.

Cubrir la placa e incubar a 37°C durante 30 min.

Medir la absorbancia de cada muestra a 562 nm con un espectrofotometro.
Preparar una curva patrén con las absorbancias del set estandarizado de
proteinas.

Usar la curva patrdn para determinar la concentracion de cada muestra.
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3.2.5 Inmunoprecipitacion con crosslink

Es

una técnica mediante la cual se consigue purificar una proteina. Se une

covalentemente un anticuerpo contra la proteina de interés a unas bolas de

agarosa mediante un crosslink. Se incuba con el extracto proteico para que el

anticuerpo pueda unirse a la proteina de interés presente en la solucion.

Posteriormente se rompe el enlace entre la proteina y el anticuerpo y se analiza

la proteina mediante la técnica de Western Blot.

Protocolo siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Fischer Scientific):

3.2.5.1 Union del anticuerpo a las bolas de agarosa A/G

Preparar 2 ml de 1X Coupling buffer.

Afadir 20 ul del slurry (bolas de agarosa A/G y tampdn de almacenamiento) a
la columna.

Centrifugar la columna a 1000g x 1 min y descartar el flow-through.

Lavar el slurry con 200 pl de 1X Coupling buffer. Repetir este paso 2 veces.
Anadir 10 ug de anticuerpo a la columna.

Cerrar la columna e incubar a 20°C durante 1-4h u ON a 4°C.

Colocar la columna en un tubo de coleccidn, centrifugar a 1000g x 1 min
recoger el flow-through para verificar que el anticuerpo se ha unido.

Lavar las bolas de agarosa con 100 ul de 1X Coupling buffer.

Lavar las bolas de agarosa con 300 ul de 1X Coupling buffer dos veces.

3.2.5.2 Crosslink del anticuerpo con las bolas de agarosa

Preparar una solucion 10X de DSS (suberato de disucinimidil) en DMSO.

Diluir la solucion de DSS 1:10 en DMSO para obtener una solucién 2,5 mM DSS.
Anadir 5 ul de 20x Coupling buffer, 18 ul de 2,5 mM DSS 'y 77 ul de H20 a la
columna con las bolas de agarosa unidas al anticuerpo.

Cerrar la columna e incubar a 20°C durante 45 min.

Afadir 50 ul de Elution buffer, mezclar suavemente y centrifugar.

Guardar el flow-through para verificar el crosslink del anticuerpo.

Lavar las bolas de agarosa con 100 ul de Elution buffer dos veces.

Lavar las bolas de agarosa con 200 ul de IP Lysis.
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3.2.5.3 Pre-clearing del lisado con las bolas de agarosa A/G

Anadir 20 ul del slurry de bolas de agarosa a la columna.

Centrifugar la columna para eliminar el tampdn de almacenamiento.

Anadir 100 ul de 1X Coupling buffer en la columna, centrifugar y descartar el
flow-through.

Afadir 10 mg de lisado a la columna e incubar a RT durante 45 min en agitacion.
Centrifugar la columna. Descartar la columna y almacenar el flow-through

(extracto proteico).

3.2.5.4 Inmunoprecipitacion del antigeno

Lavar la resina 2 veces con Lysis buffer. Eliminar el flow-through cada vez.
Incubar el extracto proteico obtenido anteriormente (ver protocolo 3.4.1.3) con
las bolas de agarosa en rotacion ON a 4°C.

Poner la columna en un tubo colector y centrifugar 1 min 1000g. Guardar el
flow-through (lisado sin el antigeno).

Poner la columna en un nuevo tubo colector.

Anadir 200 ul de Lysis buffer y centrifugar. Hacerlo 2 veces para lavar la
columna. Guardar los lavados.

Lavar con 100 ul de tampdn de acondicionamiento 1X

Poner la columna en un tubo colector y afadir 10 ul de acido trifluoroacético
(TFA) al 0,25%, incubar 1 min y centrifugar.

Anadir 50 ul de 0,25% TFA, incubar 10 minutos a RT y eluir.

Proceder a la evaporacion del eluido con SpeedVac ON a 35°C (Thermo Fisher

Scientific) hasta que no haya liquido en el tubo colector.

3.2.6 Western Blot

Esta técnica se usa para detectar proteinas especificas en los extractos proteicos

de

las muestras de tejido. Después de la extracciéon proteica, se corren las

muestras en un gel de acrilamida separando las proteinas por su peso molecular

y se transfieren posteriormente a una membrana para poder detectar las proteinas

de interés con anticuerpos especificos.
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3.2.6.1 Preparacion del gel
— Preparar el molde del gel.
— Preparar el gel separador del porcentaje desead

la proteina estudiada (Tabla 3-23).

Tabla 3-23. Receta para preparar el gel separador

Tamafio proteina estudiada (kDa) 25-200
Porcentaje Acrilamida 8%
Agua Milli-Q (ml) 4,6

Acrilamida/Bis-acrilamida (30%/0,8% 2,6
w/v) (ml)

1,5M Tris (pH 8,8) (ml) 2,6
20% (w/v) SDS (ul) 50
10 % Persulfato de amonio 100
(APS) (ub)

Tetrametiletilenediamina (TEMED) (ul) 13

o dependiendo del tamano de

15-100 10-70 10-45

10% 12% 15%
3,8 3,2 2,2
3,4 4 5
2,6 2,6 2,6
50 50 50
100 100 100
13 13 13

— Poner 4,3 ml de la solucion de gel separador en el molde.

— Anadir 50 ul de isopropanol para eliminar las posibles burbujas.

— Dejar solidificar durante al menos 15 minutos.

— Preparar el gel concentrador de 4% (Tabla 3-24).
Tabla 3-24. Receta para preparar el gel concentrador

Componentes del gel concentrador 4%

Agua Milli-Q (ml)

0.5 M Tris pH 6,8 (ml)
Acrilamida/Bis-acrilamida (30%/0,8% w/v) (ml)
10 % APS

20% (w/v) SDS

TEMED

— Eliminar el isopropanol decantandolo y elimina
filtro.

— Anadir el gel concentrador y poner el peine.

Volumen
3 ml
1,25 ml
670 pl
50 ul

25 ul

6,5 pl

ndo los restos con papel de

— Dejar solidificar el gel concentrador unos 5-10 min.
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3.2.6.2 Preparacion de las muestras y electroforesis

— Diluir las muestras en el volumen necesario de Laemli 2X (tampdn de carga)
con B-mercaptoetanol hasta un total de 30 pl de volumen de muestra.

— Desnaturalizar las muestras a 95°C durante 5-10 minutos

— Colocar el gel en la cubeta de electroforesis y afiadir el Running Buffer (25 mM
Tris pH 8,8, 190 mM glicina, 0.1% SDS en agua Milli-Q) en el tanque.

— Cargar las muestras en el gel y correrlo a 120V durante 90 minutos.

3.2.6.3 Transferencia semiseca

— Transferir a membranas de PVDF (Bio-Rad) o Nitrocelulosa (Bio-Rad) usando

el Transblot Turbo System (Bio-Rad) durante 7 minutos a 25V/1,3A.

3.2.6.4 Incubacion de la membrana con los anticuerpos primario y
secundario

— Preparar el tampdn de bloqueo (20 mM Tris pH 7,4, 137 mM NaCl, 5% leche
desnatada en polvo, 0,1% Tween-20)

— Sumergir la membrana en TBS-T (20 mM Tris pH 7,4, 137 mM NaCl, 0,1% Tween-
20) en agitacion durante 60 min.

— Anadir el Anticuerpo primario (Tabla 3-25) diluido en TBS-T vy dejar en
agitacion ON a 4°C o 1 hora a RT.

— Retirar el anticuerpo primario y lavar la membrana con TBS-T durante 5 min a
RT en el agitador. Realizar este proceso 3 veces.

— Anadir el anticuerpo secundario (Tabla 3-26) diluido en TBS-T y dejar en
agitacion a RT durante 60 min.

— Retirar el anticuerpo secundario y lavar la membrana con TBS-T durante 5 min

a RT en el agitador. Realizar este proceso 3 veces.

3.2.6.5 Revelado de la senal

— Preparar el sustrato de deteccion (Clarity Western ECL, Bio-Rad) y afiadir 2 ml
a la membrana e incubar durante 5 min.

— Exponer la membrana en el Versadoc (Bio-Rad) para adquirir las imagenes.

Los geles pueden ser tefidos antes de transferir para evaluar la presencia de

proteinas mediante distintas tinciones:
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3.2.6.6 Tincion del gel con nitrato de plata
La tincion del gel de acrilamida con nitrato de plata se utilizo en el protocolo de
puesta a punto de la IP de TRIP13 para localizar la porcidon del gel que contenia la

proteina y poder cortar la banda para su analisis por MALDI-TOF.
Protocolo:

— Colocar el gel en un contenedor o bandeja de plastico.

— Incubar el gel en fijador (40% etanol, 10% acido acético, 50% agua Milli-Q)
durante 1h.

— Lavar el gel con agua Milli-Q durante 30 minutos.

— Sensibilizar el gel con 0,02% tiosulfato de sodio durante 30 minutos.

— Lavar el gel con agua Milli-Q durante 5 minutos 3 veces.

— Incubar el gel durante 20 minutos a 4°C con 2.5 g/L nitrato de plata

— Lavar el gel con agua Milli-Q durante 1 minutos dos veces.

— Poner el gel en una cubeta nueva. Lavar el gel en agua Milli-Q durante 1 minuto.

— Revelar el gel con 25% (w/v) carbonato de sodio, afadiendo 0,05%
formaldehido justo antes del uso durante 15 minutos.

— Lavar en agua Milli-Q durante 20 segundos.

— Parar la reaccion con 1.46% (w/v) EDTA sal disddica dihidrato durante 10
minutos.

— Lavar en agua Milli-Q 3 veces durante 5 minutos.

— Almacenar el gel en 1% acido acético a 4°C hasta su uso.

3.2.6.7 Tincion del gel con Coomassie G-250 (Bio-Rad)
La tincidn con azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad) se utiliza para tefir proteinas
en geles de poliacrilamida y se utilizé para comprobar si se realizé correctamente

el crosslink del anticuerpo de TRIP13 a las bolas de agarosa.
Protocolo:

— Lavar 3 - 5 min con agua Milli-Q.

— Fijar el gel con 40% metanol, 10% acido acético y 50% agua Milli-Q durante al
menos 1 h.

— Lavar el gel durante 10 min. en agitacidn con agua Milli-Q. Repetir 2 veces mas.

— Cubrir el gel con solucidn de tincion Coomassie (Bio-Rad).
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— Tefir el gel con agitacidn suave durante 1 hora.
— Lavar durante 30 min con agua Milli-Q. Repetir 2 veces mas.
— Revelar el gel.

— Guardar el gel en agua Milli-Q o en acido acético (1 - 2%).

3.2.6.8 Tincion del gel con SYPRO Ruby
La tincion de geles de poliacrilamida con SYPRO Ruby (Thermo Fisher Scientific)

permite detectar proteinas con tincion fluorescente.
Protocolo:

— Colocar el gel en un contenedor o bandeja de plastico.

— Fijar durante 30 minutos en 10% metanol, 7% acido acético.

— Retirar la solucién de lavado y cubrir el gel con SYPRO Ruby.

— Tedir el gel con continua y suave agitacion durante al menos 3 horas para
maxima sensibilidad. Se puede ver tincién en 30 - 90 minutos.

— Lavar el gel en 10% metanol 7% acido acético durante 30 - 60 min.

3.3 Técnicas histologicas

Los testiculos y ovarios se obtuvieron y se procesaron para conseguir cortes
histologicos con el fin de realizar andlisis mediante tinciones o
inmunofluorescencia. Lo primero que se realiza es una fijacidn para preservar la
integridad del tejido. Lo segundo, mediante la inclusidn, se sustituye el agua del
tejido por parafina. Por Ultimo, se secciona el tejido en cortes ultrafino en el
microtomo. Para poder tefir las muestras, previamente se tiene que desparafinar

e hidratar de nuevo la muestra.

3.3.1 Fijacion, inclusion y seccionado

3.3.1.1 Protocolo de fijacion e inclusion

— Preparar las soluciones fijadoras: 4% PFA (Paraformaldehido en PBS pH 7,4) y
fijador de Bouin (70% acido picrico, 25% formaldehido y 5% &cido acético
glacial).

— Extraer el érgano del ratén y sumergirlo en 1 ml de solucidn fijadora ON a 4°C.

— Lavar el tejido con PBS a 4°C dos veces durante 30 minutos.

— Sumergir la muestra en etanol 50% a 4°C durante 30 minutos.
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Sumergir la muestra en etanol 70% a 4°C durante 30 minutos. En este paso la
muestra se puede almacenar a 4°C durante unos meses.

Sumergir la muestra en etanol 85% durante 30 minutos a RT.

Sumergir la muestra en etanol 96% durante 30 minutos a RT.

Sumergir la muestra en etanol 100% durante 30 minutos a RT dos veces.
Sumergir la muestra en Histoclear Il (National Diagnostics) durante 30 minutos
a RT.

Poner el tejido en un cassette y sumergirlo en una solucidn de Histoclear II:
parafina (1:1) durante 45 minutos a 56°C.

Sumergir el cassette en parafina durante 2h a 56°C.

Sumergir el cassette en un segundo bano de parafina ON a 56°C.

Introducir un molde de metal y el cassette a 60°C en la maquina de inclusion
con parafina.

Abrir el cassette, transferir el tejido al molde e incluirlo en parafina orientando
bien el tejido en el molde.

Dejar solidificar el molde con el tejido en la zona fria de la maquina de inclusion.
Una vez el tejido y el bloque han solidificado, almacenar a 4°C hasta que se

proceda a realizar cortes en el microtomo.

3.3.1.2 Protocolo de seccionado

Seccionar las muestras a 7 um usando el microtomo (Reichert-Jung) con la
orientacion apropiada.

Transferir las secciones a la superficie de un bano precalentado a 45°C.
Depositar las secciones en un portaobjetos tratado con poli-L-Llisina.

Secar los portaobjetos ON a 37°C y almacenar a RT hasta su uso.

3.3.2 Protocolo de desparafinado y rehidratacion

Desparafinar los portaobjetos con tres lavados de xilol durante 5 minutos.
Rehidratar el tejido con un gradiente de lavados en etanol:

o 100% etanol dos veces 3 minutos.

o 96% etanol dos veces 2 minutos.

o 70% etanol durante 2 minutos.

o Agua destilada durante 2 minutos.
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3.3.3 Tincion con PAS-Hematoxilina

Para observar las estructuras y morfologia de las secciones histoldgicas,
previamente se desparafinaron y rehidrataron, para proceder a realizar la tincién

de PAS-Hematoxilina.

3.3.3.1 Protocolo de tincion:
— Oxidar el tejido con 1% acido periddico en agua destilada durante 10 minutos.
— Lavar dos veces con agua destilada durante 3 minutos.
— Incubar las preparaciones con el reactivo de Schiff durante 10 minutos en
oscuridad.
— Lavar dos veces con agua sulfurosa (10% metabisulfito potasico, 0,1M HCL en
agua Milli-Q) durante 3 minutos.
— Lavar con agua destilada durante 2 minutos
— Tefiir con Hematoxilina (Merck) durante 1 minuto.
— Lavar con agua corriente para eliminar el exceso de hematoxilina durante 1
minuto.
— Deshidratar el tejido con un gradiente de lavados en soluciones con
concentraciones crecientes de etanol:
o 70% etanol durante 2 minutos.
o 96% etanol dos veces 2 minutos.
o 100% etanol dos veces 3 minutos.
o Xileno tres veces durante 5 minutos.
— Poner una gota de medio de montaje DPX (Merck) en cada seccidn y afiadir un
cubreobjetos.

— Dejar secar y almacenar a RT hasta su analisis.

3.3.4 Test de TUNEL

Para detectar y cuantificar células en apoptosis en secciones se uso el test de
TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit con fluoresceina, Roche Diagnostics). Este
ensayo se basa en la formacion de DSBs originados por la muerte celular
programada, los cuales se pueden identificar gracias a que la transferasa
deoxinucleotidil terminal, o TdT, catalizara la adicién de dUTPs marcados a los

extremos de dsADN.
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Protocolo:

— Desparafinar y rehidratar las muestras con el protocolo descrito previamente
(Ver protocolo desparafinado y rehidratacion 3.5.2).

— Lavar con 1X PBS durante 2 minutos a RT.

— Permeabilizar el portaobjetos en 1X PBS con 0,5% Triton X-100 durante 15 min.

— Lavar con 1X PBS durante 2 minutos dos veces.

— Afadir 100 ul de solucidon de DAKO en cada portaobjetos para reducir el
background e incubar durante 15 minutos a RT.

— Lavar con 1X PBS durante 2 minutos.

— Anfadir 5-10 pl de reaccion de TUNEL en cada seccion.

— Incubar durante 1h a 37°C en la cdmara himeda.

— Lavar con 1X PBS durante 5 minutos tres veces.

— Montar con 15 ul de DAPI y poner un cubreobjetos y almacenar hasta su
andlisis.

3.3.5 Inmunofluorescencia sobre secciones histologicas

Para observar las proteinas de interés se utilizo la técnica de inmunofluorescencia

indirecta, que consiste en la deteccion de la molécula diana con un anticuerpo

primario y un anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo dirigido contra

el anticuerpo primario.

Protocolo:
— Desparafinar y rehidratar el tejido siguiendo el protocolo explicado
previamente (Ver protocolo desparafinado y rehidratacion 3.5.2).

— Proceder a la exposicidn del antigeno.

3.3.5.1 Exposicion del antigeno

— Precalentar el bafio con un coplin jar con una solucidon de citrato de sodio (10
mM de citrato de sodio, 0,05% Tween-20 en agua Milli-Q pH=6) a 95-100°C.

— Sumergir las muestras en la solucidon de citrato de sodio en el coplin jar e
incubar durante 20-40 minutos.

— Retirar el coplin jar y dejar enfriar durante 20 minutos.
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3.3.5.2

Inmunofluorescencia

Proceder al bloqueo de las preparaciones con solucion de bloqueo (0,2% BSA,
0,2% gelatina, 0,05% Tween-20 en 1X PBS) durante 15 minutos a RT en agitacion
Diluir el anticuerpo primario (ver Tabla 3-25) en solucidén de bloqueo.

Afiadir 100 ul de la solucidn con el anticuerpo primario sobre cada portaobjetos
y cubrirlo con Parafilm.

Incubar las preparaciones a 4°C ON, o a 37°C durante 1h, en una camara
humeda.

Lavar las preparaciones con solucion de bloqueo durante 3 minutos 4 veces.
Diluir el anticuerpo secundario (ver Tabla 3-26) en solucidn de bloqueo.
Afadir 100 pl de la solucidon con el anticuerpo secundario sobre cada
portaobjetos y cubrirlo con Parafilm.

Incubar durante 1h a 37°C en una cadmara himeda.

Lavar las preparaciones con solucion de blogueo durante 3 minutos 4 veces.
Dejar secar las preparaciones a RT y poner 15 ul de 0,1 ug/ml DAPI en
Vectashield y cubrirlo con un cubreobjetos.

Almacenar las muestras a 4°C o a -20°C si no se van a observar en un plazo

corto de tiempo.

Tabla 3-25. Anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpos Hospedador  Dilucion Referencia Proveedor
primarios IF/WB
53BP1 Conejo 1:100/- Ab21083 Abcam
53BP1 Ratén 1:100/- MAB3802 Merck
H1T Conejo 1:200/- Donado por
de indias M.A Handel
HORMAD1 Conejo 1:100/1:1000 67091-1-Ig Abcam
HSPA2 Conejo 1:100/1:1000 PA5-81895 Invitrogen
Ku70 Conejo 1:100/- ab92450 Abcam
Mad2l2 (REV7) Conejo 1:100/1:1000 ab180579 Abcam
YH2AX (Ser139) Raton 1:400/- 05-636 Millipore
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pPLK1 (T210) Mouse 1:100/- 558400 BD
Pharmingen
RADS51 Conejo 1:200/- PC130-100UL Millipore
RPA32/RPA2 Rata 1:100/- CST2208S Cell
Signalling

RPA32/RPA2 Conejo 1:100/- ab10359 Abcam

SYCP1 Conejo 1:200/1:1000 ab15090 Abcam

SYCP3 Raton 1:200/- ab97672 Abcam

SYCP3 Conejo 1:200/- ab15093 Abcam

TRIP13 Conejo 1:200/1:2500 19602-1-AP Proteintech

Histona H3 Ratén -/1:5000 ab24834 Abcam

B-Tubulina Conejo -/1:5000 ab108342 Abcam

Tabla 3-26. Anticuerpos secundarios utilizados
Anticuerpos secundarios | Dilucion Referencia Casa comercial
IF/WB

FITC anti-raton 1:200/- AB_2338589 Jackson
ImmunoResearch
Europe

FITC anti-conejo 1:200/- AB_2337972 Jackson
ImmunoResearch
Europe

Cy3 anti-raton 1:200/- AB_2340813 Jackson
ImmunoResearch
Europe

Cy3 anti-conejo 1:200/- AB_2307443 Jackson
ImmunoResearch
Europe

Alexa Fluor 594 anti- | 1:200/- A-21207 Invitrogen

conejo

Cy5 anti-conejo 1:200/- AB_2340607 Jackson
ImmunoResearch
Europe
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HRP anti-conejo -/1:10000 1706515 Bio-Rad

HRP anti-raton -/1:10000 1706516 Bio-Rad

3.4 Técnicas citologicas

3.4.1 Extensiones de espermatocitos en fresco

Para estudiar los espermatocitos de ratdn se pueden preparar extensiones a partir

de testiculos extraidos en fresco. Debido a que la membrana plasmatica y la

envoltura nuclear sigue siendo funcional en estas células, se les tiene que hacer

un tratamiento hipotdnico con sacarosa para poder expandir el volumen celular.

Protocolo:

Extraer los testiculos, decapsularlos y transferirlos a un tubo con 10 ml de
GBSS con 0.5 mg/ml colagenasa.

Incubar 15 minutos a 33°C, moviendo vigorosamente cada 5 minutos hasta
que se deshagan los testiculos y se separen los tubulos seminiferos.

Dejar sedimentar los tubulos durante 3-4 minutos y quitar el sobrenadante.
Lavar dos veces los tubulos con 10 ml de GBSS. Centrifugar a 2400 rpm
durante 3 minutos.

Resuspender los tibulos en 10 ml de GBSS con 0,5mg/ml tripsina y 1 ug/ml
DNAsa 1.

Incubar 12 minutos a 33°C agitando cada 5 minutos.

Resuspender las células pipeteando 3 minutos para disolver los agregados
celulares.

Inhibir la tripsina afiadiendo 0,5 ml de suero fetal bovino (FBS).

Filtrar la suspension celular con un filtro de 70 um.

Separar la suspensidn en 6 tubos Eppendorf, centrifugar a 1000g durante 5
minutos a y retirar el sobrenadante.

Anadir 80 ul de sacarosa 100 mM en cada tubo, resuspender bien durante
2-3 minutos.

Afadir 20 ul de la suspension celular con sacarosa a los portaobjetos.
Anadir 65 ul de 1% PFA (en agua Milli-Q pH 9,2-9,4; 0,1% Triton X-100) en
los portaobjetos.

Incubar durante 2h a RT en cdmara himeda.
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— Dejar secar los portaobjetos al aire.
— Lavar 4 veces con 1% PhotoFlo (Kodak).

— Almacenar los portaobjetos una vez estén secos a -80°C hasta su uso.

3.4.2 Extensiones de espermatocitos a partir de muestras
congeladas

El estudio de espermatocitos de raton también se puede hacer a partir de material
congelado, lo cual permite su almacenamiento a largo plazo. Al congelar el tejido,
el agua del citoplasma se congela, por lo que la membrana plasmatica ya no es
funcional, y se hace el tratamiento con un detergente, Lipsol en este caso, para

expandir el volumen de la célula.

Protocolo:

— Cortar un trozo de testiculo congelado con un bisturi, un cuarto de un ratdn
adulto salvaje, o un testiculo entero en caso de que fuera mutante.

— Afadir 25 ul de 1X PBS frio suplementado con 1X PIC (Roche Diagnostics).

— Desmenuzar el trozo de testiculo con un bisturi durante 2-3 min.

— Anfadir hasta 125 pl de 1X PBS a la suspensidn celular.

— Transferir la suspension celular a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y dejar
sedimentar durante 15 minutos en hielo.

— Distribuir 25 ul de la suspension celular en los portaobjetos previamente
preparados en una camara humeda.

— Anfadir 80 ul de 1% Lipsol en la suspension celular y esperar de 15 a 20 minutos.

— Anadir 150 ul de fijador (1% PFA en agua Milli-Q pH 9,2-9,4; 0,15% Triton X-100
y 1X PI). Escampar la solucién por todo el portaobjetos sin mezclar.

— Incubar la suspensidon en la cdmara hdmeda a RT durante al menos 2 horas.

— Dejar secar las preparaciones una vez terminada la incubacion.

— Lavar las preparaciones con 1% Photoflo (Kodak) 4 veces durante 2 minutos.

— Dejar secar las preparaciones al aire y almacenar a -80°C hasta su uso.
3.4.3 Preparaciones de espermatocitos en squash

Las preparaciones de squash preservan la integridad de la célula conservando su

volumen.
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Protocolo a partir de material congelado:

Cortar una pequefia porcion del testiculo congelado con un bisturi.

Disgregar el tejido con el bisturi en 30 ul de solucion de fijacion (2%
Paraformaldehido, 0,05% Triton X100 en PBS, pH=9,4) durante 10 minutos a RT.
Afadir 6 pl de la suspension celular en cada portaobjetos.

Con un cubreobjetos, ponerlo encima de la suspension y aplicar presién encima
de las células.

Sumergir el portaobjetos en nitrégeno liquido.

Almacenar las preparaciones a -80°C.

A las preparaciones de extensiones en fresco, extensiones en Lipsol y
extensiones en squash se marcaron con inmunofluorescencia para detectar
proteinas en los espermatocitos siguiendo el protocolo explicado

anteriormente (ver seccion 3.5.5.2).

3.4.4 Tratamiento con DNAsa |

Se hizo un tratamiento con DNAsa | en extensiones de espermatocitos en lipsol

para corroborar que las fusiones de los extremos de los cromosomas involucraban

uniones mediadas por ADN.

Protocolo:

Cortar un trozo de testiculo congelado con un bisturi en una placa de Petri.
Afadir 25 ul de 1X GBSS frio (pH 7,4) suplementado con 1X PIC (Roche
Diagnostics).

Desmenuzar el tejido durante 2-3 min.

Afadir hasta 125 ul de 1X GBSS a la suspension.

Transferir la suspension celular a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y dejar
sedimentar durante 15 minutos en hielo.

Distribuir 25 ul de la suspension celular en los portaobjetos previamente
preparados en una cdmara himeda.

Anadir 80 ul de 1% Lipsol diluido en GBSS suplementado con 10U de DNAsa |
al portaobjetos durante 2h a 37°C. Preparar un portaobjetos control al que no

se le suplemente DNAsa | al GBSS.
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ARadir 150 ul de fijador (1% Paraformaldehido en agua Milli-Q pH 9,2-9,4,
0,15% Triton X-100 y 1X PIC).

Incubar la suspension en la cdmara himeda a 37°C durante 2 horas.

Dejar secar las preparaciones una vez terminada la incubacién.

Lavar las preparaciones con 1% Photoflo (Kodak) 4 veces durante 2 minutos.

Dejar secar las preparaciones al aire y almacenar a -80°C hasta su uso.

3.4.5 Cultivo de células de testiculo con el inhibidor de

TRIP13 DCZ0415

Se hizo un tratamiento con el inhibidor de TRIP13, DCZ0415, en células de testiculo

de ratdn adulto in vitro durante 24h para evaluar su efecto en la meiosis.

3.45.1 Extraccion de células

Extraer los testiculos, decapsularlos y transferirlos a un tubo con 10 ml de
GBSS con 0,5 mg/ml colagenasa.

Incubar 15 minutos a 33°C, moviendo vigorosamente cada 5 minutos hasta que
se deshagan los testiculos y se separen los tubulos seminiferos.

Dejar sedimentar los tdbulos durante 3-4 minutos y quitar el sobrenadante.
Lavar dos veces los tUbulos con 10 ml de GBSS. Centrifugar a 2400 rpm
durante 3 minutos.

Resuspender los tubulos en 10 ml de GBSS con 0,5mg/ml tripsina y 1 pug/ml
DNAsa I.

Incubar 12 minutos a 33°C agitando cada 5 minutos.

Resuspender las células pipeteando 3 minutos para disolver los agregados
celulares.

Inhibir la tripsina afiadiendo 0,5 ml de suero fetal bovino (FBS).

Filtrar la suspension celular con un filtro de 70 um.

Una vez se ha obtenido la suspension celular, centrifugar a 1000g durante 5
minutos.

Resuspender el pellet en medio de cultivo aMEM (Sigma-Aldrich).

Contar el nimero de células con una cdmara de Neubauer.

Diluir la suspension celular para obtener una solucién con una concentracién

de 2,5x10°¢ células/mL.
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3.4.5.2 Cultivo de células con el inhibidor DCZ0415 en una placa de 24

pocillos

— En los pocillos seleccionados para realizar el tratamiento, cultivar 2,5x10°
células/ml de oaMEM suplementado con el inhibidor DCZ0415 a la
concentracion de 15 uM o 20 uM (diluido en DMSO para preparar el stock). En
los pozos control, cultivar 2,5x10° células/ml en aMEM con el volumen
equivalente de DMSO.

— Incubar a 33°C, 5% CO; durante 24h.

— Recoger el contenido de cada pozo y depositarlo en un tubo de 1,5ml.

— Centrifugar durante 3 minutos a 3000 rpm. Descartar el sobrenadante.

3.4.5.3 Extensiones de espermatocitos cultivados

— Resuspender el pellet de cada tubo en 20 ul de sacarosa 100 mM.

— Transferir los 20 pl de la suspension celular en un portaobjetos con 40 ul de
solucion de fijacion (1% Paraformaldehido, 0,15% Triton X100, con PIC en agua
Milli-Q, pH 9,2-9,4).

— Fijar durante 2h a RT en cdmara himeda.

— Abrir la cdmara himeda y dejar secar los portaobjetos.

— Lavar 4 veces con 1% PhotoFlo (Kodak).

— Almacenar una vez esté seco a -80°C hasta su uso.

— Dejar secar las preparaciones al aire y almacenar a -80°C hasta su uso.

3.5 Microscopia, procesamiento de datos vy
estadistica

Las preparaciones tefidas con PAS-Hematoxilina se observaron en un
microscopio de campo claro Zeiss Axioskop y las imagenes fueron capturadas con

una camara ProgRes Jenoptik mediante el software ProgRes Capture Pro-2.7.7.

Las preparaciones tenidas fluorescentemente se observaron con un microscopio
Axiophot (Zeiss) y las imagenes fueron capturadas con una camara Point Gray
Research, Inc) mediante el software ACO XY Software (A. COLOMA Open

Microscopy).
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Todas las imagenes se han procesado con el software Adobe Photoshop. La
intensidad de la fluorescencia se ha cuantificado con el software ImagedJ. Las
sefales contadas de fluorescencia se han contado manualmente en el software

Adobe Photoshop o con el software ImageJ.

El andlisis estadistico y generacion de graficos se ha hecho utilizando el software

GraphPad Prism 5.
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4.1 Localizacion de TRIP13 durante la
espermatogénesis

En células somaticas de mamifero, TRIP13 se encuentra enriquecido en los
cinetocoros lo cual se ha relacionado con su funcién en la regulacién del SAC
(Tipton et al.,, 2012; K. Wang et al., 2014). En células meidticas de levadura, la
mayoria de Pch2 se encuentra localizada en el nucleolo durante la profase
meidtica y una pequefia fraccion colocaliza con el SC formando foci (San-Segundo
& Shirleen Roeder, 1999). En gusanos y plantas, Pch2 se carga en el complejo a
medida que la sinapsis progresa y desaparece del SC en diploteno (Deshong et al.,
2014; Miao et al., 2013). Pero en ratdén poco se sabe de la localizacién de TRIP13

durante la profase meidtica.

Para entender mejor las funciones de TRIP13 en la meiosis de ratdn, se examind
su localizacion en secciones histoldgicas de testiculo. Se hizo una
inmunolocalizacion de TRIP13 en secciones de testiculo de ratones WT con la
contra tincion DAPI, la cual sirve para marcar ADN nuclear (Chazotte, 2011). En
los ratones WT se pueden observar los distintos estadios de la espermatogénesis
en secciones histoldgicas de tubulos seminiferos de testiculo. En la base de los
tubulos seminiferos se encuentran las espermatogonias, en la siguiente capa los
espermatocitos y en las capas proximas a luz del tdbulo, las espermatidas
redondas y las elongadas. En los testiculos de ratones WT, la sefial de TRIP13
aparecio especialmente intensa en el citoplasma de los espermatocitos, si bien se
observd también una sefal nuclear en forma de foci (Figura 4-1A). En levadura,
Pch2, ademas de en el nicleo, también se localiza en el citoplasma (Herruzo et al,,
2021). También hubo expresién de TRIP13 en las células postmeidticas (Figura 4-
1A).

Para confirmar la localizacion de TRIP13 dentro de las células de testiculo, se Lllevd
a cabo un fraccionamiento para separar las fracciones nuclear y citoplasmica del
extracto de proteinas de testiculo y se analizd mediante WB con un anticuerpo
contra TRIP13. La banda de TRIP13 en el extracto proteico de WT aparecio
alrededor de 50 kDa. También aparecié una segunda banda, que posiblemente

marque modificaciones postraduccionales. El andlisis revelé que TRIP13 se
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localiza tanto en la fraccion nuclear como en la fraccion citoplasmica. Se usé la
histona H3 como control de la fraccidn nuclear y Tubulina como control de la
fraccion citoplasmatica (Figura 4-1B). Estos resultados indican que TRIP13 se

localiza en el citoplasma y en el ndcleo de las células de testiculo de raton.

B FT. FN FC FT  FN  FC FT FN  FC
S0kDa - S e S S0kDa- S - .. -
: -
TRIP13 Tubulina Histona H3

Figura 4-1. TRIP13 se localiza en el nucleo y citoplasma de los espermatocitos WT. A) Sefial
de TRIP13 localizada en espermatocitos WT ademas de en las células postmeidticas. La imagen
magnificada en el recuadro muestra dos espermatocitos con sefal de TRIP13 tanto en el
citoplasma como en el nicleo. Barra de escala equivale a 20 um. B) Western Blot contra TRIP13,
Tubulina y la histona H3 en extractos proteicos de fraccidn total de proteinas de testiculo (FT),
fraccion nuclear (FN) y fraccidn citoplasmica (FC). TRIP13 se encuentra por debajo de la marca
de 50 kDa, por lo que se esperaria de su peso molecular de 49 kDa. Se observa que TRIP13 se
localiza en ambas fracciones mientras que la mayor parte de Tubulina se encuentra en la
fraccion citoplasmatica y la histona H3 en la fraccion nuclear.

Ademas de la localizacion de TRIP13 en secciones de testiculo, se analizd en mas
detalle su localizacidn en extensiones de espermatocitos de ratones WT mediante
inmunofluorescencia doble contra TRIP13 y SYCP3, para marcar los ejes
cromosomicos. En espermatocitos WT, TRIP13 aparecié en las porciones
sinapsadas en cigoteno tardio, y también en paquiteno temprano, cuya sefal es
mas evidente (Figura 4-2). Esta localizacion es compartida con los ortdlogos de
TRIP13. Esta localizacion de TRIP13 en las porciones sinapsadas podria explicar la
funcion de TRIP13 regulando la composicion del eje cromosémico durante la
profase meidtica (Roig et al., 2010; Wojtasz et al., 2009). Ademas de la localizacion
en las regiones sinapsadas del SC, TRIP13 también se encontrd preferentemente
situada en los teldmeros durante toda la profase meidtica, desde leptoteno hasta
diploteno, siendo esta sefial telomérica mucho mas intensa que la que se encuentra
en el complejo (Figura 4-2). Esta localizacion de TRIP13 en los teldmeros parece
exclusiva de mamiferos ya que no se habia descrito en ninglin otro organismo

modelo.
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Leptoteno Cigoteno Paquiteno Diploteno

TRIP13

Figura 4-2. TRIP13 se localiza en los teldmeros y en las porciones sinapsadas del SC en
cigoteno tardio y paquiteno temprano. Doble IF contra SYCP3 (verde) y TRIP13 (rojo) en
extensiones de espermatocitos WT desde leptoteno a diploteno. Desde leptoteno hasta
diploteno se observa una sefial muy intensa de TRIP13 localizada en los telémeros de los
cromosomas homdlogos. A partir de cigoteno tardio y sobre todo en paquiteno temprano
ademas de la sefial en los teldmeros también se observa una colocalizacion de TRIP13 sobre
los ejes sinapsados formando foci. Barra de escala equivale a 10 um.

4.2 Nuevos modelos murinos para estudiar las
funciones de TRIP13 en la profase meidtica

En este trabajo hemos analizado en mas detalle algunas de las funciones de TRIP13
como la reparacién de los DSBs y su funcién en la sinapsis de los cromosomas
homodlogos y para ello, hemos utilizado distintos métodos y estrategias. Hemos
usado los mutantes hipomdrficos Trip13me¥mody Trip13s¢v/s¢". Hemos caracterizado
por primera vez los modelos murinos Trip137- y Trip13ATP2saPead y también hemos
realizado un tratamiento farmacoldgico in vivo e in vitro con el inhibidor de TRIP13
DCZ0415 para evaluar los efectos de la inhibicion de TRIP13 durante la profase

meiodtica.

4.2.1 Caracterizacion fenotipica del mutante Trip13--

Para estudiar la funcion de TRIP13 en la meiosis de raton, histéricamente se han
usado dos alelos mutantes hipomoérficos de Trip13 (X. Li & Schimenti, 2007; Roig
et al,, 2010). Los dos mutantes de Trip13 fueron generados a partir de lineas ESCs

que contenian alelos mutados por la insercion de un gene-trap en el segundo

74



(Trip13°€H9%21) o tercer intrén (Trip13RRE%7) de la secuencia del gen (X. Li & Schimenti,
2007; Roig et al,, 2010). Estas mutaciones permiten estudiar el defecto de la
expresion de Tripl13 con distinta penetrancia. Mientras que el alelo Trip13RRE%7 (o
Trip13m™9) presenta menos expresion del gen que el alelo salvaje, el alelo
Trip13¢H9%¢21 (o Trip13%¢") consigue reducir casi por completo la expresion del gen.
Ambas mutaciones en homocigosis confieren esterilidad (X. Li & Schimenti, 2007,
Roig et al.,, 2010). El alelo severo no estaba disponible en nuestra colonia de
ratones, y solo se disponia de material congelado Es por ello que en colaboracién
con el laboratorio del Dr. Marcos Malumbres (CNIO), se generd el alelo constitutivo

Trip13~.

Mediante la tecnologia CRIPSR/Cas9, se generd el alelo mutante con una delecidon
de 13 pb en el segundo exdn de la secuencia de TRIP13, causando una mutacion
por cambio del marco de lectura y una produccion truncada de la proteina (Figura
4-3A). Para comprobar la reduccion de la expresion de TRIP13 en los testiculos de
los ratones mutantes, se analizé mediante WB en un extracto de proteinas de
testiculo de ratén adulto Trip137 y se compard con extractos de testiculo de
ratones Trip13m9mdy WT. Los testiculos de los ratones Trip13” presentaron una
ausencia completa de proteina (Figura 4-3C). Comparando la expresion de TRIP13
en el alelo moderado, se observd que éste expresd una cantidad leve de TRIP13
comparada con los ratones WT (Figura 4-3C), tal y como se describid previamente
(Roig et al., 2010). Estos datos confirman que la expresion de TRIP13 en el mutante
moderado se reduce significativamente y no se detecta expresion de la proteina en

los testiculos del mutante Trip13~-.

También se comprobd la reduccion de la expresion de TRIP13 en los mutantes
mediante una inmunofluorescencia contra TRIP13 y DAPI en secciones de
testiculos Trip13m°#medy Trip13~-. En homocigosis, la mutacidon hipomdrfica del
alelo moderado hace que, a pesar de reducir la expresion de TRIP13 en la mayoria
de las células, algunos espermatocitos posean suficiente cantidad de proteina
como para realizar las funciones de TRIP13 correctamente. A estos espermatocitos
se les llama escapers (Roig et al., 2010). En las secciones de testiculos Trip13me#/mod
se observd que los espermatocitos situados cercanos a la luz del tubulo

presentaron sefial de TRIP13 tanto en el citoplasma como en el nlcleo (Figura
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4-4A). Esta cantidad de TRIP13 seria suficiente como para realizar sus funciones
con normalidad y asi progresar hasta la luz del tdbulo. En cambio, la mayor parte
de espermatocitos de la base del tibulo no presentaron sefial (Figura 4-4A). En las
secciones de testiculo Trip137~ no hubo ninguna sefial detectable de TRIP13 en

ningln espermatocito, confirmando la ausencia de TRIP13 (Figura 4-4B).
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Figura 4-3. Los ratones Trip137- presentan una ausencia total de expresion de TRIP13. A)
Representacidn esquematica de la mutacion introducida mediante CRISPR/Cas9, que consiste
en la delecién de 13 pb en el segundo exdn de la secuencia del gen para generar el mutante
constitutivo Trip137-. B) Genotipado por PCR de ratones WT (+/+), heterocigoto (+/-) y
homocigoto (-/-) para la mutacién en Trip13. Se detecta una banda a 360 pb para el alelo WT y
una banda a 347 pb para el alelo mutante. C) Analisis por WB de extractos proteicos de testiculo
procedentes de ratones adultos de WT, Trip13™mdy Trip13~- con el anticuerpo frente a TRIP13.
La banda de TRIP13 aparece alrededor de 50 kDa. En el alelo moderado se observa una
reduccidon de la cantidad de proteina y en el alelo nulo no se detecta expresién de TRIP13.
También se muestra la tincién con Ponceau como control de carga.
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Se hizo una inmunofluorescencia contra TRIP13 y SYCP3 en extensiones de
espermatocitos de ambos mutantes para corroborar la reduccion de la expresion
de TRIP13. En el mutante Trip13m°¥md se encontraron dos poblaciones de
espermatocitos con distinta sefial de TRIP13, como en las secciones de testiculo.
Un grupo de espermatocitos expresdo TRIP13 de manera parecida a como lo
hicieron los espermatocitos WT (Figura 4-2). TRIP13 se localizd en los telomeros
de espermatocitos en leptoteno, cigoteno y paquiteno. Estas células también
presentaron sefal en el SC, aunque la sefial de TRIP13 fue mas tenue que en los
espermatocitos WT (Figura 4-5A). Otra poblacién de espermatocitos no
presentaron TRIP13 ni en teldmeros ni en las regiones sinapsadas (Figura 4-5B),
evidenciando que hay una reduccidn significativa en la expresion de TRIP13 en este
mutante (Roig etal, 2010). En el caso de los espermatocitos Trip13” no
presentaron sefial de TRIP13, acorde con la nula expresion de la proteina detectada
por WB y la ausencia de sefial de TRIP13 en la secciones de testiculo, indicando
que no hay expresion de la proteina en el mutante (Figura 4-6). Estos resultados
indican que en el mutante Trip13m°%m°d se reduce la expresion de TRIP13 y ésta es

nula en los testiculos del mutante Trip13~.
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TRIP13

Figura 4-4. Hay ausencia de expresion de TRIP13 en los testiculos del mutante Tripl13~-.
Inmunofluorescencia contra TRIP13 (rojo) y DAPI (azul). A) Sefial de TRIP13 en secciones de
testiculo Trip13m°¥/m°d en los que se observa como los espermatocitos que se encuentran en la
luz del tdbulo, los escapers, presentan abundante sefial de TRIP13. La mayoria de
espermatocitos en la base del tdbulo no presentan sefial de TRIP13. La imagen magnificada en
el recuadro muestra cuatro espermatocitos con sefial de TRIP13 en el citoplasma y nicleo.
Barra de escala equivale a 20 um. B) Ausencia de sefial de TRIP13 en los tubulos seminiferos
del ratdn Trip13~-. La imagen magnificada en el recuadro muestra cinco espermatocitos sin
sefial de TRIP13.

Para analizar los efectos de la deplecién de Tripl13 en la espermatogénesis de
ratdn, se llevaron a cabo analisis histoldgicos en testiculos de mutantes Trip137/-y
se compard con secciones de ratones WT. Uno de los primeros indicadores de que
una mutacion compromete la espermatogénesis es un menor tamafio de los
testiculos (Romanienko & Camerini-Otero, 2000). Los testiculos del mutante
Trip13~- fueron significativamente mas pequefios que los de los ratones WT (Figura
4-T) (TW/BW (Testis weight/Body weight) 0,68% + 0,02, media + SD, N=3 en WT;
0,16% + 0,01 N=3 en Trip137/-; p<0,0001, T de Student), indicando un bloqueo en la

espermatogénesis.

Analizando las secciones histoldgicas de los tibulos seminiferos mediante tincién
de PAS-Hematoxilina en ratones WT, se pueden observar los distintos estadios de
la espermatogénesis. En la base de los tubulos se encuentran las espermatogonias,
en el siguiente nivel se sitlan los espermatocitos y en la luz del tubulo seminifero

las espermatidas redondas y elongadas (Figura 4-7A) (Ahmed & de Rooij, 2009).
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Figura 4-5. Localizacién de TRIP13 en espermatocitos Trip13™°¥md Doble IF contra SYCP3
(verde) y TRIP13 (rojo) en extensiones de espermatocitos Trip13m%m? desde leptoteno a
paquiteno. A) Imagenes representativas de la poblacién de espermatocitos que presentan
sefial de TRIP13. La sefial se encuentra localizada en los teldmeros de los espermatocitos de
leptoteno a paquiteno-like. En los espermatocitos en paquiteno-like se puede ver la sefal
localizada en el SC en algunos bivalentes. La sefial de teldmeros y la del SC es mas tenue que
la encontrada en espermatocitos WT. B) Imagenes representativas de la poblacién de
espermatocitos sin de sefial de TRIP13 de leptoteno a paquiteno-like. Barras de escala
equivalen a 10 um.
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Figura 4-6. Localizacion de TRIP13 en espermatocitos Trip13~-. Doble IF contra SYCP3 (verde)
y TRIP13 (rojo) en extensiones de espermatocitos Trip137- desde leptoteno a paquiteno-Llike.
Se puede observar una ausencia total de sefal de TRIP13 en los espermatocitos. Barra de
escala equivale 10 pm.

En las secciones histoldgicas del testiculo del mutante Trip137- solo se pudieron
observar espermatogonias y espermatocitos y no hubo presencia de ningln estadio
mas tardio. El mutante Trip137- presentd bloqueo en el estadio IV, que corresponde
a espermatocitos que se encuentran en estadio de paquiteno (Figura 4-7A). La
afectacion producida en este mutante de Tripl3, igual que en los mutantes
hipomarficos anteriormente descritos (Roig et al., 2010), provocé su esterilidad y
la incapacidad de producir espermatozoides. Estas observaciones indican que

TRIP13 es indispensable para completar la espermatogénesis.

Se estudio la presencia de células apoptdticas en los testiculos de los ratones
mutantes mediante el test de TUNEL (Figura 4-7B). Los testiculos Trip13”
presentaron un mayor numero de células apoptdticas por tubulo (Figura 4-7D)
(p<0,0001, T de Student) y mayor porcentaje de tubulos con células apoptdticas
(9,3% en WT vs. 41,6% en Trip137/~; p<0,0001, Fisher test). Estos resultados indican

que TRIP13 es necesaria para la viabilidad de los espermatocitos.
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Figura 4-17. Los testiculos de los ratones Trip13~- presentan mds apoptosis que los testiculos
de los ratones control. A) Tincion de PAS-Hematoxilina en secciones de testiculo de ratones
WT y Trip13~-. En las secciones del mutante Trip137- se observa bloqueo en el estadio IV. B)
Tincién de TUNEL en secciones de testiculo de ratones WT y Trip13~-. La presencia de células
apoptdticas se marca en color verde. La barra de escala equivale a 20 um. C) Comparacion de
tamafio entre los testiculos de ratones WT y Trip13~-. D) Gréfico que muestra el recuento de
células TUNEL positivas por tibulo en testiculos WT y Trip137-. Se presentan las medias y la
SD. La N corresponde al nimero de tibulos analizados. Analisis T de Student.

La ovogénesis también se vio afectada en las hembras mutantes de Trip13~-.
Durante el desarrollo fetal se completa la profase de la meiosis | y los ovocitos se
mantienen bloqueados en dictioteno hasta el nacimiento. Después de producirse
una muerte masiva de ovocitos, los que sobreviven forman los foliculos
primordiales cuando son rodeados por una capa de células del estroma ovarico.
Estos foliculos primordiales seran reclutados a lo largo de la vida reproductiva de
la hembra. Mientras que las hembras WT adultas presentaron foliculos en distintos
grados de desarrollo, las hembras Trip137- presentaron una ausencia completa de
foliculos, (Figura 4-8) como ya se habia descrito previamente en los ovarios de las
hembras Trip13>¢" (Roig et al., 2010). Un bloqueo completo en la foliculogénesis
es tipico de mutantes que no pueden reparar los DSBs (Di Giacomo et al., 2005),
indicando que TRIP13 es necesaria para que se produzca una correcta

foliculogénesis.
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Figura 4-8. Anélisis histolégico de secciones de ovario de hembras WT y Trip13~/-. Tincién PAS-
Hematoxilina de secciones de ovario de una hembra adulta WT y una Trip13-. Nétese que el
ovario WT muestra distintos foliculos en diferentes estadios de desarrollo. Las secciones del
ovario de la hembra Trip13”-muestran una deplecién completa de foliculos. La barra de escala
equivale a 200 pm.

4.2.1.1 Los espermatocitos Trip13”/- no progresan mas alla de
paquiteno-Llike

Para analizar en mas detalle el efecto de la deplecion completa de Trip13 en los
espermatocitos, se examind como se llevaba a cabo la progresion de la sinapsis
durante la profase meidtica en estos individuos mutantes. En individuos WT, los
distintos estadios de la profase meidtica se pueden clasificar gracias a la presencia
de las proteinas de los elementos laterales (SYCP3) y del elemento central (SYCP1)
del SC. Durante el estadio de leptoteno, cuando los elementos axiales empiezan a
formarse, se pueden observar los primeros fragmentos de SYCP3. En el estadio de
cigoteno, comienza la sinapsis de los cromosomas homélogos y se ensamblan los
primeros fragmentos de SYCP1. En el estadio de paquiteno, la sinapsis entre los
cromosomas homologos ya se ha completado y ambas proteinas colocalizan.
Finalmente, en el estadio de diploteno, los cromosomas desinapsan y solo se
mantienen unidos gracias a los quiasmas (Figura 4-9A). En los espermatocitos
Trip13--, se observd que la sinapsis se inicia de manera normal en leptoteno y
cigoteno, pero no se encontraron espermatocitos con sinapsis completa en
paquiteno (Figura 4-9A). Estos espermatocitos fueron clasificados como
paquiteno-like debido a que el SC esta completamente desarrollado, presentan la
acumulacion de SYCP3 en los telomeros, conocido como knob-like, pero algunos
bivalentes no logran sinapsar completamente (Figura 4-9A). En estos

espermatocitos se pudo observar como los cromosomas X e Y se encuentran
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proximos o incluso sinapsados. La asinapsis de estos mutantes se localizd en los
extremos de los bivalentes (puntas abiertas) y en porciones de asinapsis
intersticial (burbujas) (Figura 4-9A). Para los posteriores andlisis, este estadio sera
comparado con el paquiteno temprano de los individuos control al ser el
espermatocito equivalente. La proporcion de los distintos estadios de la profase
meidtica se encontré completamente alterada en los mutantes Trip137- en
comparacién con los ratones WT (p<0,0001, G test). Hubo un exceso de
espermatocitos en leptoteno y cigoteno y una acumulacion de espermatocitos en
paquiteno-like, indicando un bloqueo en la progresion de la profase meidtica

(Figura 4-9B).

Si se compara las poblaciones de espermatocitos entre los distintos mutantes de
Trip13 utilizados en este estudio (Trip13m°¥mod Trip13sevs¢" y Trip13~-), se pudo
observar que el mutante hipomodrfico Trip13m°#mod presenta bloqueo meidtico y
solo algunos espermatocitos logran progresar hasta diploteno, como se describid
anteriormente (Roig et al,, 2010). En este mutante, como se ha comentado en
secciones anteriores, hay dos poblaciones de espermatocitos en paquiteno.
Ademas de los espermatocitos en paquiteno que completan correctamente la
sinapsis (escapers), hay otra poblacidon de espermatocitos en paquiteno que no
consiguen sinapsar completamente los bivalentes (Figura 4-9B) y presentan
defectos en la sinapsis. La proporcion de los distintos estadios de la profase
meidtica del mutante Trip13m°%mod fye significativamente distinta si se compara con

los ratones WT (p<0,0001, G test).

Los espermatocitos Tripl3%¢/*¢¥, en cambio, no son capaces de sinapsar
correctamente e igual que ocurre en el mutante Trip137-, presentan defectos en la
sinapsis (Figura 4-9B) (Roig et al., 2010). El estadio mas tardio que se encontré en
los mutantes Trip13%“/5¢" también fue el paquiteno-like. La proporcion de los
estadios de la profase meidtica entre el mutante Trip137- y el mutante Trip13se"/sev
fue muy similar (p=0,48, G test). Estos resultados indican que TRIP13 es

indispensable para completar la profase meidtica.
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Figura 4-9. Los espermatocitos Trip13” no progresan mas alla de paquiteno-like. A) Imégenes
representativas de espermatocitos de Trip137*y Trip137- marcados contra SYCP3 (verde) y
SYCP1 (rojo), en los que se observa la progresion de los distintos estadios de la profase
meidtica. La progresion de la sinapsis en el mutante Trip13~ en leptoteno y cigoteno comienza
igual que en los espermatocitos WT. El estadio méas avanzado que se encuentra en el mutante
Trip137- es un espermatocito con abundante asinapsis, el paquiteno-like. En las imégenes
magnificadas del recuadro se observa la acumulacidn knob-like de SYCP3 en los teldmeros.
La barra de escala equivale a 10 um. B) Gréfico de barras que muestra el porcentaje de
espermatocitos en los distintos estadios de la profase meidtica. Se contaron 400
espermatocitos por genotipo.
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4.2.1.2 Los espermatocitos Trip13”- acumulan HORMAD1 en las

porciones sinapsadas del SC
TRIP13 tiene la capacidad de interactuar con proteinas con dominio HORMA como
HORMAD1 y HORMADZ2, las cuales forman parte del eje cromosdmico, y promueve
su deplecidon una vez se ha producido la sinapsis (Wojtasz et al., 2009). Para
analizar como la ausencia de TRIP13 afecta a la deplecidn de estas proteinas de
los ejes, se analizd mediante inmunofluorescencia contra SYCP3 y HORMADI en
espermatocitos WT y Trip13~- (Figura 4-10). En los ratones WT, HORMAD1 aparece
en leptoteno formando fragmentos cortos en los ejes cromosémicos y
colocalizando con SYCP3. En cigoteno tardio, HORMAD1 colocaliza con las
regiones asinapsadas y desaparece de las porciones sinapsadas cuando se
completa la sinapsis. En las porciones sinapsadas del SC la senal de HORMAD1 es
muy tenue. En paquiteno, la sefal de HORMADI solo se observa en las porciones
asinapsadas de los cromosomas X e Y con una sefial muy intensa. En diploteno,
HORMAD1 vuelve a cargarse en las porciones desinapsadas, y la sefal intensa en
los cromosomas sexuales persiste (Figura 4-10A) (Wojtasz et al., 2009). En el caso
del mutante Trip13~-, HORMAD1 se cargd en los ejes cromosdmicos en el estadio
de leptoteno. En cigoteno, HORMAD1 se mostré en las regiones asinapsadas, pero
también hubo una persistencia de una sefial muy intensa de HORMAD1 en las
porciones sinapsadas que se mantuvo también en paquiteno-like (Figura 4-10B).
Estos resultados confirman que TRIP13 es necesaria para retirar la proteina
HORMADI de los ejes sinapsados de los cromosomas homdlogos, como ya se habia

descrito previamente (Wojtasz et al., 2009, Roig et al., 2010).

4.2.1.3 Larecombinacion meiodtica se encuentra alterada en el mutante
Trip13-
La recombinacién meidtica se inicia en leptoteno cuando la proteina SP011
produce los DSBs (Keeney etal, 1997). Los DSBs se pueden detectar
citoldgicamente gracias a la presencia de la histona H2AX fosforilada por ATM
(YH2AX) una se vez detecta el dafio y comienza la cascada de reparacion de los
DSBs (Barchi et al., 2008; Boateng et al., 2013; Lange et al.,, 2011). La reparacion de
los DSBs se puede monitorizar indirectamente mediante la inmunodeteccién de

distintas proteinas que actlan en este proceso, como YH2AX, RAD51 y RPA.
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Figura 4-10. Los espermatocitos Trip13~- acumulan HORMAD1 en las porciones sinapsadas del
SC. Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y HORMADL (rojo) en
espermatocitos Trip13”*y Trip137-. A) En los ratones WT, en leptoteno y cigoteno, HORMAD1
se asocia con los ejes asinapsados. En paquiteno, los ejes sinapsados no poseen HORMAD1 y la
senal queda recluida a las porciones asinapsadas de los cromosomas X e Y, mostrando una
sefal muy intensa. En diploteno, HORMAD1 vuelve a cargar en las porciones desinapsadas de
los autosomas vy la senal persiste en los cromosomas X e Y. La barra de escala equivale a 10
um. B) En el mutante Trip13~-, la sefial de HORMAD1 persiste tanto en las porciones sinapsadas
y asinapsadas en cigoteno y paquiteno-Llike. En las imagenes magnificadas en los recuadros se
observa acumulacion de HORMAD1 tanto en las regiones sinapsadas del SC como en porciones
asinapsadas de las burbujas y en las puntas abiertas.
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Se analizo la reparacion de los DSBs mediante una inmunofluorescencia contra la
proteina YH2AX en espermatocitos WT vy Trip137/ (Figura 4-11). En los
espermatocitos WT, YH2AX aparece en leptoteno como una sefial extendida por
toda la cromatina, marcando los DSBs producidos por SPO1l. En cigoteno
temprano, cuando los elementos axiales empiezan a sinapsar, YH2AX sigue
localizado por toda la cromatina. A partir de cigoteno tardio, YH2AX va
desapareciendo progresivamente de la cromatina y de los autosomas mientras se
reparan los DSBs y solo se asocia a aquellas regiones que permanecen
asinapsadas. En paquiteno y diploteno, cuando ya se han reparado los DSBs de los
autosomas, YH2AX se encuentra confinada en los cromosomas X e Y formando la
vesicula sexual (Figura 4-11A). En los espermatocitos Trip137-, en leptoteno y
cigoteno, la dindmica de YH2AX fue similar a los espermatocitos WT. En cambio,
los espermatocitos en paquiteno-like acumularon YH2AX en los cromosomas
homologos, tanto en las porciones sinapsadas como asinapsadas. No se formd una
vesicula sexual funcional (Figura 4-11B). La persistencia de YH2AX en los
espermatocitos Trip137- se describid anteriormente en los mutantes de Tripl13
(Roig et al., 2010). Estos resultados indican que los espermatocitos Trip13“-no son

capaces de reparar correctamente los DSBs.

RPA recubre los fragmentos de ssADN producto de la reseccion de los DSBs,
evento necesario para promover la carga de RAD51 y DMC1 (Moens et al., 2002).
RAD51 y DMC1 reemplazan rapidamente a RPA y permiten la busqueda e invasion
de la hebra homdloga para asi producir la recombinacion homdloga. Con el
marcaje de RAD51 y RPA se permite monitorear como se reparan los DSBs. Asi
pues, se analizo la progresion de la reparacion de los DSBs en el mutante Trip13-
/- estudiando la presencia de RAD51 en los distintos estadios de la profase meidtica,
y comparandolo con lo que ocurre en los espermatocitos WT (Figura 4-12, Tabla
4-1). En los ratones WT (Figura 4-12A), RAD51 aparece en leptoteno y se acumula
en cigoteno temprano alcanzando su pico maximo con alrededor de 137 foci por
célula (Figura 4-12C, Tabla 4-1). A medida que la reparacion de los DSBs se
completa, los foci de RAD51 van disminuyendo hasta que en paquiteno se
encuentran confinados principalmente en los cromosomas X e Y (Figura 4-12C,
Tabla 4-1).
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Figura 4-11. Los espermatocitos Trip137/- acumulan DSBs sin reparar en paquiteno-Llike.
Imégenes representativas de espermatocitos Trip137* y Tripl3”/- marcados contra SYCP3
(verde) y YH2AX (rojo) A) En los espermatocitos WT, en leptoteno y cigoteno la sefial de YH2AX
aparece extendida por toda la cromatina marcando los DSBs producidos por SPO11. Una vez
los DSBs se han reparado, en paquiteno la senal de YH2AX persiste en los cromosomas X e Y
formando la vesicula sexual. B) En los espermatocitos Trip13”, en leptoteno y cigoteno,
presentan sefial de YH2AX que marca los DSBs igual que ocurre en los espermatocitos WT. En
paquiteno-like persiste la sefial de YH2AX en los cromosomas, indicando un defecto en la

reparacion de los DSBs. Las barras de escala equivalen a 10 um.
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En los espermatocitos Trip137- (Figura 4-12B), en leptoteno temprano (p<0,0001, T
de Student), leptoteno tardio (p=0,0097, T de Student) y cigoteno temprano
(p<0,0001, T de Student) (Figura 4-12C, Tabla 4-1) se observd una disminucion de
los foci de RAD51 comparado con los controles, tal y como se habia descrito
previamente en los mutantes Trip13m°#med y Trip13%¢“/*¢ (Roig et al., 2010). En
cigoteno tardio (p<0,0001, T de Student) y paquiteno-like (p<0,0001, T de Student)
en cambio, los espermatocitos presentaron una mayor acumulacion de RAD51 en
los autosomas del mutante Trip137- (Figura 4-12C, Tabla 4-1), consistente con la
sefal persistente de YH2AX observada (Figura 4-11B). Como ya se describid
anteriormente, en los mutantes hipomarficos de Trip13, los DSBs se forman en una
cantidad normal y en el mismo momento que en los espermatocitos WT, y TRIP13
es necesaria para la carga de RAD51 a los DSBs (Pacheco et al., 2015; Roig et al.,
2010).

Lo siguiente que se analizé fue la acumulacion de RPA en los espermatocitos
(Figura 4-13, Tabla 4-1). RPA actua después de la reseccion de los DSBs, uniéndose
a los ssADN para luego ser reemplazado por RAD51/DMC1 (Moens et al., 2002). En
los espermatocitos WT (Figura 4-13A), RPA presentd su pico maximo en leptoteno
tardio con alrededor de 207 foci, y fue disminuyendo paulatinamente su nimero a
lo largo de la profase. En paquiteno temprano, hay una poblaciéon abundante de
RPA, que marca principalmente los D-loops (Figura 4-13C, Tabla 4-1). En los
espermatocitos Trip13~- (Figura 4-13B) se observd una disminucidn de foci de RPA
en leptoteno temprano (p= 0,0117, T de Student), leptoteno tardio (p<0,0001, T de
Student), cigoteno temprano (p<0,0001, T de Student) y cigoteno tardio (p<0,0001,
T de Student) comparado con los foci de los espermatocitos WT. En los paquiteno-
like del mutante Trip137- en cambio, los foci de RPA fueron mas abundantes
comparado con los espermatocitos en paquiteno temprano de los ratones WT (p=
0,0185, T de Student) (Figura 4-13C, Tabla 4-1). Mientras que en los espermatocitos
WT, los foci de RPA disminuyen a lo largo de la profase meidtica, en el mutante
Trip137-, los foci de RPA se mantienen estables entre leptoteno y paquiteno-like
indicando que la reparacion de los DSBs se ve alterada. Por otro lado, que los foci
de RPA sean menos abundantes desde un inicio en los mutantes Trip13~- indica
menor carga de RPA a los ssADN. La persistencia de foci de RAD51, RPA y YH2AX
en los espermatocitos en paquiteno-Llike indican que la progresion de la reparacion

de los DSBs se encuentra alterada en los mutantes Trip137-.
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Figura 4-12. La dindmica de RAD51 se encuentra alterada en los espermatocitos Trip137/. Ay
B) Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RAD51 (rojo) en
espermatocitos WTy Trip137 respectivamente durante la profase meiédtica. La barra de escala
equivale a 10 um. C) Cuantificacion de los foci de RAD51 por espermatocito en el estadio
indicado. Se aprecia una disminucién de los foci en el mutante Trip137- en leptoteno temprano,
leptoteno tardio y cigoteno temprano. A partir de cigoteno tardio y en el paquiteno-like del
mutante Tripl13”/ se observa una persistencia de foci de RAD51 indicando un defecto en la
reparacion de los DSBs. Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nucleos

analizados.
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Figura 4-13. La dindmica de RPA se encuentra alterada en los espermatocitos Trip13“- Ay B)
Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RPA (rojo) en espermatocitos
WT y Trip13~- respectivamente durante la profase meidtica. La barra de escala equivale a 10
um. C) Cuantificacion de los foci de RPA por espermatocito en el estadio indicado. Se aprecia
una disminucién de los foci en el mutante Trip13”/ en leptoteno y cigoteno. En los
espermatocitos Trip137 en paquiteno-like se observa una mayor acumulacién de foci de RPA
comparado con los espermatocitos WT en paquiteno temprano indicando un defecto en la
reparacion de los DSBs. Anélisis T de Student. La N corresponde al nimero de nucleos
analizados.
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Tabla 4-1. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos WT y mutantes Trip137-. Se muestran los datos de RAD51 y RPA. Se presenta el
promedio de foci junto a la SD del nimero de foci. La N corresponde al nimero de niicleos
analizados.

Leptoteno
temprano

Leptoteno
tardio

Cigoteno
temprano

Cigoteno
tardio

Paquiteno
temprano /

Paquiteno-like

101,1+ 1506  129,0+4535 13762891 7623 +2587 9,757 « 1,087
- WT N=62 N=40 N=64 N=69 N=37
a
= 81,74 +2,045 1152+ 1,165 114,1%4,232 99,07+2231 67,48 + 1,249
Trip137/  N=35 N=32 N=40 N=30 N=86
1498 +5252  207,4+5001 1868 9,448 1655+6,856 1053 + 4,643
WT N=33 N=26 N=30 N=23 N=38
a
[ 129,1+5535  1441+3664 127,8+3853 13337019 122,5=5088
Tripl37/  N=21 N=22 N=37 N=18 N=22
= K4 K u ]
4.2.2 Caracterizacion fenotipica del mutante Trip1347Pasabead

TRIP13 pertenece a la familia de las AAA* ATPasas, forma un anillo hexamérico (C.
Chen et al., 2014) y usa la energia de la hidrdlisis del ATP para cambiar la
conformacion de sus proteinas diana (Snider et al., 2008). La funcién ATPasa de
TRIP13 es importante para controlar las funciones de Pch2 (C. Chen et al.,, 2014).
Estudios en levadura han demostrado que la actividad ATPasa de Pch2 es critica
para controlar las funciones durante el checkpoint meidtico (Herruzo et al., 2016).
En ese estudio se generaron dos mutantes para afectar a la funcién ATPasa: uno
de los mutantes se generd mediante la sustitucion de la lisina 320 por alanina,
mutando el motivo para la unién del ATP (Pch2-K320A). El otro mutante fue
generado mediante la sustitucion de acido glutdmico 399 por glutamina y se vio
afectado el motivo requerido para la hidrdlisis del ATP (Pch2-E399Q). Ambas
mutaciones fenocopiaron el fenotipo del mutante Pch2 durante el checkpoint, pero
lo que diferia era la localizacién de las proteinas. Mientras que en el mutante Pch2-
E399Q la proteina se localizé en el rADN del nucleolo y formando foci en el SC (de
igual manera que lo hace Pch2), en el mutante Pch2-K320A la proteina no se unid
a los cromosomas. Ademas, Pch2-E399Q colocalizé con Hopl en los cromosomas,
evidenciando que es necesaria la hidrolisis del ATP para excluir Hopl de los ejes
cromosomicos (Herruzo et al., 2016). En C. elegans se generd un mutante que si

puede unirse a sus sustratos y al ATP, pero no hidrolizarlo (pch-2f?%39). Este
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mutante fenocopid al mutante de pch-2 y al mutante de CMT-1 (p31<™¢ en
mamifero), sugiriendo que se necesita tanto de CMT-1 como de la hidrdlisis del
ATP para retirar HORMAD de los ejes (Giacopazzi et al., 2020). Estudios in vitro con
la proteina humana incapaz de hidrolizar ATP (Trip13£253¢) también han demostrado
que la actividad catalitica de TRIP13 es necesaria para remodelar proteinas con

dominio HORMA como REV7 y HORMAD1 (de Krijger et al., 2021; Ye et al., 2017).

Por todos estos antecedentes, quisimos analizar qué funciones de TRIP13
dependen de la funcion ATPasa en la meiosis de ratdn, asi que generamos el
modelo murino Trip1347Pssabead an colaboracion con el laboratorio del Dr. Alberto
Pendas (CIC-CSIC, Salamanca).

4.2.2.1 Expresion de TRIP13 en el mutante Trip13ATPasaDead

Mediante la tecnologia CRIPSR/Cas9, se hizo una sustitucion de un nucledtido en
el residuo 253 de la proteina, produciendo un cambio de aminoacido, de acido
glutdmico a glutamina (Figura 4-15A), mutacion que bloquea la actividad catalitica
de TRIP13 (de Krijger et al., 2021). Se realizaron un total de tres sesiones de
microinyecciones de embriones. En la primera inyeccion, se hizo una transferencia
de 11 embriones en estadio de 2 células por hembra. En la segunda, se hicieron
dos transferencias (23 embriones en estadio de 1 célula) y en la tercera se hicieron
dos transferencias (23 embriones en estadio de 2 células). De la primera
microinyeccidon nacié un Unico ratén que murid antes de ser destetado, en la
segunda no nacidé ningln ratén y finalmente de la tercera nacieron 11 ratones. De
los 11 ratones que nacieron, 8 de ellos presentaban ediciones no deseadas
(flanqueando la zona de la mutacidn puntual o también alelos WT sin editar). Se
obtuvieron 3 ratones fundadores (dos machos y una hembra) que presentaron la
mutacion deseada en heterocigosis. El genotipado se hizo mediante PCR de ADN
de la cola, y su genotipo fue Trip137(253¢ pero se le nombrard como Trip]3ATPasabead
para facilitar la lectura. El cruce de estos animales con ratones salvajes por mas
de 4 meses no generd descendencia. Por esta razon, se analizd el fenotipo de las
ratones fundadores. Uno de los machos murid antes de poder ser analizado, y solo
se pudieron analizar el macho y la hembra fundadores restantes. Ambos ratones
resultaron ser estériles. El analisis histoldgico de los ovarios de la hembra

fundadora mostré una deplecion completa de la reserva folicular (Figura 4-14).
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Figura 4-14. Analisis histolégico de secciones de ovario de hembras WT y Trip13ATPasabead
Secciones de ovario de ratén adulta de WT y de la mutante Trip13A7s3Pead con la tincion PAS-
Hematoxilina. Las secciones del ovario de la Trip13A™23P¢2d myestran una deplecién completa
de foliculos mientras que las secciones de ovario de la hembra WT presentan foliculos en
distinto grado de desarrollo. La hembra usada como control proviene de la colonia de Trip13~.
Las barra de escala equivale a 200um.

Para caracterizar con mas detalle la mutacion en los testiculos, a partir del ARN
extraido de uno de los testiculos del macho fundador (Figura 4-15B), se
amplificaron los dos alelos, se clonaron y se secuenciaron por método Sanger. El
analisis reveld la presencia de dos alelos distintos: uno contenia la sustitucién
deseada de acido glutdmico por glutamina en la posicion 253. El otro alelo en
cambio no fue alelo salvaje, si no que presentaba una delecidon de 3 nucledtidos
causando la pérdida del aminoacido acido aspartico. Este resultado fue una
discrepancia entre el genotipo del ADN de la cola con el genotipo de los testiculos,
quizas debido al efecto de microinyectar en estadio de dos células (Figura 4-15C).
Se comprobd la expresion de TRIP13 mediante WB en un extracto proteico de
testiculo del mutante Trip13#7F2s3bead y se compard con extractos de testiculo WT.
La banda de TRIP13 en el extracto WT y del mutante Trip1347FasePead aparecio
alrededor de 50 kDa. En el testiculo Trip13#7Pas3Pead hybo expresion de TRIP13, pero
en menor cantidad, posiblemente debido a que en este mutante, al ser estéril,
presentd una ausencia de poblaciones postmeidticas (las cuales expresan TRIP13)
que si se encuentran presentes en los individuos WT (Figura 4-15D). Estos datos
confirman que hay expresion de TRIP13 en los testiculos del mutante

Trl‘pl3ATPasaDead
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Primers TRIP13 Primers Actina
Pb RT+ RT- B RT+ RT- B

Large AAA small
400
300
200
C D
TTCTTCTOATTGATGAGGTGGAGAGTCT
TTGTTCTGATTGAE-SJ0GTGGAGAGTCT Trip13+/* Trip13ATPasabead
Alelo A253 | TTOTTCTOATTOAR-G0TOGAGAGTET
TTOTTCTOATTOAE =G0 TGOAGAGTCT 50 kDa — —
—_ TRIP13

TTGTTCTGATTGATICAGGTGGAGAGTCT
Alelo E253Q | TTGTTCTGATTGATEAGGTGGAGAGTCT
TTOTTCTOATTOATICAGOTGOAGAGTCT

Figura 4-15. Anélisis del fenotipo del mutante Trip134TPasaDead A) Representacion esquematica
de la mutacidn introducida mediante CRISPR/Cas9 que consiste en la sustitucion de un acido
glutdmico por glutamina en la posiciéon 253 de la proteina. B) RT-PCR en el mutante
Trip13ATPasabead C) Secuenciacion por método Sanger de los alelos clonados y amplificados. Se
muestran 3 clones del alelo A253 en los que se puede observar la delecidn de 3 nucledtidos.
Se muestran 3 clones del alelo E253Q en los que se puede observar la sustitucién de un
nucledtido, causando la sustitucidn del acido glutdmico por glutamina. D) Deteccidn de TRIP13
mediante WB de extractos proteicos de testiculo procedentes de ratones adultos de WT
(colonia Trip13+) y del mutante Trip134™2sePead con el anticuerpo frente a TRIP13. La banda de
TRIP13 aparece alrededor de 50 kDa, a 49 kDa es el tamafo esperado. EL mutante
Trip13#TPesabead presenta menor cantidad de proteina.

4.2.2.2 La localizacion de TRIP13 no se ve alterada en los
espermatocitos Trip134TPasaDead

A partir del resultado de la secuenciacidn de los alelos y de la deteccion de TRIP13
en el testiculo del mutante Trip13A™23Pead se comprobd la localizacion de la
proteina en los espermatocitos Trip134™2saPead mediante IF contra TRIP13 y SYCP3.
Como se ha descrito en secciones anteriores, en espermatocitos WT, TRIP13 se
localiza en los telémeros durante toda la profase meidtica 'y en el SC en cigoteno
tardio y sobre todo en paquiteno temprano (Figura 4-2). En los espermatocitos
Trip13ATPasabead TRIP13 también se localizd en los teldmeros en leptoteno, cigoteno
y paquiteno-like. También se observd en las porciones sinapsadas a lo largo del

SC formando foci continuos (Figura 4-16).
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Ademas, hubo una acumulacién precoz de la proteina en los ejes sinapsados ya
que aparecid desde cigoteno temprano. La sefial en los ejes sinapsados de los
espermatocitos en cigoteno y paquiteno-like fue mucho mas intensay clara que la
que se pudo observar en los espermatocitos WT (Figura 4-2). También hubo
algunos espermatocitos en paquiteno-like que, a pesar de presentar la sefal de
TRIP13 en algunos telémeros, no presentaron ninguna sefial en las porciones
sinapsadas del SC. En estos casos, la sefial en los teldmeros fue mucho mas tenue
que en los espermatocitos que presentaban acumulacion de TRIP13 en teldmeros
y en los ejes sinapsados (Figura 4-16). Esto indica que la mutacion afecta de
distinta manera a los espermatocitos. Estos resultados indican que la localizacién
de TRIP13 en los espermatocitos depende de la funcion ATPasa de TRIP13, y en su
ausencia, se acumula mayor cantidad de TRIP13 en las porciones sinapsadas del

SC.

Leptoteno Cigoteno temprano Cigoteno tardio Paquiteno-like Paguiteno-like

Figura 4-16. TRIP13 se localiza en las porciones sinapsadas del SC en espermatocitos
Trip134TPasabead |magenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y TRIP13 (rojo) en
extensiones de espermatocitos Trip13A™2abead desde leptoteno a paquiteno-like. Durante toda
la profase meidtica se observa una sefal intensa de TRIP13 localizada en los teldmeros de los
cromosomas homdlogos. Desde cigoteno temprano hasta paquiteno-like ademas de la sefial
en los telémeros también se observa una localizacion de TRIP13 en los ejes sinapsados. En las
imagenes magnificadas de los recuadros se muestra la sefial de TRIP13 en los teldémeros y
formando foci continuos a lo largo de las porciones sinapsadas del SC. En la dltima imagen de
la derecha se muestra un espermatocito en paquiteno-like con sefial tenue en los teldmeros
y ausencia de sefal de TRIP13 en el SC. Barra de escala equivale a 10 um.
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4.2.2.3 Los espermatocitos Trip134™as3Dead ng progresan mas alla de
paquiteno-like

A la vista de la esterilidad del macho fundador y a la localizacion de TRIP13 en los
teldmeros y en las porciones sinapsadas de los espermatocitos Trip13ATPasaDesd ge
examind como se llevaba a cabo la progresion de la sinapsis en el mutante
Trip13ATFasabead De manera similar al mutante Trip137-, el mutante Tripl3ATFasabead
presentd bloqueo meidtico y el estadio mas tardio que se encontré en este mutante
fue también un espermatocito en paquiteno-like, con abundante asinapsis, tanto en
los extremo de los bivalentes, como en forma de burbujas (Figura 4-17). La
progresion de la profase meidtica en el mutante Trip13™s3Pead se encontro
igualmente alterada, y el porcentaje de espermatocitos en leptoteno, cigoteno y
paquiteno-like fue muy similar a los mutantes Trip137- (p= 0,77, G test)(Figura
4-17). Estos resultados indican que la funcidon ATPasa de TRIP13 es necesaria para

la correcta progresion de la profase meidtica y la complecidn de la sinapsis.

4.2.2.4 La funcion ATPasa de TRIP13 es necesaria para retirar las

proteinas HORMAD de los ejes sinapsados
TRIP13 promueve la deplecidn de las proteinas HORMAD1 y HORMAD?2 de los ejes
cromosomicos una vez se ha producido la sinapsis (Wojtasz et al.,, 2009). En
levadura, el mutante Pch2-E399Q presenta colocalizacion de Pch2 con Hopl en los
cromosomas, evidenciando que la hidrodlisis del ATP es necesaria para retirar Hopl
del SC (Herruzo et al., 2016). Para analizar como el blogueo en la funcion ATPasa
de TRIP13 afecta a la deplecidon de estas proteinas de los ejes cromosdmicos, se
analizd mediante inmunofluorescencia contra SYCP3 y HORMAD1 en los
espermatocitos Tripl134™Ps3P¢2d Como en el mutante Trip137/-, los espermatocitos
Trip13ATPasabead nresentaron persistencia de una sefial muy intensa de HORMAD1
tanto en las porciones sinapsadas como las asinapsadas de cigoteno y paquiteno-
like (Figura 4-18). Estos resultados indican que la funcion ATPasa de TRIP13 es
necesaria para retirar la proteina HORMAD1 de los ejes sinapsados de los

cromosomas homaélogos.
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Figura 4-17. Los espermatocitos Trip134™ss0ead ng progresan mas alla de paquiteno-like. A)
Imagenes representativas de espermatocitos Trip1347s2Pe2d marcados contra SYCP3 (verde) y
SYCP1 (rojo) en los que se observa la progresion de la sinapsis durante la profase meidtica.
En los espermatocitos Tripl34TPasabead an |eptoteno y cigoteno, la sinapsis comienza igual que
en los espermatocitos WT y Trip13~. El estadio mas avanzado que se encuentra en el mutante
Trip13ATPesabead a5 | paquiteno-like. La barra de escala equivale a 10 um. B) Grafico de barras
mostrando el porcentaje de espermatocitos que se encuentran en los distintos estadios de la
profase meidtica comparando los distintos mutantes de Trip13y WT.
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Tnpl34 TPasaDead

HORMAD1

Figura 4-18. La funcion ATPasa de TRIP13 es necesaria para retirar HORMAD1 de los ejes
sinapsados. Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y HORMADI (rojo) en
espermatocitos del mutante Trip134TPassbead | 3 sefial de HORMADI persiste tanto en las ejes
sinapsados como en las porciones asinapsadas en cigoteno y paquiteno-like. En las imagenes
magnificadas en los recuadros se muestra persistencia de la sefal de HORMADL1 tanto en las
regiones sinapsadas como en las burbujas y en las puntas abiertas. La barra de escala equivale
a 10 pm.

4.2.2.5 Los espermatocitos Tripl34TPasaDead ng pueden reparar los DSBs
en paquiteno-like
Como TRIP13 es necesaria para reparar los DSBs mediante recombinacion
meidtica, quisimos evaluar si la funcion ATPasa también participaba en la
reparacion de los DSBs. Por ello, se examind cdmo se llevaba a cabo la progresion
de la reparacion de los DSBs en los espermatocitos Trip1347Fasebead | o primero que
se examind fue la dindmica de YH2AX. La acumulacidn inicial de YH2AX fue similar
a lo que ocurre en los espermatocitos WT y Trip137~ (Figura 4-11) indicando que
se producen los DSBs con normalidad en el mutante Trip1347Pasalead De igual
manera a lo que ocurre con los espermatocitos en paquiteno-like del mutante
Trip137-, se observd que los espermatocitos Trip13A7PesePead en paquiteno-like

presentaron abundantes acimulos de YH2AX en los autosomas (Figura 4-19).
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Figura 4-19. Los espermatocitos Trip13472s2Dead myestran persistencia de DSBs en paquiteno-
like. Imagenes representativas de espermatocitos Trip13#772s30¢sd en |eptoteno, cigoteno vy
paquiteno-like marcados contra SYCP3 (verde) y YH2AX (rojo). Los espermatocitos del
mutante Trip13ATasaDead an |eptoteno y cigoteno presentan sefial de YH2AX que marca los DSBs
igual que ocurre en los espermatocitos WT y Trip137-. En los espermatocitos Trip134TPasaDead en
paquiteno-like persiste la sefal de YH2AX en los autosomas indicando un defecto en la
reparacion de los DSBs. La barra de escala equivale a 10 um.

También se analizo la distribucion de los foci de RAD51 (Figura 4-20, Tabla 4-2) y
RPA (Figura 4-21, Tabla 4-2) en los espermatocitos Tripl3ATPasebead
Sorprendentemente, no se observaron diferencias en los estadios iniciales entre
los foci de RAD51 en el mutante Trip13A™asaDead y |os espermatocitos WT. A partir
de cigoteno tardio (p=0,0004, T de Student) vy paquiteno-like (p<0,0001, T de
Student) se observo una acumulacion de foci de RAD51, indicando un defecto en la
reparacion de los DSBs en el mutante Trip13#7"ss3Pead (Figura 4-20B-C, Tabla 4-2).
Al contrario de lo que ocurrié en los espermatocitos en estadios iniciales del
mutante Trip137 (Figura 4-11), en el mutante Trip137P2s20¢ad no se observaron
diferencias entre el nimero de foci de RAD51 comparado con los espermatocitos
de los individuos usados como control, indicando que la funciéon ATPasa de TRIP13
no es necesaria para controlar la carga de RAD51 en los estadios iniciales pero si

para reparar los DSBs en cigoteno tardio y paquiteno-Llike.
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La dinamica de RPA mostrd en los espermatocitos Tripl134TFasebead que, de igual
manera que ocurre con los foci de RAD51, en los estadios iniciales de la profase
meidtica no hubo diferencias entre los foci de RPA en los espermatocitos del
mutante Tripl34TPasebead v |os espermatocitos WT. A partir de cigoteno tardio
(p<0,0001, T de Student) y en paquiteno-like (p<0,0001, T de Student) si que se
observé una acumulacidn de foci de RPA indicando un defecto en la reparacidn de
los DSBs en el mutante Trip1347"asalead (Figura 4-21B-C, Tabla 4-2). Los resultados
de la acumulacién de YH2AX en los autosomas y la persistencia de foci de RAD51
y RPA en paquiteno-Llike en el mutante Trip134™230¢3d indican que la funciéon ATPasa
de TRIP13 es necesaria para que se produzca la correcta reparacion de los DSBs

pero solo en los estadios avanzados de la profase meidtica.

Tabla 4-2. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos WT y el mutante Trip134™2s20ead Se muestran los datos de RAD51 y RPA. Se presenta
el promedio de foci junto a la SD del niumero de foci. La N corresponde al nimero de niicleos
analizados.

Leptoteno Leptoteno Cigoteno Cigoteno Paquiteno
temprano tardio temprano tardio temprano /
Paquiteno-
like
131,0 = 4,489  169,9 £7,348 19297772 86,11 £5,148 27,37 + 2,104
—n WT N=33 N=35 N=22 N=27 N=30
a
é 142,46 +9372 182,6 + 8,495 187,8 = 7544 1265+ 4,121 98,64 + 4,478
Trip13ATPesabead  N=14 N=23 N=24 N=29 N=28
142,2+7,095 208,2+6,610 221,8=+8330 1557 7,819 144,0+5555
WT N=20 N=26 N=38 N=20 N=36
a
24 137,2+ 7,212 19215202 2215=+7341 203,6 4,076 1989 + 3,845
Trip13ATPesabead  N=30 N=20 N=28 N=31 N=64
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Figura 4-20. Los espermatocitos Trip1347P2saDead hresentan persistencia de RAD51 en paquiteno-
like. A y B) Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RAD51 (rojo) en
espermatocitos WT y Trip13ATPasabead regpectivamente durante la profase meidtica. La barra de
escala equivale a 10 pum. C) Cuantificacidn del nimero de foci de RAD51 por espermatocito en
el estadio indicado. En los estadios iniciales (leptoteno y cigoteno) no se observan diferencias
entre el nimero de foci entre los espermatocitos WT y espermatocitos Trip13ATFesabead En |os
espermatocitos Tripl34™as30ead en cigoteno tardio y en paquiteno-like se observa una
persistencia de foci de RAD51 indicando un defecto en la reparacidn de los DSBs. Analisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nlcleos analizados.
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Figura 4-21. Los espermatocitos Trip134T2s23Dead presentan persistencia de foci de RPA en
paquiteno-Llike. A y B) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RPA (rojo)
en espermatocitos WT y Trip13#TFasebead respectivamente durante la profase meidtica. La barra
de escala equivale a 10 um. C) Cuantificacidn del nimero de foci de RPA por espermatocito en
el estadio indicado. En los estadios iniciales (leptoteno y cigoteno) no se observan diferencias
entre el nimero de foci entre los espermatocitos WT y espermatocitos Trip13A™23P¢sd En |os
espermatocitos Tripl134TF»30ead en cigoteno tardio y en paquiteno-like se observa una
persistencia de foci de RPA indicando un defecto en la reparacién de los DSBs Analisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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4.2.3 Tratamiento in vivo con el inhibidor DCZ0415

Desde el punto de vista clinico, TRIP13 tiene un rol oncogénico, ya que se encuentra
sobreexpresado en mdltiples tumores, lo que estd asociado con una mala
prognosis. Una alta expresion de TRIP13 en las células promueve la reparacion del
dafio del ADN en los tumores, perpetuando la supervivencia de las células
tumorales (Y. Chen et al., 2022; Lan et al., 2022; F. Li et al., 2022). La sobreexpresion
de TRIP13 también ocasiona la adquisicidn de resistencia a farmacos antitumorales
(Agarwal et al.,, 2022; Banerjee et al.,, 2014; Y. Chen et al., 2022; Lan et al., 2022; Xu
et al., 2022). Por ello, TRIP13 se ha convertido en una diana terapéutica para tratar
gran variedad de tumores. Recientemente se ha creado el inhibidor de TRIP13
DCZ0415. Elinhibidor se une covalentemente a los residuos Arg386 (motivo Sensor
2) y Ser187 (motivo Walker A) de TRIP13 e impide su unidén al ATP (Y. Wang et al,,
2020). El inhibidor ha sido testado en varios ensayos dando buenos resultados en
cancer colorrectal (Agarwal etal, 2022; Y. Chen etal, 2022), carcinoma
hepatocelular (Xu et al., 2022) y mieloma multiple (Y. Wang et al., 2020). En todos
los casos que se tratd las células tumorales con DCZ0415 se revirtieron los efectos
oncogénicos de la alta expresion de TRIP13 en los tumores, prometiendo ser una

buena diana terapéutica.

Al no poder establecer una colonia de ratones para estudiar el efecto del bloqueo
de la funcion ATPasa de TRIP13 y solo tener resultados de un solo macho mutante
Trip13#TPasabead  ge [levd a cabo un tratamiento in vivo con el inhibidor DCZ0415
durante 7 dias en tres ratones adultos administrando dosis de 25 mg/kg de
DCZ0415, tres ratones adultos con una dosis de 50 mg/kg y ratones adultos usados
como control (DMSO usado como vehiculo). Las dosis fueron administradas
mediante inyeccidn intraperitoneal. Se escogieron estas dosis especificas ya que
fueron usadas por el mismo ensayo que cred el farmaco para tratar tumores con
el DCZ0415 (Y. Wang et al., 2020). Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento,
se eutanasiaron los animales y se extrajeron los testiculos para analizar el posible

efecto del tratamiento en la espermatogénesis.
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4.2.3.1 Eltratamiento con DCZ0415 no provoca alteraciones evidentes

en la espermatogénesis
La deplecion de Trip13 causa un bloqueo de la progresion de la profase meidtica
estd bloqueada en el estadio IV (Figura 4-9 y Figura 4-17) (Roig et al., 2010). El
tratamiento con DCZ0415 durante 7 dias no produjo cambios ni en el peso ni el
tamanfio de los testiculos, lo que sugirid que la espermatogénesis no se vio alterada.
Se analizaron secciones de testiculos tefiidos con la tincion PAS-Hematoxilina de
los ratones tratados con DMSO y los tratados con DZC0415. Los tubulos
seminiferos presentaron el mismo aspecto del epitelio germinal, con presencia de
todos los tipos celulares de la espermatogénesis (Figura 4-22A). No se observd
ningln bloqueo evidente de la progresion de la espermatogénesis en ningln grupo
de animales tratados. El analisis de TUNEL revelé que no habia diferencias
significativas en el nimero de células apoptdticas por tdbulo ni entre los individuos
controles y los tratados con 25 mg/kg (p= 0,1663, T de Student) ni los tratados con
50 mg/kg ( p=0,3731, T de Student) (Figura 4-22B,C). Estos resultados indican que
el tratamiento con DCZ0415 no produjo evidentes alteraciones en la progresion de

la espermatogénesis.

Figura 4-22. El tratamiento con DCZ0415 no altera la progresion de la espermatogénesis ni
incrementa la apoptosis en los tibulos seminiferos. A) Tincién PAS-Hematoxilina de secciones
representativas de testiculo de ratones tratados con DMSO, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg
DCZ0415. B) Imagenes representativas de la tincion de TUNEL (verde) y DAPI (azul) en
secciones de testiculo de ratones tratados con DMSO, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg DCZ0415.
La barra de escala equivale a 20 uM. C) Grafico que muestra la cuantificacién del nimero de
células TUNEL-positivas por tlbulo en los tratados con DMSO0, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg
DCZ0415. No hay diferencias significativas en el nimero de células TUNEL-positivas entre los
individuos tratados con DMSO, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg DCZ0415. La N corresponde al
numero de tubulos analizados.
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4.2.3.2 La inhibicion de TRIP13 impide la deplecion de HORMAD1 de

los ejes sinapsados

Una de las funciones de TRIP13 es retirar las proteinas HORMAD1 y HORMAD?2 de
los ejes cromosoémicos una vez se ha completado la sinapsis (Figura 4-10 y Figura
4-18) (Roig et al., 2010; Wojtasz et al., 2009). Se analizé la dinamica de HORMAD1
para comprobar el efecto de la inhibicién de TRIP13 en los espermatocitos de los
ratones tratados. En los espermatocitos en cigoteno tardio de los individuos
tratados con DMSO hubo acumulacion de HORMAD1 solo en las porciones
asinapsadas de los autosomas (Figura 4-23A). En paquiteno temprano, la sefial de
HORMAD1 se encontré confinada en las porciones asinapsadas de los cromosomas
X e Y (Figura 4-23B).

En cambio, en los individuos tratados con DCZ0415, en cigoteno tardio se observd
como, ademas de una sefial intensa en las porciones asinapsadas de los
autosomas, también habia persistencia de sefial de HORMAD1 en los ejes
sinapsados (Figura 4-23A). En paquiteno temprano, los ejes sinapsados
presentaron persistencia de la sefial de HORMAD1 ademas de la sefal intensa de
los cromosomas sexuales. (Figura 4-23B). Estos resultados sugieren que la
inhibicion de TRIP13 impide la deplecion de HORMAD1 de las regiones sinapsadas

de cigoteno tardio y paquiteno.

4.2.3.3 Los animales tratados con DCZ0415 presentan una ligera

alteracion en la profase meiética
Al no encontrar un bloqueo en el estadio IV ni una afectacion evidente en la
progresion de la espermatogénesis, se llevé a cabo un analisis citoldgico de la
progresion de la profase meidtica en los animales controles y tratados. Como era
esperado, no se encontraron diferencias significativas entre los individuos tratados
con DMSO0 y con 25 mg/kg de DCZ0415 (p=0,60, G test) ni los tratados con 50 mg/kg
(p=0,32, G test) (Figura 4-24C). Estos resultados indican que el tratamiento con
DCZ0415 no produce alteraciones significativas en la progresiéon de la profase

meidtica en los ratones tratados.

Dentro de cada estadio de la profase meidtica se puede establecer subestadios en
funcion de distintos parametros, como son la progresion de la sinapsis y de la

reparacion de los DSBs. Todo y que no se encontraron diferencias significativas, se
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observd una tendencia a acumular espermatocitos en paquiteno en los animales
tratados (Figura 4-24C). Por ello, se subclasificaron los espermatocitos en
paquiteno en los animales tratados con DMSO y DCZ0415 en base a la
caracteristica forma que adoptan los cromosomas X e Y cuando sinapsan (Page et
al., 2012). Se observd que en los individuos tratados habia mas proporcion de
espermatocitos en paquiteno temprano que en paquiteno medio comparado con
los individuos controles, en tratados con 25 mg/kg (p= 0,03, G test) y en tratados
con 50 mg/kg (p=0,04, G test)(Figura 4-24C). Estos resultados sugieren que el
tratamiento con DCZ0415 retrasa la transicion entre paquiteno temprano a

paquiteno medio.

Cigoteno tardio Paquiteno temprano

HORMAD1

DMSO

25 mg/kg DCZ0415

50 mg/kg DCZ0415

Figura 4-23. Los espermatocitos tratados con DZC0415 no retiran HORMAD1 de los ejes
sinapsados. A y B) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y HORMAD1
(rojo) en espermatocitos de ratones tratados con DMSO0, 25 mg/kg y con 50 mg/kg de DCZ0415.
A) HORMAD1 en espermatocitos en cigoteno tardio. En los individuos controles HORMAD1
aparece solo en los ejes asinapsados. En los individuos tratados se observa una persistencia
de HORMADI1 en los ejes sinapsados ademas de la sefial mas intensa en las porciones
asinapsadas. B) HORMAD1 en espermatocitos en paquiteno temprano. En los individuos
controles, HORMAD1 se localiza en las porciones asinapsadas de los cromosomas sexuales.
En los individuos tratados se observa una persistencia de HORMAD1 en los autosomas cuando
ya han completado la sinapsis ademdas de una sefial muy intensa de HORMAD1 en los
cromosomas sexuales. La barra de escala equivale a 10 um.
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4.2.3.4 Los animales tratados con DCZ0415 muestran DSBs sin reparar

en cigoteno tardio y paquiteno temprano
Como una de las funciones de TRIP13 es participar en la regulacion de la
reparacion de los DSBs (Roig et al., 2010), se analiz6 si la dindmica de YH2AX,
RAD51 y RPA se veia afectada con el inhibidor DCZ0415. En los espermatocitos en
leptoteno y cigoteno la sefial de YH2AX aparecidé normal en los individuos control
y tratados (no mostrado). Sin embargo, los espermatocitos en paquiteno temprano
acumularon mas YH2AX en los autosomas en los tratados con 25 mg/kg (p=0,0002,
T de Student) y en los tratados con 50 mg/kg (p=0,0007, T de Student) comparado
con los espermatocitos de los ratones tratados con DMSO (Figura 4-24E). En los
espermatocitos en paquiteno medio también se observaron mas acimulos de
YH2AX en los autosomas de los tratados con 25 mg/kg (p=0,0028, T de Student) y
los tratados con 50 mg/kg (p=0,0002, T de Student) comparado con los

espermatocitos controles (Figura 4-24E).

En cuanto alos foci de RAD51 y RPA, en los espermatocitos en leptoteno temprano,
leptoteno tardio y cigoteno temprano no se observaron diferencias entre el
nimero de foci de RAD51 encontrado en los espermatocitos de los individuos
controles y en los tratados (Figura 4-25, Tabla 4-3). En cigoteno tardio, se observd
una acumulacién de foci de RAD51 en los espermatocitos de los ratones tratados
con 25 mg/kg (p=0,0037, T de Student) y con 50 mg/kg (p=00012, T de Student)
comparado con los espermatocitos control. En paquiteno temprano, las diferencias
del nimero de foci de RAD51 de los dos grupos de individuos tratados con los
controles fueron aln mas significativas (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-25, Tabla
4-3). En cuanto a la dindmica de foci de RPA en los espermatocitos (Figura 4-26,
Tabla 4-3), se observo que en leptoteno temprano, leptoteno tardio y cigoteno
temprano tampoco hubo diferencias entre los espermatocitos controles y los
tratados. A partir de cigoteno tardio se observé una mayor acumulacion de foci de
RPA en los espermatocitos tratados con 25 mg/kg (p=0,0210, T de Student) y con
50 mg/kg (p=0,0028, T de Student). En los espermatocitos en paquiteno temprano
se encontraron diferencias en los ratones tratados con 25 mg/kg y 50 mg/kg
(p<0,0001, T de Student) (Figura 4-26, Tabla 4-3). Estos resultados indican que el
tratamiento con DCZ0415 produce un defecto en la reparacion de los DSBs pero

solo a partir de cigoteno tardio.
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Figura 4-24. Los espermatocitos en paquiteno temprano y paquiteno medio de los individuos
tratados con DZC0415 acumulan mas YH2AX en los autosomas. Iméagenes representativas de
espermatocitos de individuos tratados con DMSO, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg DCZ0415
marcados contra SYCP3 (verde) y YH2AX (rojo) en A) Paquiteno temprano y en B) Paquiteno
medio. La barra de escala equivale a 10 um. C) Grafico de barras mostrando el porcentaje de
espermatocitos en los distintos estadios de la profase meidtica en los individuos controles y
tratados. D) Grafico de barras que muestra el porcentaje de espermatocitos en el subestadio
de paquiteno indicado en los espermatocitos de individuos controles y tratados. E) Recuento
del nimero de acumulos de YH2AX encontrados en espermatocitos en paquiteno temprano y
paquiteno medio en controles y tratados. Anélisis T de Student. La N corresponde al nimero
de nucleos analizados.
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Figura 4-25. Los espermatocitos de ratones tratados con DCZ0415 acumulan RAD51 en
cigoteno tardio y paquiteno temprano. A, By C) Imagenes representativas del marcaje contra
SYCP3 (verde) y RAD51 (rojo) en espermatocitos de ratones tratados con DMSQ0, con 25 mg/kg
y con 50 mg/kg de DCZ0415 respectivamente. La barra de escala equivale a 10 um. D)
Cuantificacion del nimero de foci de RAD51 obtenido por espermatocito en los ratones
tratados con DMSO, con 25 mg/kg y con 50 mg/kg de DCZ0415 respectivamente en el estadio
indicado. Se aprecia una acumulacién de RAD51 en cigoteno tardio y paquiteno temprano en
los ratones tratados. Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Figura 4-26. Los espermatocitos de ratones tratados con DCZ0415 acumulan RPA en cigoteno
tardio y paquiteno temprano. A, B y C) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3
(verde) y RPA (rojo) en espermatocitos de ratones tratados con DMSO, con 25 mg/kg y con 50
mg/kg de DCZ0415 respectivamente. La barra de escala equivale a 10 um. D) Cuantificacion de
los foci de RPA encontrados por espermatocito de ratones controles, tratados con 25 mg/kg y
tratados con 50 mg/kg respectivamente en el estadio indicado. Se aprecia una acumulacién de
RPA en cigoteno tardio y paquiteno temprano en los tratados. Analisis T de Student. La N

corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Tabla 4-3. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos tratados con DMSO, 25 mg/kg DCZ0415 y 50 mg/kg DCZ0415. Se muestran los datos
de RAD51 y RPA. Se presenta el promedio de foci junto a la SD del nimero de foci. La N
corresponde al nimero de nicleos analizados.

Leptoteno Leptoteno Cigoteno Cigoteno Paquiteno
temprano tardio temprano tardio temprano
80,33+ 4252 1156 +5308 89,177,293 41,71+3569 9,333+
DMSO N=33 N=21 N=24 N=38 0,5744 N=51
2 25 ma/k 8577+ 4104 107.5+4592 86,61+ 4023 5654 +3388 14,69+ 1,033
a mg/kg N=22 N=21 N=33 N=35 N=61
é DCZ0415
9329 £ 6,498 1080 4107 83083921 5870 2434 1540+
50 mg/kg 296, 04, 0823, 7022 '
N=17 N=16 N=37 N=23 0,8896 N=62
DCZ0415
1393+ 8249 2151+ 4941 1944 +9046 161,7+7.283 1110 + 3,563
DMSO N=20 N=20 N=25 N=27 N=28
1503+ 7,369 20136024 1997+9.011 1809 +3,641 1419 + 4514
< 25mg/kg 3=7, 3=8, 7% 9, 9%3, 9%,
o N=21 N=18 N=20 N=28 N=23
o DCZ0415
159,0 + 7,192 201,2+5388 191,0+7255 191,0+4810 153,7 + 4,599
50 mg/kg N=21 N=16 N=27 N=21 N=28
DCZ0415

4.2.4 Cultivo in vitro de células de testiculo y tratamiento
con DCZ0415

La inhibicidon in vivo de TRIP13 produjo un efecto en los espermatocitos en cigoteno
y paquiteno temprano, en los que se vio una persistencia de la senal de HORMAD1,
ademas de presentar un defecto en la reparacion de los DSBs en esos estadios. En
cambio, no se observd un fenotipo de asinapsis, el cual si estad presente en los
mutantes de Trip13y en el mutante Trip1347P2s3Pead Para confirmar que la inhibicion
de TRIP13 funciond en células de testiculo, se puso a punto un cultivo de
espermatocitos de ratén adulto durante 24h. Se cultivaron 2,5x10° células por
pocillo en medio de cultivo aMEM suplementado con el inhibidor DCZ0415 a la
concentracion de 15 uM o 20 uM. En los pocillos control, se cultivé 2,5x10° células
en aMEM con el volumen equivalente de DMSO. El tratamiento se hizo con las
concentraciones del inhibidor que fueron usadas anteriormente (Y. Wang et al,,
2020). Al completarse las 24h de tratamiento, se recolectaron las células en cultivo
y se procedio a realizar extensiones de espermatocitos y un andlisis citoldgico para

comprobar el efecto de la inhibicidn de TRIP13 in vitro.
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4.2.4.1 El tratamiento in vitro con DCZ0415 causa una acumulacion de

células en paquiteno-like
Para analizar el efecto de la inhibicion de TRIP13 en células de testiculo en cultivo,
se hizo el recuento de los diferentes estadios de la profase meidtica. En las
extensiones de los espermatocitos control, se observd una progresion de la
profase meidtica normal comparable a la de ratones WT, con la mayoria de
espermatocitos en estadio de paquiteno (Figura 4-27). De manera interesante, los
espermatocitos tratados con DCZ0415 mostraron una alteracion en la progresion
de la profase meidtica. Los pocillos tratados con concentracion de 15 uM del
inhibidor mostraron una tendencia a acumular espermatocitos en cigoteno y
paquiteno-like (p=0,07153, G test) (Figura 4-27B). Los espermatocitos de los
pocillos tratados con la concentracion de 20 uM de DCZ0415 mostraron una
progresion de la profase meidtica alterada comparada con los espermatocitos
control (p<0,0001, G test), ya que hubo una acumulacién de espermatocitos en
estadios tempranos: en leptoteno (14,6%), cigoteno (22,2%) y paquiteno-like
(30,7%). Estas células clasificadas como paquiteno-like fueron espermatocitos que
presentaron bivalentes con extremos abiertos por los teldmeros. Ademas, con el
tratamiento de 20 uM también se redujo el porcentaje de espermatocitos en
paquiteno (26,2%) y diploteno (6,4%) (Figura 4-27B). Estos resultados indican que
el tratamiento con 20 uM de DCZ0415 durante 24h en células de testiculo provocéd

una acumulacion de células con asinapsis terminal.

Un efecto que se observd en los individuos tratados con el inhibidor in vivo fue la
persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados en paquiteno. Por ello, se analizo
si la inhibicién de TRIP13 en cultivo provocaba algun efecto en la localizacion de
HORMADI. Las células cultivadas con DMSO presentaron una dindmica de
HORMAD1 normal (Figura 4-27). Las células que poseian puntas abiertas en los
tratados con 20 uM acumulaban HORMAD1 en las regiones asinapsadas, pero no
en las porciones sinapsadas del SC (Figura 4-27). También hubo espermatocitos
que presentaron persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados en cigoteno
temprano, cigoteno tardio y paquiteno temprano. Estos espermatocitos no
presentaron asinapsis terminal (Figura 4-28). Estos resultados sugieren que el
tratamiento con DCZ0415 provocd que un grupo de espermatocitos acumularan

HORMAD1 en los ejes sinapsados, y por otro lado, la inhibicion de TRIP13 también
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caus6 una acumulacion de células que presentaron asinapsis terminal.
Posiblemente se estén observando dos grupos de células a las que la inhibicion ha
hecho su efecto: en las primeras, la inhibicidn les causd que no se pudiera retirar
HORMAD1 de los ejes sinapsados. El segundo grupo, posiblemente fueran
espermatocitos que ya habian retirado HORMAD1 de los ejes sinapsados cuando

se inhibid TRIP13, y solo causé asinapsis terminal.
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Figura 4-27. El tratamiento con el inhibidor DCZ0415 provoca una acumulacién de células con
puntas abiertas. A) Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y HORMAD1
(rojo) en espermatocitos DMSO y tratados con 20 uM. Se observa algunos bivalentes con
asinapsis terminal y presencia de HORMAD1 en las porciones asinapsadas. La barra
corresponde a 10 um. B) Grafico de barras mostrando la progresién de la profase meidtica en
células tratadas con DMSO, con DCZ0415 15 uM y DCZ0415 20 uM. Los espermatocitos tratados
con DCZ0415 20 uM se acumularon en los estadios tempranos de la profase meidtica, y hubo
mayor acumulacidn de paquiteno-Llike con bivalentes asinapsis terminal.
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DCZ0415 20 um

SYCP3 HORMAD1

Cigoteno temprano

Cigoteno tardio

Paquiteno temprano

Figura 4-28. El tratamiento con DCZ0415 causé un defecto en la eliminacion de HORMAD1 de
los ejes sinapsados. A) Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) vy
HORMAD1 (rojo) en espermatocitos tratados con 20 uM. En algunos espermatocitos en cigoteno
y paquiteno temprano se pudo observar una persistencia de HORMAD1 en todos los ejes
cromosomicos. La barra corresponde a 10 um.

4.2.5 Caracterizacion fenotipica del mutante
Hormad13HA/3HA

En estudios in vitro, se ha comprobado que se requiere el extremo N-terminal de
HORMAD1 para que se produzca la interaccion entre TRIP13 y HORMAD1 y su
deplecion de los ejes sinapsados (Ye et al., 2017). Para estudiar qué parte del
fenotipo de los mutantes de Trip13 se debe a la persistencia de HORMAD1 en los
ejes sinapsados, se obtuvieron muestras de testiculo del modelo murino

Hormad1®"3"A en colaboracién con el laboratorio del Dr. Attila Toth (TU Dresden).
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El modelo Hormad1®#4% se generé mediante CRISPR/Cas9 inseriendo el tag 3xHA
en el segundo exdn de la secuencia de Hormadl. El ratdn es estéril, el tamafio de
los testiculos es menor que el de los individuos WT y presenta bloqueo en la
espermatogénesis.

4.2.5.1 No se retira HORMAD1 de los ejes sinapsados en el mutante

Hormad13HA/3HA

Para comprobar que los mutantes Hormad13#4"4 no pueden retirar HORMAD1 de
los ejes sinapsados, se estudid la expresion de la proteina en los espermatocitos.
La carga inicial de la proteina no se ve afectada por el marcaje 3HA ya que en
leptoteno y cigoteno la carga de HORMAD1 es similar a los espermatocitos WT
(Figura 4-29). A partir de cigoteno, una vez la sinapsis de los cromosomas se va
completando, HORMADL1 persistid en los ejes sinapsados. En paquiteno-Llike esta
persistencia de la proteina fue evidente ya que HORMAD1 y SYCP3 colocalizaron
en todos los autosomas sinapsados y también en los cromosomas sexuales (Figura
4-29). Estos resultados indican que el marcaje 3HA en HORMAD1 impide su

deplecion de los ejes sinapsados.

4.2.5.2 Los espermatocitos Hormad1°#4/*HA ho progresan mas alla de
paquiteno-like

A la vista de la esterilidad y el tamafio reducido de los testiculos se examind cdmo
se llevaba a cabo la progresion de la sinapsis en los espermatocitos Hormad13H#4/3HA
mediante la inmunolocalizacidn de las proteinas SYCP3 y SYCP1. La progresion de
la profase meidtica en el mutante Hormad1%#/5# también se mostrd alterada,
presentando blogueo meidtico y acumulacion de espermatocitos en cigoteno y
paquiteno-like. La proporcion de estadios de la profase meidtica fue similar al
mutante Trip137~ (p=0,3, G test)(Figura 4-29). Los espermatocitos Hormad3"4/3HA
presentaron un inicio de la sinapsis normal en leptoteno y cigoteno. El estadio mas
tardio que se encontré en el mutante Hormad1°#4*" fue un paquiteno-Llike similar
al descrito en los mutantes de Trip13, mostrando asinapsis por los extremos,
aunque los defectos fueron mas sutiles ya que muchos bivalentes si conseguian
sinapsar correctamente (Figura 4-29). Estos resultados sugieren que la
persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados del HormadI®#*HA impide la

correcta progresion de la profase meidtica.
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Figura 4-29. Los espermatocitos Hormad1®"4*#4 no retiran HORMADL de los ejes sinapsados y
no progresan mas alla de paquiteno-like. A) Imagenes representativas del marcaje contra
SYCP3 (verde) y HORMADI (rojo) en espermatocitos HormadI®#4%" En leptoteno y cigoteno la
carga de HORMAD1 es normal, pero a partir de cigoteno tardio y en paquiteno-like la sefial de
HORMADLI persiste tanto en las porciones sinapsadas y asinapsadas de los ejes cromosémicos.
En las imdgenes magnificadas de los recuadros se muestras HORMAD1 tanto en las regiones
sinapsadas y en las puntas abiertas. B) Imagenes representativas de espermatocitos del
mutante Hormad1®### marcados contra SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo). El estadio mas
avanzado que se encuentra en el mutante Hormadl®"/?" es un paquiteno-like. La barra de
escala equivale a 10 um. C) Gréfico de barras mostrando el porcentaje de espermatocitos en

los distintos estadios de la profase meidtica.
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4.2.5.3 El mutante Hormad1®"4/3H4 presenta DSBs sin reparar en
paquiteno-like

Debido a que la progresidon de la profase meidtica en el mutante Hormad13"#/HA se
encuentra alterada igual que en los ratones Trip137-y que los espermatocitos del
mutante Trip137- acumulan DSBs sin reparar, se examiné como se llevaba a cabo
la reparacién de los DSBs en los espermatocitos del mutante Hormad13#*HA De
igual manera que en la caracterizacion de los mutantes anteriores, se analizd la
dindmica de YH2AX, RAD51 y RPA en los espermatocitos del mutante Hormadl-
3HA. La sefial de YH2AX aparecid normal en leptoteno y cigoteno. Los
espermatocitos en paquiteno-like presentaron una sefal persistente de YH2AX en
los autosomas. Algunos espermatocitos en paquiteno-like presentaron una
vesicula sexual, aunque otros paquiteno-Llike tuvieron defectos en la formacion de

una vesicula sexual bien formada (Figura 4-30).

Leptoteno Cigoteno Paquiteno-like

il
i

.
_
g

Hormad13HA/3HA

Figura 4-30. Los espermatocitos Hormad1®"4*#A en paquiteno-like acumulan DSBs sin reparar.
Imdgenes representativas de espermatocitos Hormadl®"#°#4 en |eptoteno, cigoteno vy
paquiteno-like marcados contra SYCP3 (verde) y YH2AX (rojo). En los espermatocitos leptoteno
y cigoteno YH2AX aparece normal. En los espermatocitos Hormad1®"# en paquiteno-like,
persiste la sefial de YH2AX en los autosomas indicando un defecto en la reparacién de los DSBs.
Algunos espermatocitos presentan una vesicula sexual bien formada. La barra de escala
equivale a 10 um.
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También se analizd la distribucion de los foci de RAD51 y RPA en los
espermatocitos Hormad1®"*# No se encontraron diferencias en el nimero de foci
de RAD51 presente en los espermatocitos controles y Hormad1%#4/4" (Figura 4-31,
Tabla 4-4) en leptoteno temprano, leptoteno tardio y cigoteno temprano. A partir
de cigoteno tardio (p=0,0137, T de Student) y en paquiteno-like (p<0,0001, T de
Student) hubo mayor acumulaciéon de foci de RAD51 en los espermatocitos
Hormad1®"#3HA (Figura 4-31, Tabla 4-4). En cuanto a la distribucidn de los foci de
RPA (Figura 4-32, Tabla 4-4) en los espermatocitos Hormadl®"*HA no se
encontraron diferencias entre los espermatocitos controles y los de los mutantes
Hormad1%##HA en leptoteno temprano y leptoteno tardio, pero si en cigoteno
temprano (p=0,085, T de Student), aunque en cigoteno tardio no se encontraron
diferencias. Finalmente los espermatocitos Hormadl®#°#4 en paquiteno-like
(p<0,0017, T de Student) mostraron mayor acumulacion de foci de RPA. (Figura
4-32C, Tabla 4-4) . Estos resultados indican que hay un defecto en la reparacion de

los DSBs en los espermatocitos en paquiteno-like del mutante Hormad13H#4/3HA,

Tabla 4-4. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos Hormad1** y los mutantes Hormad1°/4*H4_ Se muestran los datos de RAD51 y RPA.
Se presenta el promedio de foci junto a la SD del nimero de foci. La N corresponde al nimero
de nucleos analizados.

Leptoteno Leptoteno Cigoteno Cigoteno Paquiteno
temprano tardio temprano tardio temprano /
Paquiteno-
like
128,2 = 158,8 + 6,219 1543 +7,453 98,92 £ 7,658 14,39 =
o  Hormadil*+ 3,557 N=32  N=30 N=23 N=24 0,8510 N=57
a
é 1333 = 155,1 6,399 1463+ 6,094 122,1 4,951 79,78 £ 2,315
Hormad13HA3HA 4,175 N=26  N=23 N=22 N=25 N=79
159,3 = 207,1 £9,014 2253 = 4,668 1815+ 4,110 150,7 = 6,514
Hormad1** 5,179 N=20  N=19 N=34 N=25 N=28
a
24 158,3 = 195,4 +3,302 211,1+2813 180,8+3,237 173,4+ 3,698
Hormad13HA3HA 9739 N=21  N=52 N=42 N=52 N=57
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Figura 4-31. Los espermatocitos Hormad1®#4/*H4 presentan persistencia de RAD51 en cigoteno
tardio y paquiteno-like. A y B) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y
RAD51 (rojo) en espermatocitos Hormadl*”* y Hormadl®"#°H#* respectivamente durante la
profase meidtica. La barra de escala equivale a 10 um. C) Cuantificacién de los foci de RAD51
por espermatocito y genotipo en el estadio indicado. No se aprecian diferencias significativas
entre los foci de RADS51 entre leptoteno y cigoteno temprano entre los espermatocitos
controles y los del mutante HormadI®#/3HA A partir de cigoteno tardio y en el paquiteno-Llike
del mutante Hormad13#4/*HA se observa una acumulacién de RAD51 indicando un defecto en la
reparacion de los DSBs. Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nucleos
analizadons
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Figura 4-32. Los espermatocitos Hormad1°#4/*H#4 presentan persistencia de RPA en paquiteno-
like. A y B) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RPA (rojo) en
espermatocitos Hormadl** y Hormad13#/*H* respectivamente durante la profase meidtica. La
barra de escala equivale a 10 um. C) Cuantificacion de los foci de RPA por espermatocito y
genotipo en el estadio indicado. En leptoteno temprano y leptoteno tardio no se observan
diferencias entre los espermatocitos control y los HormadI®#" En cigoteno temprano los
espermatocitos Hormad13"%H presentan menos foci de RPA, aunque en cigoteno tardio no
hay diferencias. Los espermatocitos en paquiteno-like acumulan mas foci de RPA que los
espermatocitos control, indicando un defecto en la reparacion de los DSBs. Anélisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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4.3 Funcion de TRIP13 en la eleccion de la via de
reparacion de los DSBs

TRIP13 es una proteina que pertenece a la familia de las AAA+ ATPasas, y con la
capacidad de unidn e hidrdlisis del ATP puede remodelar proteinas que poseen el
dominio HORMA. Algunas de las funciones de TRIP13 se relacionan con la
capacidad de remodelar estas proteinas (Cardoso da Silva & Vader, 2021). En
meiosis, TRIP13 se encarga de retirar las proteinas HORMAD de los ejes una vez
han completado la sinapsis (Wojtasz et al., 2009). En mitosis, TRIP13 se localiza en
los cinetocoros y remodela la proteina MAD2 para activar el SAC (Ma & Poon,
2016). También se ha comprobado como en células somaticas, TRIP13 esta
involucrado en la eleccién de la via de reparacion de los DSBs, inhibiendo la
reparacion por NHEJ en favor de la reparacion por HR. Esto lo hace mediante el
desensamblaje del complejo Shieldin, en el cual se encuentra la proteina con
dominio HORMA REV7 (Clairmont et al., 2020; Sarangi, Clairmont, & D’Andrea,
2020). Ya que mutantes de Trip13” presentan defectos en la reparacién de los
DSBs por HR, ya que presentan menor carga de RAD51 y RPA, y DSBs sin reparar
en paquiteno-like, se analizd si TRIP13 participaba en la eleccidon de la via de

reparacion de los DSBs en espermatocitos de raton.

4.3.1 Los mutantes de Tripl3 presentan menos DSBs no
reparados

En trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion, se estudié si TRIP13
participaba en la eliminacion de ovocitos como consecuencia de la activacion del
checkpoint de sinapsis. Para ello se analizaron dos modelos de ratones que tienen
problemas de sinapsis, Spol17- y Dmc17/- Chk27/-, y se compararon los ovarios de
estas hembras con los ovarios de las mutantes Spoll” Trip13m°%m°d v Dmc1~/-
Chk27- Trip13m°¥mod respectivamente (Martinez-Marchal, 2019). La mutacién de
TRIP13 no produjo rescate en el niUmero de ovocitos Spoll”- (Martinez-Marchal,
2019), como ya se habia descrito previamente (X. Li & Schimenti, 2007). Sin
embargo, las hembras Dmc17- Chk2”/~ Trip13m°¥m°d si mostraron un rescate en el
nimero de foliculos, reflejado por el incremento en el nimero de foliculos
primordiales y foliculos primarios (Martinez-Marchal, 2019). Para explicar este

rescate se postularon dos hipotesis.
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La primera explicacién fue que TRIP13 participara en el checkpoint de sinapsis,
pero solo en presencia de DSBs producidos por SPO11. La segunda hipotesis fue
que TRIP13 participa en la eleccion de la ruta de reparacion de los DSBs, inhibiendo
la reparacion por NHEJ y promoviendo la reparacion por HR, como pasa en células
somaticas (Clairmont et al., 2020). Si TRIP13 participase en la eleccion de la ruta
de reparacidn de los DSBs, en los ovocitos Dmc1”- Chk2/- Trip13 m°%m°d yna parte
de los DSBs, que no podrian ser reparados por HR debido a la ausencia de DMC1,

podrian ser reparados mediante NHEJ.

Con tal de ver si TRIP13 regulaba la reparacion de los DSBs durante la meiosis, lo
primero que se analizd fue la presencia de DSBs no reparados en los
espermatocitos mutantes de Dmcl”/- Chk2/- y lo comparamos con los
espermatocitos del mutante Dmc1”/- Chk27- Trip13m°¥m°d En los espermatocitos
Dmc17-, los DSBs no pueden ser reparados eficientemente, debido a los defectos
en la busqueda del cromosoma homdlogo, y en consecuencia, estos mutantes
acumulan DSBs sin reparar y presentan un bloqueo en un estadio paquiteno-Llike
con abundante asinapsis (Pittman et al., 1998; Yoshida et al., 1998). La ablacion de
CHK2 en estos mutantes evita la muerte de los espermatocitos por activacion del
checkpoint de recombinacién, aunque acabardn muriendo poco después por

defectos de sinapsis.

Si TRIP13 participa en la eleccion de la via de reparacion de los DSBs, la mutacidn
de Trip13 en estos espermatocitos permitiria reparar una parte de los DSBs por
NHEJ, reduciendo la cantidad de dafo no reparado presente en estos
espermatocitos. En efecto, analizando la presencia de acimulos de YH2AX
presentes en los espermatocitos en paquiteno-like de ambos mutantes (Figura
4-33), se observé una reduccién significativa de dafio no reparado en los
espermatocitos Dmcl”~ Chk2”/- Trip13m°¥mod (p<0,0001, T de Student) (Figura
4-33C). También se analizd la acumulacién de YH2AX en los espermatocitos Dmc1-
/-y Dmc17- Trip13m°¥medy se observd la misma tendencia. Los espermatocitos doble
mutantes de Dmcl y Tripl3 acumularon YH2AX en paquiteno-like que los
espermatocitos Dmc17- (p<0,0001, T de Student)(Figura 4-33C). Estos resultados
indican que la deplecion de Tripl3 comporta una reduccidon del ndmero de

acumulos de YH2AX.
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Figura 4-33. Los mutantes de Trip13 presentan menos acimulos de YH2AX. A y B) Imdgenes
representativas de espermatocitos Dmcl1”-Chk27-, Dmc17/-Chk2”/ Trip13m°¥m°d Dmc1”-y Dmc1-
/Tripl13me#/mod respectivamente en paquiteno-like marcados contra SYCP3 (verde) y YH2AX
(rojo). La barra de escala equivale a 10 um. C) Grafico mostrando los acimulos de YH2AX en
espermatocitos en paquiteno-like en los mutantes mencionados. Se puede observar como los
mutantes de Trip13 presentan menos acimulos de YH2AX. Anélisis T de Student.

Debido a que los mutantes de Trip13 presentaron menor acumulacion de YH2AX en
paquiteno-like, lo siguiente que se analizé fue si estos mutantes también
presentaban menos marcadores de recombinacion meidtica como RAD51 y RPA.
Se analizd la dinamica de RAD51 en los espermatocitos en leptoteno, cigoteno y

paquiteno-like de los mutantes Dmc17/-Chk2”-y Dmc17/-Chk2”/Trip13m°%m? (Figura
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4-34, Tabla 4-5). Los espermatocitos Dmcl”/-Chk2/ Tripl3m°¥mod presentaron
menor cantidad de foci de RAD51 en leptoteno (p<0,0001, T de Student), cigoteno
(p<0,0001, T de Student) y paquiteno-like que los espermatocitos Dmc17-Chk2"-
(p<0,0001, T de Student) (Figura 4-34C, Tabla 4-5). La misma tendencia se observo
en los mutantes Dmc17-y Dmc1” Trip13m°%m°d (Figura 4-35, Tabla 4-5), en los que
espermatocitos Dmcl1”~ Tripl3m°¥mod también presentaron una reduccion en el
numero de foci de RAD51 en leptoteno (p=0,0139, T de Student), cigoteno (p<0,0001,
T de Student) y paquiteno-like (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-35C, Tabla 4-5)..

A continuacion, se analizd la presencia de ssADN gracias al marcaje de RPA. El
analisis de la dindmica de RPA en los espermatocitos de los mutantes Dmcl1”
Chk27/-y Dmc17- Chk27/- Trip13m°¥m°? (Figura 4-36C, Tabla 4-5) reveld la misma
tendencia que en los analisis anteriores con YH2AX y RAD51. En los espermatocitos
de Dmc17- Chk2/- Trip13m°¥mod RPA se encontrd en menor cantidad en leptoteno
(p=0,0314, T de Student), cigoteno (p=0,0004, T de Student) y paquiteno-like
(p<0,0001, T de Student) comparado con el mutante Dmc17- Chk2”- (Figura 4-36C,
Tabla 4-5). En el caso de los mutantes Dmc17-y Dmc1”~ Trip13m°¥md (Figura 4-37,
Tabla 4-5), los mutantes de Trip13 presentaron menor cantidad de foci de RPA en
leptoteno (p=0,0050, T de Student), cigoteno (p<0,0001, T de Student) y paquiteno-
like (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-37C, Tabla 4-5).

La deplecion de Chk2 en los espermatocitos causé que, al no activarse el
checkpoint de recombinacidn, estos mutantes presentaran un mayor nimero de
acumulos de YH2AX, de foci de RAD51 y de RPA en todos los estadios y en ambos
mutantes (Dmcl”- Chk2”/-y Dmcl”/- Chk2”/- Trip13m°¥m°d) comparados con los
mutantes Dmc1”-y Dmc17- Trip13m°¥md | os resultados de que en los mutantes de
Trip13 hubo menor acumulacidon de YH2AX, menor nimero de foci de RAD51 y de

RPA indican que la recombinacion meidtica parece reducida en ausencia de TRIP13.
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Figura 4-34. Los mutantes de Tripl3 presentan menos foci de RAD51. A) Iméagenes
representativas de espermatocitos Dmc1”- Chk2”- en leptoteno, cigoteno y paquiteno-Llike. B)
Espermatocitos Dmc1- Chk2/- Trip13m°%med en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. La barra
de escala equivale a 10 um. C) Gréafico mostrando la cuantificacidn de los foci de RAD51 en los
estadios mencionados en espermatocitos Dmcl1” Chk27/-y Dmcl”- Chk2”/- Trip13me¥/mod Se
aprecia menor acumulacion de foci de RAD51 en los espermatocitos mutantes de Tripl3.
Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Figura 4-35. Los mutantes de Tripl3 presentan menos foci de RAD51. A) Iméagenes
representativas de espermatocitos Dmcl” en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. B)
Espermatocitos Dmcl” Trip13m™%md en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. La barra de
escala equivale a 10 um. C) Grafico mostrando la cuantificacidn de los foci de RAD51 en los
estadios mencionados en espermatocitos Dmcl1” y Dmc1” Tripl3m°¥/md Se aprecia menor
acumulacidn de foci de RAD51 en los espermatocitos mutantes de Trip13. Andlisis T de Student.
La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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Figura 4-36. Los mutantes de Tripl3 presentan menos foci de RPA. A) Imagenes
representativas de espermatocitos Dmcl”- Chk2”- en leptoteno, cigoteno y paquiteno-Llike. B)
Espermatocitos Dmc1”- Chk2”/- Trip13™°%m°? en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. La barra
de escala equivale a 10 um. C) Gréafico mostrando la cuantificacidn de los foci de RPA en los
estadios mencionados en espermatocitos Dmcl”- Chk27/-y Dmcl”- Chk2”/- Trip13med9/mod Se
aprecia menor acumulacién de foci de RPA en los espermatocitos mutantes de Trip13. Anélisis
T de Student. La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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Figura 4-37. Los mutantes de Tripl3 presentan menos foci de RPA. A) Iméagenes
representativas de espermatocitos Dmcl” en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. B)
Espermatocitos Dmcl” Trip13m™%md en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. La barra de
escala equivale a 10 um. C) Grafico mostrando la cuantificacion de los foci de RPA en los
estadios mencionados en espermatocitos Dmcl1” y Dmc1” Tripl3m°¥md Se aprecia menor
acumulacidn de foci de RPA en los espermatocitos mutantes de Trip13. Analisis T de Student.
La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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Tabla 4-5. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos Dmc17-, Dmc1”/- Chk27- , Dmcl”- Tripl3m°¥/mod yv Dmcl”- Chk2”/- Trip13m°¥md Se
muestran los datos de RAD51 y RPA. Se presenta el promedio de foci junto a la SD del nimero
de foci. La N corresponde al niimero de nicleos analizados.

Dmc17 Chk27/-

Dmc1”/- Chk2
Trl‘p13mod/mod

RAD51

Dmcl”

Dmc17 Tripl3mod/mod

Dmc17 Chk2/-

Dmc1”/- Chk2
Tr-l‘p13mod/mod

RPA

Dmc1”

Leptoteno

181,4 = 4,118 N=12

126,6 = 4,247 N=15

88,59 = 5,493 N=17

68,94 + 5,125 N=16

88,24 + 5,055 N=21

68,82 = 3,484 N=17

80,05 = 6,989 N=22

48,45 = 4,605 N=11

Cigoteno

174,7 « 4,508 N=21

147,1 £ 4,028 N=43

137,0 = 3,905 N=28

87,94 = 3,642 N=49

168,7 £ 5,532 N=30

141,6 = 4,605 N=48

145,3 £ 12,33 N=31

91,86 = 4,721 N=37

Paquiteno-Llike

144,3 £ 2,436 N=67

106,9 + 2,238 N=79

95,93 + 2,629 N=44

65,49 + 2,389 N=68

2127 = 4,973 N=96

151,4 £ 2,547 N=125

215,1 + 8,718 N=90

133,0 = 5,664 N=107

Dmc17- Trip13med/mod

4.3.2 Los mutantes de Tripl3 presentan mas marcadores
de NHEJ

En células somaticas, TRIP13 interactda con el complejo Shieldin, la funcidn del
cual es inhibir la reseccion de los DSBs, promoviendo su reparacion por NHEJ vy,
por lo tanto, inhibiendo la reparacién por HR (Clairmont et al., 2020). REV7 es una
proteina con dominio HORMA que forma parte del complejo Shieldin, junto a
SHLD1, SHLD2 y SHLD3. SHLDS interacciona con REV7 mediante el dominio safety
belt de REV7. TRIP13 tiene la capacidad de disociar el complejo REV7-SHLD3, lo
cual causa la disolucion del complejo Shieldin (Clairmont et al., 2020). En células
somaticas, cuando se elimina TRIP13, los DSBs son reparados por NHEJ y cuando
se sobreexpresa TRIP13, se reparan por HR, por lo tanto, TRIP13 regula la eleccion
de la via de reparacion de los DSBs (Clairmont et al., 2020; de Krijger et al., 2021).
Después de detectar que la deplecién de Trip13 en los mutantes Dmc17-y Dmc17-

Chk2”- causd una menor acumulacién de dafio no reparado y una menor presencia
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de marcadores de HR, lo siguiente que quisimos comprobar es si los mutantes de
Trip13 presentan mas factores relacionados con el complejo Shieldin y la via de
reparacion por NHEJ durante la profase meidtica. Como TRIP13 interactta con
REV7 para desensamblar el complejo Shieldin en células somaticas, nuestra
hipotesis fue que tendria una funcion similar en meiosis, por lo que los mutantes

de Trip13 presentarian mas REV7.

Para comprobarlo, se hizo una inmunofluorescencia contra REV7 y SYCP3 en
espermatocitos de ratones WT, Trip13mo#mod y Trip13~-. La sefial de REV7 en los
espermatocitos WT aparecid en leptoteno como foci discretos pero muy intensos y
siempre en los extremos de los fragmentos de SYCP3. En cigoteno también se pudo
ver la sefal intensa en los extremos de los cromosomas. En paquiteno temprano
no se observo sefal de REV7 ni en los cromosomas ni en la cromatina. A partir de
paquiteno tardio aparecid una sefial en toda la cromatina que se intensificé en
diploteno. La sefial de REV7 ignoré la porcidn de cromatina de la vesicula sexual

tanto en paquiteno como en diploteno (Figura 4-38).

Leptoteno Cigoteno Paquiteno temprano Paquiteno tardio Diploteno

Figura 4-38. Dinamica de REV7 en espermatocitos WT. Imagenes representativas del marcaje
contra SYCP3 (verde) y REV7 (rojo) en espermatocitos WT. Las imagenes magnificadas en los
recuadros de los espermatocitos en leptoteno y cigoteno muestra los foci intensos de REV7 en
los extremos de los fragmentos de los ejes cromosdémicos. En paquiteno temprano no se
detecta ninguna sefial de REV7. A partir de paquiteno tardio hay una sefial extendida por toda
la cromatina que se intensifica en diploteno. En las imagenes magnificadas de los recuadros
se muestra la vesicula sexual en paquiteno tardio y diploteno en los que se observa que no hay
sefial de REV7. La barra de escala equivale a 10 um.
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En los espermatocitos de los mutantes Trip13m°¥m°d (Figura 4-39) y Trip13~- (Figura
4-40), REV7 también aparecié como foci intensos en los fragmentos de SC en los
estadios de leptoteno y cigoteno. En el estadio de paquiteno-like de los mutantes
de Trip13 hubo una acumulacion de agregados de REV7 en la cromatina. Los foci
de REV7 en leptoteno y cigoteno en los espermatocitos mutantes de Trip13 fueron
mas abundantes que en los espermatocitos WT (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-
40B, Tabla 4-6). Cabe destacar que en el paquiteno temprano de WT no habia sefial
alguna de REV7. Estos resultados indican que en los mutantes de Trip13 hay mas

foci de REV7 que en los espermatocitos control.

Leptoteno Cigoteno Paquiteno-like

=g

Tnp 1 3mad/m0d

Figura 4-39. Los espermatocitos Trip13m™¥md presentan REV7 en leptoteno y cigoteno.
Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y REV7 (rojo) en espermatocitos
en los estadios mencionados del mutante Trip13m°¥md | as imdgenes magnificadas en los
recuadros muestran los foci intensos en los extremos de los fragmentos de SC en leptoteno y
cigoteno. En paquiteno-like hay agregados de REV7 por la cromatina. La barra de escala
equivale a 10 um.
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Figura 4-40. Los mutantes de Tripl3 presentan mas REV7 en leptoteno y cigoteno que los
espermatocitos WT. A) Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y REV7
(rojo) en espermatocitos Trip137 en los estadios mencionados. Las imdgenes magnificadas en
los recuadros muestran los foci intensos en los extremos de los fragmentos de los ejes
cromosomicos en leptoteno y cigoteno. En paquiteno-like hay agregados de REV7 por la
cromatina. La barra de escala equivale a 10 um. B) Grafico que muestra la cuantificacidn de los
foci de REV7 en espermatocitos en leptoteno y cigoteno de ratones WT, Trip13m°¥mod y Trip13-/-,
Se observa una mayor acumulacion de foci de REV7 en ambos mutantes y en ambos estadios.
Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.

132



También se analizé la presencia de REV7 en los mutantes Dmc17-Chk2”-, Dmc1”/-
Chk2/-Trip13m°%mod (Figura 4-41), Dmcl”- y Dmcl”/ Trip13m°%mo? (Figura 4-42).
REV7 también se expreso en los espermatocitos en leptoteno y cigoteno de los
cuatro mutantes. Los espermatocitos en paquiteno-like también acumularon REV7
en forma de agregados en la cromatina. Los espermatocitos Dmc17/-Chk2/- Trip13
mod/mod nresentaron mas foci de REV7 en leptoteno (p<0,0001, T de Student),
cigoteno (p<0,0001, T de Student) y paquiteno-like (p=0,0011, T de Student)(Figura
4-41C, Tabla 4-6). En los espermatocitos Dmc1”Trip13m°¥mod REV7 también fue
mas abundante en los espermatocitos en leptoteno (p=0,0003, T de Student),
cigoteno (p=0,0240, T de Student) y paquiteno-Llike (p<0,0001, T de Student) (Figura
4-42C, Tabla 4-6). Estos resultados indican que hay mayor acumulacion de REV7
en los primeros estadios de la profase meidtica en ausencia de Trip13 en los

mutantes de Dmcl.

Por dltimo, se analizd si habia REV7 en mutantes que no producen DSBs vy si la
ausencia de Trip13 modificaba su nimero. Por ello, se estudid la presencia de REV7
en espermatocitos Spoll”- y Spoll”-Trip13m°¥™°d (Figura 4-43). En los mutantes
Spoll”/- no se producen los DSBs dependientes de SPO11, y como consecuencia,
los cromosomas homdlogos no pueden aparearse ni sinapsar entre ellos (Baudat
et al., 2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000). En estos mutantes, al no
producirse los DSBs dependientes de SP0O11, no esperariamos encontrar REV7. Si
bien es cierto, se ha descrito que los espermatocitos Spoll” también presentan
dafio en el ADN. Sorprendentemente, el analisis reveld que los espermatocitos
Spoll”- también presentaron REV7 en los extremos de los ejes cromosdmicos,
pero la deficiencia de Trip13 no causo diferencias en el niUmero de foci de REV7 en
leptoteno (p=0,7884, T de Student), cigoteno (p=0,7171, T de Student) ni paquiteno-
like (p=0,2232, T de Student) (Figura 4-43C, Tabla 4-6).

Estos resultados sugieren que en ausencia de DSBs, la deficiencia de Trip13 no
produce diferencias en el nimero de foci de REV7, y que los foci que se observan

podrian ser artefactuales o presencia basal de la proteina en las células.
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Figura 4-41. Dinamica de REV7 en espermatocitos Dmc1”7- Chk2/-y Dmc1”/- Chk2”- Trip13
mod/mod A y B) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y REV7 (rojo) en
espermatocitos Dmcl1”- Chk2”/-y Dmc1”/- Chk2”/- Trip13m°¥m°d, | as imagenes magnificadas en
los recuadros muestran los foci intensos en los extremos de los fragmentos de los ejes
cromosdmicos. En paquiteno-like hay agregados de REV7 por la cromatina ademas de los
foci en los extremos de los cromosomas. La barra de escala equivale a 10 um. C) Gréafico que
muestra la cuantificacion de los foci de REV7 observados en leptoteno, cigoteno y paquiteno-
like. Se observa una mayor acumulacidn de foci de REV7 en los mutantes de Trip13. Anélisis
T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Figura 4-42. Dindmica de REV7 en espermatocitos Dmcl”- y Dmc1”- Trip13 med/med A y B)
Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y REV7 (rojo) en
espermatocitos Dmc17-y Dmc1”/ Trip13m°¥mo? | as imagenes magnificadas en los recuadros
muestran los foci intensos en los extremos de los fragmentos de los ejes cromosémicos. En
paquiteno-like hay agregados de REV7 por la cromatina ademas de los foci en los extremos
de los cromosomas. La barra de escala equivale a 10 um. C) Grafico que muestra la
cuantificacion de los foci de REV7 observados en leptoteno, cigoteno y paquiteno-Llike. Se
observa una mayor acumulacion de foci de REV7 en los mutantes de Trip13. Anélisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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Figura 4-43. Dinamica de REV7 en espermatocitos Spoll”- y Spoll”- Trip13med/med A y B)
Iméagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y REV7 (rojo) en espermatocitos
Spoll” y Spoll” Tripl3m¥md | asimagenes magnificadas en los recuadros muestran los foci
intensos en los extremos de los fragmentos de los ejes cromosémicos. La barra de escala
equivale a 10 um. C) Gréfico que muestra la cuantificacidn de los foci de REV7 en leptoteno,
cigoteno y paquiteno. No se observan diferencias en el nimero de foci en los mutantes
analizados. Anélisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Tabla 4-6. Nimero de foci presentes en los espermatocitos del estadio indicado en los
individuos indicados. Se muestran los datos de REV7. Se presenta el promedio de foci junto a

la SD del niimero de foci. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.

Trip13*

Trip13mod/mod

Trip13--

Dmc1- Chk2--

Dmc1/- Chk2"
Trip 1 3mad/mad

Dmc1~-

Dmc1/- Trip13med/med

Spoll”-

Leptoteno

1,759 = 0,2922 N=29

3,185 + 0,1927 N=27

5,850 = 0,2596 N=40

3,469 = 0,3078 N=32

6,345 = 0,3519 N=29

4,676 = 0,2228 N=37

6,000 = 0,2615 N=27

2,688 + 0,2183 N=16

2,759 = 0,1542 N=29

Cigoteno

1,024 = 0,1686 N=42

2,655 = 0,2122 N=29

3,333 + 0,2876 N=33

3,268 = 0,2395 N=41

5,765 = 0,2705 N=34

4,250 = 0,2216 N=64

5,088 £ 0,2780 N=34

2,600 = 0,2555 N=20

2,696 = 0,1297 N=56

Paquiteno-like

3,556 + 0,3154 N=18

5,263 £ 0,3574 N=19

2,583 + 0,2468 N=36

4,422 + 0,2291 N=64

3,031 £ 0,1982 N=32

2,758 = 0,1232 N=62

Spol11/- Trip13med/med

4.3.3 Los espermatocitos Trip13~/ presentan acimulos de
53BP1

Seguidamente, analizamos la localizacion de la proteina 53BP1, que protege los
DSBs para evitar su reseccion y asi promover su reparacion por NHEJ (Gupta et
al,, 2018; Ward et al., 2003), en los espermatocitos WT y Trip137-. Para estudiar la
localizacidon de esta proteina, se usaron dos anticuerpos contra 53BP1, uno de

conejo y el otro de raton.

Con el anticuerpo de conejo, en los espermatocitos WT, 53BP1 aparecid a partir de
paquiteno medio y tardio, pero no mostré sefal en los espermatocitos en
leptoteno, cigoteno ni paquiteno temprano (Figura 4-44A), tal y como ya se habia
descrito (Enguita-Marruedo et al., 2019). En los espermatocitos Trip13”/ en
cambio, no se detectd ninguna sefial con este anticuerpo en ningun espermatocito

(Figura 4-44A). Con el anticuerpo contra 53BP1 de ratdn, la Unica sefal detectable

137



en los espermatocitos de WT se encontré en los cromosomas sexuales X e Y en
paquiteno de manera muy tenue (Figura 4-44B).

En el mutante Trip137- sin embargo, se detectd una sefial muy intensa de 53BP1,
parecida a acimulos de YH2AX, en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like por la
cromatina y los autosomas (Figura 4-44C), similar a la sefial detectada en
espermatocitos en paquiteno después de ser irradiados (Enguita-Marruedo et al,,
2019). Se cuantificé el porcentaje de extremos de los bivalentes en espermatocitos
en paquiteno-Llike, tanto abiertos como cerrados, que presentaron acumulacion de
53BP1. Los extremos abiertos de los paquiteno-like Trip137- presentaron mas
acimulos de 53BP1 que los extremos cerrados (p<0,00001, G test) (Figura 4-44D).
Se testaron ambos anticuerpos en espermatocitos 53bpl17-y no se detectd sefal
con ninguno de los dos anticuerpos (datos no mostrados). Estos resultados

indicaron que los espermatocitos Trip137- acumulan 53BP1.

4.3.4 Se acumula mas Ku70 en ausencia de Trip13

También se analizo la expresion de la proteina Ku70, la cual estd involucrada en la
proteccion de los extremos de ADN durante la NHEJ (Chang et al.,, 2017). Se
comprobd la localizacién de Ku70 mediante inmunofluorescencia contra Ku70 y
YH2AX en secciones de testiculo de ratones WTy Tripl13me#md En los tdbulos
seminiferos de los ratones WT, Ku70 se expreso en espermatocitos en paquiteno y
diploteno (Figura 4-45), como ya se habia descrito previamente (Ahmed et al,,
2013; Enguita-Marruedo et al., 2019). En los tdbulos del mutante Trip13m°%mod en
cambio, Ku70 y YH2AX colocalizaron en los espermatocitos tanto en la vesicula

sexual como en los acumulos en la cromatina (Figura 4-46).

También se analizd la expresion de Ku70 en extensiones de espermatocitos WTy
del mutante Trip137-. Coincidiendo con la expresion de Ku70 en secciones de
testiculo, no se observd sefial de Ku70 en los espermatocitos WT en los primeros
estadios de la profase meidtica. A partir de paquiteno tardio y en diploteno, Ku70
se encontrd en la vesicula sexual y expresd una sefial por la cromatina del
espermatocito (Figura 4-47A). En los espermatocitos Trip137-, Ku70 aparecié en
cigoteno y paquiteno-like en la cromatina (Figura 4-47B). Estos resultados indican
que hay acumulacidn de Ku70 en los espermatocitos Trip137 en estadios

tempranos.
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Figura 4-44. Los espermatocitos Trip13~/- acumulan 53BP1. A) Imagenes representativas de
espermatocitos en paquiteno de Trip13**y paquiteno-like de Trip13~- marcados contra SYCP3
(verde) y 53BP1 de conejo (rojo). B) Imagenes representativas de espermatocitos en paquiteno
de Trip13** y paquiteno-like de Trip13“- marcados contra SYCP3 (verde) y 53BP1 de ratén
(rojo). C) Imégenes representativas de espermatocitos en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like
del mutante Trip13“- marcados contra SYCP3 (verde) y 53BP1 Ms (rojo). La barra de escala
equivale a 10 um. D) Graficos mostrando el porcentaje de extremos de bivalentes de
espermatocitos Trip137-en paquiteno-like del con presencia o ausencia de 53BP1. El gréfico de
laizquierda muestra los extremos totales, el del centro los extremos abiertos y el de la derecha
los extremos cerrados. Nucleos analizados para el recuento: 27.
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Figura 4-45. Ku70 se expresa en espermatocitos WT en paquiteno y diploteno. A) Imagenes
representativas de secciones de testiculo de ratén Trip13** marcados contra YH2AX (verde),
Ku70 (rojo) y DAPI (azul). Las imagenes magnificadas en los recuadros destacan espermatocitos
con sefial de YH2AX en la cromatina sin expresion de Ku70 marcados con una flecha. También se
puede observar dos espermatocitos con vesicula sexual marcada con una sefial YH2AX y Ku70
gue colocaliza marcados con un asterisco rojo. La barra de escala equivale a 20 um.
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Figura 4-46. Los espermatocitos Trip13m°¢/mod en estadios tempranos presentan Ku70. A)
Iméagenes representativas de secciones de testiculo del mutante Trip13™°%m°d marcados contra
YH2AX (verde), Ku70 (rojo) y DAPI (azul). Las imagenes magnificadas en los recuadros
destacan espermatocitos que presentan acimulos de YH2AX en la cromatina y en la vesicula
sexual con sefal de Ku70 que colocaliza con YH2AX. La barra de escala equivale a 20 um.
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Figura 4-47. Los espermatocitos Trip13~ en cigoteno y paquiteno-like presentan Ku70. A)
Imdgenes representativas de extensiones de espermatocitos Trip13** en cigoteno, paquiteno
temprano, paquiteno tardio y diploteno marcados contra SYCP3 (verde) y Ku70 (rojo). Ku70
no se expresa en los primeros estadios de la profase meiética, y a partir de paquiteno medio-
tardio y en diploteno se expresa en la vesicula sexual. B) Imagenes representativas de
extensiones de espermatocitos Trip137- en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like marcados
contra SYCP3 (verde) y Ku70 (rojo). En cigoteno y paquiteno-like hay acumulacién de Ku70
por la cromatina. La barra de escala equivale a 10 um.
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4.4 Estudio de la funcion telomeérica de TRIP13
durante la meiosis

El hallazgo de que TRIP13 se encuentra localizada en los teldmeros durante la
profase meidtica sugiere que podria estar participando en algunos eventos
relacionados con el funcionamiento del teldmero durante la meiosis. En levadura
PCH2 evita la produccion de DSBs en las secuencias repetitivas del ADN ribosomal
(San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999). Durante la meiosis, la formacién de DSBs
alrededor de secuencias repetitivas esta bien controlada, ya que estas porciones
son susceptibles de sufrir recombinacién homdloga no alélica (NAHR), lo cual
puede generar inestabilidad gendmica, como por ejemplo translocaciones o
fusiones cromosdmicas. Asi que hipotetizamos que una posible funcién de TRIP13
en los teldmeros podria ser la proteccidn de estos extremos durante la profase

meidtica.

4.4.1 No hay mas formacion de DSBs en los telomeros en
ausencia de TRIP13

Si TRIP13 participa en la proteccion de los teldmeros evitando la formacidon de los
DSBs, se esperaria que los mutantes de Trip13 tuvieran mas teldmeros con dafio
en el ADN. Lo primero que se investigo fue si se encontraban marcadores de DSBs
en los teldmeros mediante inmunofluorescencia contra YH2AX en paquiteno
temprano de WT y paquiteno-like de los mutantes de Trip13 (Figura 4-48A). El
recuento de extremos de los autosomas con YH2AX reveld que en los ratones WT
el 26% de extremos presentan YH2AX frente al 74% de extremos con ausencia de
YH2AX. En el analisis de la presencia de YH2AX en los espermatocitos mutantes de
Trip13 en paquiteno-like se observd que el porcentaje de extremos de los
autosomas con YH2AX tanto en el mutante Trip13m°¥mod (26,5%) como en el mutante
Trip137 (31%) fue similar a los espermatocitos WT (p=0,92, G test en Trip13med/mod.
p=0,43, G test en Trip137") (Figura 4-48B). También se midid la distancia del
teldmero hasta el primer acimulo de YH2AX en el SC y tampoco se encontraron
diferencias entre los espermatocitos WT y los Trip13m°%mod (p=0,4809, T de Student)
y Trip137- (p=0,09, T de Student) (Figura 4-48C). Estos resultados sugieren que no

hay mas formacion de DSBs en los telomeros en ausencia de TRIP13.
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Figura 4-48. No se producen mas DSBs en los teldémeros en ausencia de Trip13. A) Imagenes
representativas de espermatocitos WT en paquiteno temprano, y en paquiteno-like de los
mutantes Tripl13m°%mod y Trip13- con marcaje contra SYCP3 (verde) y YH2AX (rojo). Las
imagenes magnificadas de los recuadros muestran foci de YH2AX en los extremos de los
bivalentes. La barra de escala equivale a 10 um. B) Gréfico de barras comparando el porcentaje
de extremos de los autosomas con o sin YH2AX en espermatocitos WT, Trip13m°%mod y Trip13--.
C) Grafico comparando la distancia del telémero hasta el primer acimulo de YH2AX en
espermatocitos WT, Trip13™°%md y Trip13--. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.

Como la presencia de YH2AX en los teldmeros fue similar en WT y los mutantes de
Trip13, quisimos comprobar si estos DSBs se reparaban mediante recombinacion
homdloga. Para ello, se analizd la presencia de RAD51 en los telémeros de los
espermatocitos WT en paquiteno y paquiteno-like de los mutantes de Trip13 (Figura
4-49A). En el recuento de foci de RAD51 solo se tuvo en cuenta los foci que se
localizaban en los teldmeros para el analisis. No se encontraron diferencias en
cuanto al nimero de foci de RAD51 presentes en los teldmeros en los ratones WT
y en los mutantes Trip13m°¥mod (p=0,2638, T de Student), Trip13°¢“/** (p=0,7091, T de
Student) y Trip137- (p=0,5120, T de Student)(Figura 4-49B). Estos resultados
sugieren que la recombinacién meidtica no estd alterada en los telémeros en

ausencia de TRIP13.
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Figura 4-49. La recombinacion meidtica no esta alterada en los telomeros en ausencia de
Trip13. A) Imagenes representativas del marcaje contra SYCP3 (verde) y RAD51 (rojo) en
espermatocitos en paquiteno temprano de WT, y paquiteno-like de los mutantes Trip13mo#/mod
Trip13s¢/5¢Vy Trip13~-. Las imagenes magnificadas de los recuadros muestran los foci de RAD51
en los telémeros. La barra de escala equivale a 10 um. B) Gréfico de barras que muestra el
nimero de foci de RAD51 en los telémeros de los espermatocitos en paquiteno de los ratones
WT, y en paquiteno-like de los mutantes Trip13med/med Trip13se/*¢Vy Trip137-. No se observan
diferencias en cuanto al nimero medo de foci de RAD51 en los teldmeros por célula. La N
corresponde al nimero de ndcleos analizados.

4.4.2 Los mutantes de Trip13 presentan mas fusiones entre
cromosomas

El hallazgo de que los mutantes de Trip13 presentan foci de REV7 y 53BP1 en los
extremos podria indicar una posible funcion de TRIP13 inhibiendo la reparacion via
NHEJ en los telémeros. De hecho, se ha relacionado 53BP1 con promover la
movilidad de telémeros disfuncionales (Dimitrova et al., 2008). Los teldmeros
tienen un rango limitado de movimiento, pero cuando son dafiados, su movilidad
se incrementa significativamente, lo que podria promover que dos teldmeros
disfuncionales se acercaran lo suficiente, permitiendo a la maquinaria de NHEJ

unir los dos extremos (Dimitrova et al., 2008).

Nuestra hipdtesis es que si TRIP13 previene la fusion telomérica via NHEJ, en los
espermatocitos de los mutantes de Trip13 esperariamos encontrar mas fusiones
por los teldmeros que en los espermatocitos WT. Por ello, se llevo a cabo el

recuento de la presencia de fusiones cromosdmicas en los espermatocitos en
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paquiteno temprano de WT y en paquiteno-like de mutantes de Trip13 mediante el

marcaje contra SYCP3 y TRF2 como marcador telomérico (De Lange, 2005).

En los espermatocitos WT de los ratones y los mutantes de Trip13, TRF2 aparece
en los teldmeros de los cromosomas como una sefal intensa (Figura 4-50A). Se
hizo el recuento de espermatocitos en paquiteno que contenian cromosomas
fusionados por los teldmeros. Se consideraron fusiones cromosdmicas aquellos
casos en los que se encontraron dos ejes cromosdmicos, marcados con SYCP3, lo
suficientemente cercanos por los telémeros, o directamente unidos, de manera
que solo se detectara una senal de TRF2 entre ellos. En los ratones WT, la gran
mayoria de espermatocitos en paquiteno temprano no presentaron fusiones
(96,1%) y solo el 3,9% presentaron una fusién cromosdmica (Figura 4-50B). En los
espermatocitos Trip13me¥med el 13% presentaban al menos una fusién y el 1%
presentaba mas de una fusion por célula (Figura 4-50B). En los mutantes
Trip13=s¢v y Trip137-, la mitad de los espermatocitos analizados presentaron al
menos una fusion por célula (Figura 4-50B). La diferencia en la frecuencia de
fusiones entre los espermatocitos WT y Trip13me#/mod (p=0,017, G test), Tripl3sev/se
(p<0,0001, G test) y Trip137- (p<0,0001, G test) fueron estadisticamente
significativas (Figura 4-50B). Estos resultados indican que TRIP13 previene la

formacion de fusiones teloméricas en los espermatocitos.

Una de las caracteristicas de los espermatocitos de los mutantes de Trip13 es la
incapacidad de sinapsar completamente por los extremos. Esto es mas evidente en
los mutantes Trip13%/5 y Trip137 en los que hay mas frecuencia de bivalentes
con puntas abiertas (ver apartado 4.5.1). Para averiguar si las fusiones se daban
entre teldmeros sinapsados o no sinapsados en los mutantes de Trip13, se llevo a
cabo un andlisis en los espermatocitos en paquiteno-Llike que presentaban fusiones
y qué fraccidn de estas se producian entre teldmeros no sinapsados y cuales entre
teldmeros sinapsados. En los mutantes Trip13m°¥md e| 86% de las fusiones se
produjeron entre teldmeros sinapsados, y solo el 13% entre teldmeros asinapsados
(Figura 4-50C). En los mutantes Trip13%¢/s¢" en cambio, el 73% de fusiones se dio
entre extremos asinapsados (Figura 4-50C). En los ratones Trip137, las fusiones
entre extremos asinapsados se dio en el 79,2% del total de las fusiones (Figura
4-50C). Estos resultados sugieren que TRIP13 es necesaria para evitar las fusiones

de los telémeros asinapsados.
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Figura 4-50. TRIP13 es necesaria para evitar las fusiones teloméricas. A) Imagenes
representativas de espermatocitos WT, Trip13m°d/mod Trip13%e/s¢"y Trip13~- con marcaje contra
SYCP3 (verde) y TRF2 (rojo) en paquiteno temprano de WT y paquiteno-like de los mutantes.
Las imagenes magnificadas de los recuadros muestran ejemplos de fusiones entre
cromosomas. La barra de escala equivale a 10 um. B) Gréfico de barras comparando la
proporcién de espermatocitos WT, Trip13m¥/med Trip13e¥5¢y Trip13~- que presentan fusiones.
C) Grafico de barras comparando la proporcion de fusiones que ocurren en extremos
sinapsados o extremos asinapsados en paquiteno-like de los mutantes de Tripl13. La N
corresponde al nimero de nucleos analizados.

4.4.3 Las fusiones involucran uniones de ADN

Seguidamente, se testd si las fusiones que presentaban los mutantes de Trip13
involucraban uniones fisicas de ADN. Para ello se prepararon extensiones de
espermatocitos suplementado con DNAsa | (o sin DNAsa | en los portaobjetos
control) en espermatocitos de WT y Trip13~-. Al finalizar el tratamiento con DNAsa

|, se termind el protocolo de extension de espermatocitos (ver protocolo 3.4.4 para
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mas detalles). En este experimento, debido a la larga exposicion al Lipsol (durante
2h) y que los cromosomas se dispersaron por el portaobjetos, se analizd la
frecuencia de bivalentes fusionados encontrada respecto al total de bivalentes
analizados (Figura 4-51B). Se compard la frecuencia de fusiones tanto en los
portaobjetos tratados con DNAsa | con la de los controles. En WT, en los
portaobjetos control sin DNAsa | se encontrd un 0,32% de fusiones, mientras que
en los portaobjetos tratados con DNAsa | la frecuencia fue del 0,15% (p=0,063, T de
Student) (Figura 4-51C). En los mutantes Trip137/, en los portaobjetos sin
tratamiento con DNAsa | se observdo un 1,29% de fusiones, lo cual fue
significativamente mayor a lo observado en el WT (p=0,0002, T de Student) y
confirma que la ausencia de TRIP13 promueve las fusiones cromosodmicas.
Mientras en los portaobjetos tratados con DNAsa | este porcentaje se redujo
significativamente hasta un 0,25% (p= 0,0032, T de Student). Estos resultados
sugieren que las fusiones teloméricas de los mutantes de Trip13involucran uniones

de ADN.
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Figura 4-51. Las fusiones teloméricas en los espermatocitos Trip13~ involucran uniones de
ADN. A) Imagenes representativas de fusiones cromosémicas en bivalentes de ratones
Trip13**y Trip13--sin DNAsa | como control y con DNAsa | 10U. La barra corresponde a 2 uM.
B) Gréfico de barras que muestra la proporcidn de fusiones en ratones Trip13**y Trip13-/sin
DNAsa |y con DNAsa | 10U. Se observa que el tratamiento con DNAsa | en los espermatocitos
Trip13-reduce el porcentaje de fusiones encontradas. Analisis T de Student. La N corresponde
al nimero de cromosomas analizados.
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4.4.4 Las fusiones de cromosomas son dependientes de
53BP1

En estudios con células con telémeros disfuncionales, se comprobd que las células
con 53BP1 presentaban un 33% de fusiones, mientras que en las células 53bp17 la
frecuencia se redujo hasta el 0,6%, indicando que 53BP1 participa en promover las
fusiones de telémeros disfuncionales (Dimitrova et al., 2008). En los mutantes de
Trip13 hemos comprobado que 53BP1 se acumula en los extremos, y que en
ausencia de Tripl3 hay mas fusiones teloméricas que involucran teldmeros
asinapsados. Por ello, analizamos si las fusiones que se observaron en los
mutantes de Trip13 eran dependientes de 53BP1. Gracias a nuestra colaboracion
con el laboratorio de la Dra. Maria Jasin (MSKCC, EE.UU.), pudimos obtener
muestras de testiculo de ratones 53bpl17"y 53bp17-Trip13m°¥m°d Nuestra hipdtesis
fue que la mutacidn de Trip13 no afectaria a la frecuencia de fusiones encontrada

en los espermatocitos 53bp17-.

Los mutantes de 53bp1 presentaron un nivel de fusiones parecido al observado en
los animales WT (Figura 4-52). De manera interesante, no se observaron
diferencias significativas entre la frecuencia de fusiones encontradas en los
espermatocitos de 53bp17-y 53bpl” Trip13m°¥mod (p=0,8485, G test) (Figura 4-52).
Tampoco se encontraron diferencias entre el nimero de fusiones presentes en
espermatocitos de ambos mutantes (Figura 4-52). EL mutante Tripl3mo#/med
presentd una mayor frecuencia de fusiones (p= 0,05, G test) asi como un mayor
numero de fusiones por célula que los mutantes 53bp17- (p=0,008, T de Student) y
53bpl17/Trip13me¥mod (p=0,007, T de Student) (Figura 4-52). Estos resultados
sugieren que las fusiones teloméricas de los mutantes de Trip13 son dependientes

de 53BP1y por tanto, posiblemente sean producto de la reparacion por NHEJ.
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Figura 4-52. Las fusiones teloméricas de los mutantes de Trip13 son dependientes de 53BP1.
A) Imégenes representativas de espermatocitos 53bpl” y 53bpl” Trip13m°#¥m°d con marcaje
contra SYCP1 (verde) y SYCP3 (rojo) en paquiteno temprano. Las imagenes magnificadas de
los recuadros muestran fusiones entre cromosomas. La barra de escala equivale a 10 um. B)
Recuento de fusiones por célula en paquiteno de WT, Trip13med/med 53hp1~/- y 53bpl”-
Trip13med/mod  Andlisis T de Student. C) Grafico de barras comparando la proporcién de
espermatocitos que presentan fusiones en WT, Trip13mo¥mod 53bp1-/-y 53bpl~ Trip13m#/med | a
N corresponde al nimero de nlcleos analizados.
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4.45 Los mutantes de Tripl3 presentan mas fusiones en
ausencia de DSB

Se quiso comprobar también si las fusiones observadas en los mutantes de Trip13
eran dependientes de la formacion de DSBs. Por ello, se estudio la presencia de
fusiones en los espermatocitos Spoll17-y Spoll7/Trip13m°%m°d (Figura 4-53A). El
analisis reveld que en ausencia de SP0O11, la fusion entre cromosomas es mas
frecuente y una gran mayoria (86%) de los espermatocitos presentaban al menos
una fusion por célula (Figura 4-53B). Este incremento en la frecuencia de fusiones
en los espermatocitos Spoll7- comparado con los de los ratones WT (Figura
4-50B) podria deberse a la incapacidad de los cromosomas homélogos de aparear
entre ellos, y este hecho favorezca que haya mas teldmeros disponibles para
producir fusiones. Para comprobar esta hipdtesis, se analizd la frecuencia de
fusiones que se encontraban por célula frente al total de sefiales de TRF2 por
célula. El andlisis reveld que las fusiones relativas en los espermatocitos Spol17/-
eran mas abundantes que en WT (p<0,0001, T de Student) y que en Tripl3med/mod
(p<0,0001, T de Student). Por otro lado, el analisis de fusiones en los
espermatocitos Spoll”Tripl3m°¥md revelé que todos los espermatocitos
presentaban al menos una fusidn, mostrando una mayor cantidad de fusiones que
los espermatocitos Spoll7/- (p<0,0001, G test). La cantidad relativa de fusiones
encontrada entre los espermatocitos Spoll”- y los espermatocitos Spoll”-
Trip13mo#/mod también fueron significativas mas altas (p<0,0001, T de Student)
(Figura 4-53B). En ausencia de los DSBs producidos por SP011 hay mas fusiones,
y por lo tanto estas fusiones se producen a partir de roturas que no son inducidas
por SPO11. Los resultados sugieren que ademas TRIP13 evita las fusiones

cromosomicas, incluso cuando no se producen los DSBs meidticos.

Por dltimo, se analizo la frecuencia de fusiones teloméricas en ausencia de Dmcl
para comprobar si las fusiones eran dependientes de HR (Figura 4-53A). Entre los
espermatocitos Dmcl”- y Dmcl”’- Trip13m™°¥m? no hubo diferencias ni en la
frecuencia de fusiones en los espermatocitos (p=0,4645, G test) ni entre el
porcentaje de fusiones relativas (p=0,0912, T de Student) (Figura 4-53B). Estos
resultados indican que cuando la recombinacidon meidtica estd comprometida, la

ausencia de TRIP13 no causa un aumento en las fusiones teloméricas.
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Figura 4-53. TRIP13 previene la fusion telomérica
representativas de espermatocitos con marcaje contra SYCP3 (verde) y TRF2 (rojo) en
paquiteno-like de los mutantes Spol17-, Spoll” Tripl3m°¥mod Dmc1”-y Dmcl~/ Trip13mo¥/med,
Las imagenes magnificadas de los recuadros muestran fusiones entre cromosomas. La barra
de escala equivale a 10 um. B) Gréafico de barras que muestra el porcentaje de fusiones por
célula en paquiteno-like de los mutantes mencionados. C) Grafico que muestra la cantidad
relativa de fusiones teloméricas por espermatocito en los genotipos mencionados. Anéalisis T
de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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4.5 Funcion de TRIP13 en la sinapsis de los
cromosomas homoalogos

Durante la profase meidtica, los cromosomas homodlogos aparean y estabilizan
esta union mediante el ensamblaje del SC. La sinapsis se puede observar y
monitorizar mediante el marcaje de la proteinas de los elementos laterales
(SYCP3) y los elementos centrales (SYCP1). En los espermatocitos WT, los
primeros fragmentos de los elementos laterales aparecen en leptoteno. A partir
de cigoteno, los cromosomas homélogos sinapsan, y aparece SYCP1 entre ellos.
En paquiteno, los autosomas estan completamente sinapsados y las proteinas
SYCP3 y SYCP1 colocalizan en todos los autosomas, menos en las regiones
asinapsadas de los cromosomas sexuales X e Y, que solo sinapsan por la region
PAR. En diploteno, los cromosomas homadlogos desinapsan, y solo se mantienen

unidos por los quiasmas.

Cuando se caracterizaron los mutantes hipomorficos, se observd que en los
espermatocitos Trip13%/5la sinapsis se iniciaba de manera normal en leptoteno
y cigoteno, pero no se encontraron espermatocitos en paquiteno completamente
sinapsados (Roig et al., 2010). El estadio mas avanzado de este mutante presentd
una morfologia de paquiteno-Llike, parecido a un espermatocito WT en estadio de
cigoteno tardio de, ya que a pesar de que el SC se formaba de manera correcta
entre los cromosomas homdlogos y presentaban las acumulaciones tipicas en los
teldmeros, mostraban asinapsis por los extremos y asinapsis intersticial (Roig et
al., 2010). En el mutante moderado los defectos en la sinapsis fueron mas sutiles y
habia espermatocitos que si lograban sinapsar correctamente. Por ello, se sugirid
que la presencia de TRIP13 era necesaria para completar la sinapsis de los
cromosomas homodlogos. En este apartado se analizarda en mas detalle las
anomalias sinapticas presentes en los mutantes de Trip13 para entender como la
implicacion de TRIP13 en la sinapsis de los cromosomas homdlogos. Ademas, se
mostraran datos que sugieren que lo que ocurre en los espermatocitos de los
mutantes de Tripl13 no es una asinapsis de los cromosomas, si no una desinapsis

prematura de los cromosomas homologos.

153



4.5.1 Los mutantes de Tripl3 presentan defectos en la
sinapsis
Analizando en mas detalle los autosomas de los espermatocitos en paquiteno-Llike
de los mutantes de Tripl3 se pudieron observar principalmente dos defectos
sinapticos. La primera anomalia sinaptica fue la presencia de una asinapsis
terminal en forma de puntas abiertas por los teldmeros de los autosomas, que
adoptan la morfologia de letra Y. En estos extremos asinapsados habia presencia
de SYCP3, pero no depdsito de SYCP1 (Figura 4-54A). Se cuantificé la frecuencia
de puntas abiertas en espermatocitos de ratones WT y de los distintos mutantes de
Tripl3 analizados en este trabajo. En los ratones WT, la asinapsis terminal se
encontré en el 4,23% de los espermatocitos, que correspondieron a espermatocitos
que se encontraban en el estadio de cigoteno tardio, en los cuales se esta
completando la sinapsis de los cromosomas homdlogos. En el mutante
Trip13mo#/med se observd que la frecuencia de espermatocitos con asinapsis
terminal era mucho mas frecuente (39,8%) que en los espermatocitos WT. El
analisis de la frecuencia de asinapsis terminal en los mutantes Trip13sv*¢"y Trip13-
/- revelé que mas de la mitad de espermatocitos (52,2% y 51,5% respectivamente)

presentaron asinapsis terminal (Figura 4-54B).

El segundo defecto presente en los mutantes de Trip13 fue la asinapsis intersticial,
clasificada como “burbuja” por la forma que adopta (Figura 4-54A), tal y como se
describié previamente (Roig et al., 2010). Este defecto solo se encontré en los
autosomas de espermatocitos de los mutantes en paquiteno-like pero no en los
espermatocitos WT en cigoteno tardio. En el mutante Trip13m°¥™md |a presencia de
“burbujas” encontrada en los espermatocitos en paquiteno-like fue muy poco
frecuente (3,4%) (Figura 4-54C). En cambio, se encontrd que un 22,8% de
espermatocitos en paquiteno-like del mutante Trip13¢/5¢V y un 27,1% del mutante
Trip137- presentaron este defecto en los autosomas (Figura 4-54C). Estos
resultados sugieren que la presencia de TRIP13 es un factor limitante para que se
produzcan defectos en la sinapsis de los cromosomas, e indican que TRIP13 es

necesaria para completar la sinapsis de los cromosomas homdlogos.
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Figura 4-54. TRIP13 es indispensable para completar la sinapsis de los cromosomas
homélogos. A) Imagenes representativas de un espermatocito Trip13~- en paquiteno-like contra
SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo). En las imagenes magnificadas de los recuadros de la izquierda
se presenta un autosoma con asinapsis intersticial en forma de “burbuja”, por la ausencia de
SYCP1. En las imagenes magnificadas de los recuadros de la derecha se observa un autosoma
con asinapsis terminal que adopta forma de “Y” por la forma que adoptan los extremos abiertos
y la ausencia de SYCP1. La barra de escala equivale a 10 um. B) Grafico que muestra el
porcentaje de espermatocitos que presentan asinapsis terminal. C) Grafico que muestra el
porcentaje de espermatocitos en paquiteno-like que presentan asinapsis intersticial. Se
contaron 200 espermatocitos para el recuento de asinapsis terminal y 100 para el recuento de
asinapsis intersticial. Se usaron 3 animales para cada recuento, y 2 para el mutante Trip13s"/se".
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4.5.2 Estudio de los interactores de TRIP13 en testiculo

TRIP13 con su funcidon ATPasa tiene la capacidad de cambiar la conformacién de
proteinas con dominio HORMA (Hop1, REV7, MAD2). Esta interaccidon con proteinas
HORMA explican sus funciones regulando el SAC mediante la interaccién con
MAD2(Alfieri et al., 2018), la deplecion de HORMAD1 y HORMAD2 de los ejes
sinapsados (Wojtasz et al., 2009) o la participacion de TRIP13 en la eleccion de la
via de reparacion del ADN, promoviendo la HR e inhibiendo la NHEJ induciendo
cambios conformacionales del complejo Shieldin, el cual incluye la proteina REV7
(Clairmont et al., 2020). Ademas, estudios recientes muestran que TRIP13 tiene la
capacidad de interactuar con otras proteinas que no tienen dominio HORMA (Y. Gao
et al., 2019; Ho & Burgess, 2011; Lan et al., 2022). Sin embargo, poco se sabe sobre
las proteinas con las que interactGa TRIP13 durante la profase meidtica de

mamiferos.

Para dilucidar mas acerca de la funcién de TRIP13 en la profase meidtica, y
entender mas acerca de la localizacion de TRIP13 en los telémeros y en los ejes
cromosomicos, se buscaron posibles proteinas que interactuasen con TRIP13. Lo
primero que se puso a punto fue la técnica de co-IP en bolas de agarosa para
inmunoprecipitar TRIP13 en extractos proteicos de testiculos de raton adulto.
Como la banda de TRIP13 en WB aparece alrededor de 50 kDa, se tuvo que unir
covalentemente el anticuerpo de TRIP13 a las bolas de agarosa, para evitar posible
contaminacion por inmunoglobulinas. Se comprobd la eficacia de la co-IP de
TRIP13 analizando el contenido del eluido de la IP, mediante la inmunodeteccion
de TRIP13 en el eluido (Figura 4-55A). Se comprobd que la mayor parte de TRIP13
se encontraba en la fraccidn eluida, aunque también se encontrd proteina en la
fraccion no retenida y en los lavados. Para analizar los posibles interactores de
TRIP13, se corrid el eluido de la IP en un gel de electroforesis, se tifié el gel con
nitrato de plata para marcar las proteinas de la fraccion eluida (Figura 4-55B). Se
detectdé mucha sefal alrededor de 50 kDa y 25 kDa, sefial que podria enmascarar
la deteccidon de TRIP13 (49 kDa) y podria deberse a contaminacion por anticuerpos
enddgenos, por lo que realizd un pre-clearing del extracto proteico para eliminar

las inmunoglobulinas enddgenas de la muestra.
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Se procedid a analizar la fraccidn eluida mediante la técnica de espectrometria de
masas (MALDI-TOF) en colaboracion con el Laboratorio de Proteémica de CSIC-
UAB. El andlisis de las proteinas del eluido de TRIP13 no fue concluyente, ya que
solo se pudo detectar contaminacidon por anticuerpos y un solo péptido de una
proteina que podria ser TRIP13, de acuerdo a la digestion virtual de la proteina

(Figura 4-55C).
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For instance, in the spectrum obtained from sample 2 (see Annex 2) there is a signal at
1596.88 miz that could comespond with the peptide VWNAVLTQIDQIKR from Trip13
according to the virtual digestion of this protein (see Annex 3).
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Figura 4-55. Puesta a punto de la co-IP de TRIP13. A) Imagen representativa de la
comprobacidn de la eficacia de la técnica de co-IP de TRIP13 mediante la inmunodeteccidn de
TRIP13. La Fraccidn Total corresponde al extracto proteico de testiculo de ratén. La Fraccidn
No Retenida corresponde al extracto proteico una vez se ha realizado la co-IP, que revela la
porcién de TRIP13 que no se retiene a la bolas de agarosa. Los Lavados corresponden a la
fraccion de TRIP13 unida al anticuerpo de TRIP13 que se elimina con los lavados. La fraccién
del Eluido de TRIP13 corresponde a la fraccién de TRIP13 unida al anticuerpo de TRIP13 y
posteriormente eluida. B) Tincidn con nitrato de plata de la fraccion eluida de TRIP13. Se
observé mucha tincidn intensa al tamafio de 50 kDa y 25 kDa, que correspondieron con las
cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos respectivamente, enmascarando la posible deteccion
de TRIP13 (49 kDa). C) Andlisis mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) del eluido de
la co-IP de TRIP13. Se detectd en su mayoria contaminacién por inmunoglobulinas, y un solo
péptido que podria ser TRIP13, de acuerdo a la digestidn virtual de la proteina.
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Por estas razones, una compafiera de nuestro laboratorio (Cristina Madrid Sandin)
durante su Trabajo de Fin de Master completd la puesta a punto de la técnica de
co-IP de TRIP13 en 3 ratones juveniles de WT y 2 mutantes Trip137- como control
del experimento. Se seleccionaron ratones juveniles de 12 dias, ya que asi se
aumentaba la proporcidn de células en cigoteno y paquiteno temprano, y también
se evitaba que en el extracto proteico hubiera contaminacion de cualquier tipo
celular postmeidtico. Se ajustaron las cantidades de anticuerpo y extracto proteico
de la co-IP y se consiguid recuperar gran parte de TRIP13 en el eluido y que apenas

quedara TRIP13 en la fraccion no retenida y los lavados.

Posteriormente se procedié al analisis de las proteinas obtenidas mediante
espectrometria de masas en colaboracion con el laboratorio del Dr. Riccardo
Zenezini Chiozzi (Universidad de Utrecht, Paises Bajos). A partir de la lista de las
posibles proteinas interactoras de TRIP13 y para analizar los datos de manera mas
sencilla, se obtuvieron los valores de iBAQ (intensity based absolute quantification)
al dividir la intensidad total de una proteina por el nimero de péptidos tripticos de

entre 7 y 30 aminoacidos de longitud (Figura 4-56A).

Para comprobar la validad fisioldgica de los resultados obtenidos, se selecciond la
proteina HSPA2 como posible interactor de TRIP13 dado que su funcién es
necesaria para desinapsar los cromosomas homaélogos (Dix et al., 1997). Nuestra
hipdtesis fue que HSPA2 podria tener una funcidn en los defectos de sinapsis que
se observaron en los mutantes de Trip13. Para comprobar la posible interaccién
entre TRIP13 y HSPA2, se sobreexpresd TRIP13 en células HEK293T y se procedio
arealizar una co-IP a partir de los extractos proteicos de las células transfectadas.
La cantidad de TRIP13 fue mayor en las células que sobreexpresaron la proteina.
También se consiguid recuperar HSPA2 en el eluido y se observé que la cantidad
de HSPA2 fue mayor en las células que sobreexpresaron TRIP13 (Figura 4-56B).
Después de comprobar la interaccion de HSPA2 y TRIP13 en cultivos celulares, se
comprobd también en extractos proteicos de testiculos de ratones adultos. Se
inmunoprecipitd TRIP13 y en el eluido se pudo recuperar parte de HSPA2 que se
detectd en la fraccion total. También se encontré una gran cantidad de HSPA2 en
la fraccidn no retenida y en los lavados (Figura 4-56C). Estos resultados indican

que TRIP13 y HSPAZ2 interactuan in vivo.

158



A Proteina Descripcién iBAQ iBAQ Diferencia Nimero de % Cobertura de

WT Trip13-/- (log10) péptidos secuencia Unica
TRIP13 Pachytene checkpoint protein 2 8.9 4.1 4.7 32 65
homolog
HAX1 HCLS1 Associated protein X-1 7.6 6.0 1.6 3 18,4
LAMB1 Laminin subunit B-1 7.1 55 1.6 41 32,3
DNAJB12 DnaJ homolog subfamily B member 6.6 51 1.6 13 44,7
12
BODI1L Biorientation of chromosomes in cell 53 4.3 1.0 16 7,7
division protein 1-like 1
ARGLU1 Arginine and glutamate-rich protein 1 7.1 6.2 1.0 11 28,4
PLAAT3 Phospholipase A and acyltransferase 8.4 7.5 0.9 2 18,5
3
SFR1 Swib5-dependent recombination DNA 58 5.2 0.7 9 38,9
repair protein 1 homolog
HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 6.6 6.0 0.6 42 55,6
ZFP57 Zinc finger protein 57 7.6 7.2 0.4 1 2,4
MAD2L1 Mitotic spindle assembly checkpoint 5.4 55 0 5 24,4
protein MAD2A
B Vector vaclo TRIP13 C
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Figura 4-56. Andlisis de la interaccion entre TRIP13 y HSPA2. A) Lista de posibles interactores
de TRIP13. B) En el extracto proteico de las células transfectadas con vector vacio se aprecia
como hay HSPA2 (flecha verde) en la fraccidn no retenida. En la membrana de las células
transfectadas con el vector de TRIP13 puede verse cdmo aparece HSPAZ2 (flecha verde) tanto
en la fraccidn no retenida como en la fraccion eluida. La flecha roja sefiala la proteina TRIP13
nativa (49 kDa). C) En el extracto total de proteinas de testiculo de ratén WT se detecta tanto
TRIP13 como HSPA2. En la fraccién eluida se recuperan ambas proteinas. Experimentos
realizados por Cristina Madrid Sandin.

4.5.3 HSPA2 se encuentra desregulada en los mutantes de
Trip13

Nuestra hipdtesis fue que HSPA2 participaba en los defectos de sinapsis de los
cromosomas homadlogos de los mutantes de Trip13. Si la hipdtesis era correcta,
esperariamos que en los testiculos Trip137~ hubiera mayor expresion de HSPA2.
Para estudiar en mas detalle la posible interaccién de TRIP13 con HSPA2 y su
funcidn en la sinapsis de los cromosomas homaélogos, se analizd la localizacién de
la proteina mediante inmunofluorescencia contra HSPA2 en secciones histoldgicas
de testiculo y en extensiones de espermatocitos de ratones WT y de mutantes de

Trip13.
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En secciones histoldgicas de testiculo, se hizo un marcaje triple contra HSPA2,
H1T, marcador de células que se han progresado mas alla de paquiteno medio y
contra YH2AX para ver el marcaje de los DSBs y la vesicula sexual. En los testiculos
WT, la sefial de HSPA2 aparecié como una sefial muy intensa sobre todo en el
citoplasma de las células (Figura 4-57). Esta sefial ademas colocalizo en células
positivas para la sefial de HIT, tanto las que presentaban vesicula sexual
(paquiteno tardio o diploteno) como las que no (células postmeidticas)(Figura
4-57). Interesantemente, HSPA2 no se expresd en células que presentaban
abundante sefial de YH2AX (leptoteno o cigoteno temprano) ni en células que
presentaban una incipiente vesicula sexual (cigoteno tardio o paquiteno temprano)
(Figura 4-57). Estos resultados indican que HSPA2 se expresa en espermatocitos

H1T positivos y células postmeidticas en testiculos WT.

Al analizar la localizacion de HSPAZ2 en secciones histoldgicas de testiculo Trip13-
/-, se observé como habia dos grupos de espermatocitos con diferente sefial de
HSPA2. La primera poblacion de espermatocitos presentaron abundante sefial de
HSPA2 en el citoplasma y en el nlcleo (Figura 4-58). Estos espermatocitos eran
paquiteno-like por los acimulos de YH2AX visibles. La otra poblacion de
espermatocitos presentaron una sefal citoplasmatica mas tenue y correspondio
con estadios mas tempranos por la mayor acumulacién de YH2AX en la cromatina
(Figura 4-58). Ademas, en los mutantes de Trip137- HSPA2 se expresd en
espermatocitos H1T negativos. Estos resultados sugieren que la localizacion de

HSPA2 esta desregulada en el mutante Trip137-.

Seguidamente, se estudid en mas detalle la localizacion de HSPA2 en extensiones
de espermatocitos para comprobar si HSPA2 se localizaba en el SC. En
espermatocitos WT, en leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano no hubo
expresion de HSPA2 (Figura 4-59). A partir de paquiteno medio y tardio, HSPA2
aparecio en la cromatina como una sefial pan nuclear, que se volvid mas intensa
en los espermatocitos en diploteno (Figura 4-59). Ademas, la sefial de HSPA2
colocalizé con algunos teldmeros en paquiteno tardio y diploteno. En este dltimo
estadio HSPA2 también se acumuld en el SC (Figura 4-59). La localizacion de
HSPA2 en la cromatina en los espermatocitos WT coincide con el momento en el

que se produce la desinapsis de los cromosomas homdlogos.
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Trip13+/*

HSPA2

Figura 4-57. HSPA2 se expresa en espermatocitos tardios y en células postmeidticas de
ratones WT. Imagenes representativas de secciones de testiculo de ratones WT con marcaje de
YH2AX (verde), HSPA2 (rojo) y H1T (azul). En el circulo se destacan células H1T positivas, con
una vesicula sexual visible y tincion muy intensa de HSPA2 en el citoplasma. En el recuadro
magnificado se destacan en una porcién de tudbulo seminifero en la que hay células
postmeidticas H1T positivas con sefial intensa de HSPA2. Y una capa de células suprayacente
compuesta por espermatocitos que no expresan H1T, posiblemente paquiteno temprano por la
presencia de una vesicula sexual incipiente. En esta se aprecia una total ausencia de la sefal
de HSPAZ2. La barra de escala equivale a 20 pum.
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En los espermatocitos en leptoteno de los mutantes Trip13m%mod no habia
expresion de HSPA2 (Figura 4-60A), pero en los espermatocitos en cigoteno y
paquiteno-like si que hubo acumulacion de HSPA2 en forma de abundantes
agregados por la cromatina que no necesariamente coincidian con el SC. HSPA2

no colocalizé con los teldmeros (Figura 4-60A).

=

HSPAZ @

Figura 4-58. HSPA2 se expresa en espermatocitos H1T negativos en el mutante Trip13~/-.
Imégenes representativas de secciones de testiculos de ratones Trip13” con marcaje de YH2AX
(verde), HSPA2 (rojo) y HI1T (azul). En el recuadro magnificado se destacan dos grupos de
espermatocitos. El grupo del tibulo superior de la imagen son espermatocitos con sefial de
YH2AX y HSPA2 en el citoplasma pero de manera tenue. El tibulo de la parte inferior son
espermatocitos que también presentan acumulacion de YH2AX, pero la sefial de HSPA2 es muy
intensa. En ambos casos, no hay sefial de H1T. La barra de escala equivale a 20 um.
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Leptoteno Cigoteno Paquiteno temprano Paquiteno tardio Diploteno

Figura 4-59. HSPA2 se expresa a partir de paquiteno tardio en espermatocitos WT. Imagenes
representativas de extensiones de espermatocitos WT contra SYCP3 (verde) y HSPA2 (rojo).
HSPAZ2 no se expresa en leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano. A partir de paquiteno tardio
y diploteno, aparece en forma de sefial pan nuclear. En las imagenes en los circulos se destaca
la sefial de HSPA2 en los telémeros en paquiteno tardio. En las imagenes magnificadas en los
recuadros de diploteno se observa como HSPA2 colocaliza con el SC y también en los teldmeros
de diploteno. La barra de escala equivale a 10 uM.

Esta acumulacion difiere de la localizacion de HSPA2 en los paquiteno tardio y
diploteno de los ratones WT. Curiosamente, en los pocos espermatocitos en
diploteno del mutante moderado, la localizacion y acumulacion de HSPA2 fue
idéntica a los diploteno de los espermatocitos WT, sugiriendo que estos
espermatocitos poseen suficiente TRIP13 como para progresar a diploteno y

expresar HSPA2 correctamente.

En los espermatocitos Trip13”- también se pudo apreciar la acumulacién precoz
de HSPA2. Mientras que en leptoteno no se observo sefial (Figura 4-60B), a partir
de cigoteno y sobre todo en paquiteno-like, HSPA2 también se expreso en la
cromatina en forma de agregados. HSPA2 tampoco se localizé en los telémeros
del paquiteno-Llike en el mutante Trip13~- (Figura 4-60B).

Con tal de evaluar el defecto relativo a la localizacion de HSPA2 en los mutantes
de Trip13, se cuantificaron estos agregados presentes en la cromatina en cigoteno
y paquiteno-Llike. El analisis de los agregados de HSPA2 reveld que en cigoteno y
paquiteno-like, el mutante moderado (p<0,0001, T de Student) y el mutante Trip13-
/- (p<0,0001, T de Student) presentaron mas agregados en la cromatina que los
espermatocitos WT (Figura 4-60C). Estos resultados sugieren que hay una

acumulacion precoz de HSPA2 en ausencia de Trip13.
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Figura 4-60. HSPA2 se acumula de manera precoz en los mutantes de Trip13. Imagenes
representativas de extensiones de espermatocitos en el estadio indicado con marcaje contra
SYCP3 (verde) y HSPA2 (rojo). A y B) En los espermatocitos Trip13m°#m°d y espermatocitos
Trip137- HSPA2 empieza a aparecer en cigoteno tardio y se acumula en paquiteno-like en
forma de agregados por la cromatina. En los espermatocitos Trip13™%md que llegan a
diploteno hay una acumulacién similar a los diplotenos WT. El circulo sefiala HSPA2 en los
teldmeros. La barra equivale a 10 um. C) Grafico que muestra el recuento de agregados de
HSPAZ2 en cigoteno y paquiteno de WT y paquiteno-Llike en Trip13m°#mody Trip13~-. Anélisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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4.5.4 PLK1 se encuentra desregulada en los mutantes de
Trip13

HSPA2 es una proteina necesaria para que se produzca la desinapsis y que se
expresa a partir de paquiteno medio en los espermatocitos de WT (Dix et al., 1997).
El hallazgo de que HSPA2 y TRIP13 interaccionan y que HSPA2 aparece en los
mutantes de Tripl3 en paquiteno temprano indican que HSPA2 se encuentra
desregulada en los mutantes de Trip13. Esto sugiere que los defectos de sinapsis
observada en los autosomas de los mutantes de Tripl3 podrian deberse a una
desinapsis prematura de los cromosomas. Para comprobar esta hipodtesis, se
analizo si se encontraban mas factores que controlan la desinapsis desregulados
en los mutantes de Trip13. Se selecciond la proteina PLK1, la cual tiene una funcién
conocida promoviendo la desinapsis de los cromosomas (Jordan et al,, 2012).
Durante la transicion de G2 a metafase, diversas proteinas del SC, entre ellas
SYCP1, SYCP2, TEX12 y HORMAD1, sufren fosforilaciones mediadas por PLKL.
Estas fosforilaciones serian necesarias para promover la desinapsis. SYCP1
contiene un dominio PBD (Protein Binding Domain) susceptible de ser fosforilado

por CDK1 y por PLK1 (Jordan et al., 2012).

Para el andlisis de la localizacion de PLK1 se utilizé la forma fosforilada de PLK1
en T210 (a partir de ahora pPLK1 en el texto), la forma activa de PLK1 (Tsvetkov &
Stern, 2005). En extensiones en fresco de espermatocitos WT, se observé como a
partir de paquiteno medio pPLK1 localiz6 en el SC de los autosomas y también en
los cromosomas sexuales X e Y, en los que la sefial mostrada fue mas intensa.
Ademas, se presentd una sefial pan nuclear en la cromatina en los espermatocitos
en estadios tardios (Figura 4-61A). En los espermatocitos en leptoteno, cigoteno y
paquiteno temprano no hubo senal en el SC, pero se pudieron observar algunos

agregados en la cromatina parecidos a los agregados de HSPA2 (Figura 4-61A).

De manera interesante, en los espermatocitos Tripl13”/- se observé una
acumulacion prematura de pPLK1 en el SC. La sefial de pPLK1 aparecid en las
porciones sinapsadas del SC ya en cigoteno temprano y en paquiteno-like. En
cuanto a los cromosomas sexuales, pPLK1 solo se encontré en la region PAR

cuando estaba sinapsada, pero no en las porciones asinapsadas de los
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cromosomas X e Y. Ademas, en la cromatina de los espermatocitos Trip13”
también se observd una acumulacion de agregados de pPLK1, pero no hubo una
sefial pan nuclear intensa como en los espermatocitos en paquiteno tardio y

diploteno de los ratones WT (Figura 4-61 B).

A Leptoteno Cigoteno Paquiteno temprano Pagquiteno tardio Diploteno

SYCP3

B Leptoteno Cigoteno

: i
Figura 4-61. Los espermatocitos Trip13”/- acumulan pPLK1 de manera prematura. Imdgenes
representativas de extensiones en fresco de espermatocitos Trip13**y Trip13~/- tefiidos contra
SYCP3 (verde) y pPLK1 (rojo). A) En ratones WT, de leptoteno a diploteno hay agregados de
pPLK1 en la cromatina. En paquiteno medio y diploteno ademés hay una sefial pan nuclear
intensa y pPLK1 colocaliza con el SC. B) En el mutante Trip13~- también hay agregados en la
cromatina. En cigoteno y paquiteno-like hay sefal de pPLK1 en las porciones asinapsadas del
SC. Las barras de escala equivalen a 10 um.

En extensiones de espermatocitos provenientes de testiculo congelado, los
agregados en la cromatina fueron mucho mas abundantes. En los espermatocitos

WT, de leptoteno a paquiteno temprano se observaron agregados de pPLK1 por la
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cromatina. A partir de paquiteno medio y en diploteno, los agregados en la
cromatina fueron mas abundantes y aparecié una sefial pan nuclear intensa. No se
detectd sefial de pPLK1 en el SC en los espermatocitos WT (Figura 4-62).

En cambio, en los espermatocitos Trip137/-, ademas de presentar abundantes
agregados en la cromatina, pPLK1 si que aparecio en las porciones sinapsadas del
SC en cigoteno y paquiteno-like (Figura 4-63A). Se cuantifico el nimero de
agregados de pPLK1l presentes en la cromatina de los espermatocitos WT,
Trip13me#/med v Trip13-/-. Los agregados de pPLK1 fueron méas abundantes en los
espermatocitos del mutante moderado en cigoteno (p=0,0006, T de Student) vy
paquiteno-like (p=0,0036, T de Student) comparados con los espermatocitos WT.
En el mutante Trip137-, de igual manera, en cigoteno (p=0,0004, T de Student) y
paquiteno-like (p=0,013, T de Student) los agregados de pPLK1 también fueron mas
abundantes que en los espermatocitos WT (Figura 4-63B). Estos resultados
sugieren que en ausencia de Trip13 hay mas acumulacion de pPLK1 en la cromatina
de los espermatocitos, y la senal del SC aparece de manera prematura. El hallazgo
de que HSPA2 y PLK1 se encuentran desreguladas en los mutantes de Tripl3

sugiere que podria ocurrir una desinapsis prematura de los autosomas.

Leptoteno Cigoteno Paquiteno temprano Paquiteno tardio Diploteno

Figura 4-62. pPLK1 aparece en forma de agregados por la cromatina en espermatocitos WT.
Imagenes representativas de extensiones de espermatocitos de testiculo congelado de ratones
WT marcados contra SYCP3 (verde) y pPLK1 (rojo). De leptoteno a diploteno hay abundantes
agregados de pPLK1 en la cromatina. A partir de paquiteno medio hasta diploteno hay una
sefial pan nuclear intensa. La barra equivale a 10 um.
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Figura 4-63. Los mutantes de Trip13 acumulan pPLK1 de manera prematura. A) Iméagenes
representativas de extensiones de testiculo congelado de ratones Trip13” contra SYCP3
(verde) y pPLK1 (rojo). En los espermatocitos en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like hay
agregados de pPLK1 en la cromatina. En cigoteno (circulos amarillos) y paquiteno-like en el
SC hay senal de pPLK1 en las porciones sinapsadas del SC La barra de escala equivale a 10
um. B) Grafico mostrando la cuantificacion de agregados de pPLK1 en leptoteno, cigoteno y
paquiteno temprano de ratones WT y paquiteno-like de los mutantes de Trip13. Anélisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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4.5.5 La funcion de TRIP13 en la sinapsis es independiente
de su funcion en la recombinacion

Como hemos comprobado, los espermatocitos de los mutantes de Tripl3
presentan defectos en la complecion de la sinapsis de los cromosomas homélogos.
Ademas, en ausencia de TRIP13 se observa una carga prematura de HSPA2 y
pPLK1, dos factores que controlan la desinapsis, en los espermatocitos de los
mutantes. TRIP13 también se requiere para completar la recombinacion meidtica
(X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Por ello, quisimos estudiar si los defectos
de sinapsis en los mutantes de Tripl13 eran independientes de su funcion en la
recombinacion. Por ello, se analizé como se producia la sinapsis en mutantes que
no producen DSBs (mutantes Spol17-) o cuando los DSBs se forman pero no se
pueden reparar eficientemente por recombinaciéon meidtica (mutantes Dmc17°), y
se compard con los mutantes Spol117/-Trip13m°¥m°dy Dmc1/-Trip13m°¥m°d mediante

inmunofluorescencia contra la SYCP3 y SYCP1.

La sinapsis en los espermatocitos de los mutantes Spol17y Spoll”/Tripl3med/mod
comenzd6 con normalidad en cigoteno, donde se forman pequefios fragmentos de
SC. A partir de cigoteno, los espermatocitos quedan bloqueados en un estadio en
paquiteno-like y estos presentan una sinapsis aberrante (Figura 4-64). Estos
espermatocitos se pudieron dividir en tres categorias: 1) Nucleos con pequefios
fragmentos de SC y poco numerosos, pero con AE mucho mas largos de lo habitual,
2) Ndcleos con fragmentos relativamente largos de SC, pero los AE se formaban
entre cromosomas no homodlogos y 3) Nucleos con 40 univalentes con los AE
completamente formados, pero sin ningun fragmento de SC, como ya se describio

anteriormente (Baudat et al., 2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000).

Al analizar la sinapsis en ambos mutantes, se observd que los espermatocitos
Spoll”/- presentaban muchos fragmentos de SYCP1, mientras que en el Spoll”
Trip13mo#/mod estos fragmentos eran mucho menos abundantes (p<0,0001, T de
Student). Ademas, los fragmentos de SC de los espermatocitos Spoll”-
Trip13m°¥med eran mas largos (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-64C).
Curiosamente, en el Spoll”- se encontraron muchos fragmentos de SYCP1 muy
cortos, parecidos a foci, por todos los ejes cromosdmicos, que eran muy poco

abundantes en los espermatocitos Spol17/- Tripl3mod/mod
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En los espermatocitos Dmc17- y Dmc17/-Trip13m°¥md |a sinapsis también empieza
cigoteno y también hay bloqueo meidtico en paquiteno-like. La mayoria de los
espermatocitos en este estadio avanzado poseen 40 AE ensamblados, pero
presentan sinapsis entre cromosomas no homdlogos. Solo algunos espermatocitos
consiguen ensamblar algunos fragmentos de SC, en los que se observa
colocalizacion de SYCP3 y SYCP1 (Figura 4-64B). También se recontd el nimero
de fragmentos de SYCP1y se midid su longitud y de manera similar a lo que ocurria
en los mutantes Spoll”y Spoll”Trip13m%md |os espermatocitos Dmcl”-
Trip13mo#/med en paquiteno-like presentaban menos fragmentos de SYCP1
(p<0,0001, T de Student), pero mas largos (p=0,0059, T de Student) (Figura 4-64D).
Estos resultados indican que la ausencia de TRIP13 promueve la disolucidn de los
SCsy que la participacion de TRIP13 en la sinapsis es independiente de su funcién

en la recombinacién meidtica.

Debido al hallazgo de que en ausencia de TRIP13 en los mutantes Spol117"y Dmc1-
/- provoca que haya menos fragmentos de SC, se estudid la expresién de HSPA2 y
pPLK1 en los espermatocitos de estos mutantes. El analisis de HSPA2 en estos
mutantes reveld que la proteina se expresa en los espermatocitos de los mutantes
Spoll”/-, Spoll”/Tripl3m°¥mod Dmc17- y Dmc1”/-Trip13m°¥m°d (Figura 4-65) ya en
cigoteno, y se observd una mayor acumulacion de HSPA2 en forma de agregados
por la cromatina en el estadio mas avanzado de estos mutantes, el paquiteno-Llike.
La cuantificacion de los agregados de HSPA2 en la cromatina reveld que los
espermatocitos de los mutantes de Trip13 presentaban mayor acumulacion de la
proteina. En los espermatocitos Spoll1”-Trip13m°¥md |os agregados fueron mas
abundante en cigoteno (p<0,0001 t test) y en paquiteno-Llike (p<0,0001 t test) (Figura
4-65C).

En los espermatocitos del mutante Dmc1” Trip13m°¥m°d |os agregados de HSPA2
fueron mas abundantes en leptoteno (p<0,0001 t test), cigoteno (p<0,0001 t test) y
paquiteno-like (p<0,0001 t test) (Figura 4-65D). Estos resultados indican que en
ausencia de TRIP13 se acumula una mayor cantidad de agregados de HSPA2 en la

cromatina de los espermatocitos.
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Figura 4-64. Los mutantes de Trip13 presentan menos fragmentos de SC y estos son mas
largos. Imégenes representativas de espermatocitos en paquiteno-like en A) Spol117/y Spoll-
~Trip13med/med B) Dmc1-y Dmc1”/ Trip13m°%m°d marcados contra SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo).
En las imagenes magnificadas de los recuadros se muestran como los mutantes Spoll”y
Dmc1” presentan mas fragmentos cortos de SYCP1 que los mutantes dobles. La barra de
escala equivale a 10 um. C) Grafico que muestra el recuento del nimero de fragmentos de
SYCP1 en los mutantes indicados en paquiteno-like D) Grafico que muestra la longitud en
micras de los fragmentos de SYCP1 en los mutantes indicados en paquiteno-like. Analisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Figura 4-65. Los mutantes de Tripl3 acumulan mas HSPA2 en la cromatina. Imagenes
representativas de espermatocitos en los estadios mencionados marcados contra SYCP3
(verde), HSPAZ2 (rojo) y DAPI (azul) en: A) Spoll1” y Spoll”Trip13me#mod B) Dmcl”y Dmcl”-
Trip13med/med | as barras de escala equivalen a 10 um. C y D) Graficos mostrando el recuento de
agregados de HSPA2 en el estadio y mutante mencionados. Anélisis T de Student. La N
corresponde al niUmero de nucleos analizados.
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En cuanto a pPLK1, también se presentd en forma de agregados en la cromatina
en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like de los mutantes (Figura 4-66). La
cuantificacion de los agregados de pPLK1 en la cromatina reveld que los
espermatocitos de los mutantes de Tripl13 presentaban mayor acumulacion de

agregados en la cromatina.

En los espermatocitos Spoll17/-Trip13m°¥m°d fueron mas abundantes en leptoteno
(p=0,023, T de Student), cigoteno (p=0,0008, T de Student) y paquiteno-like
(p=0,0024, T de Student) (Figura 4-66C). En el mutante Dmc1”/ Trip13m°¥mod |os
agregados de pPLK1 en la cromatina también fueron mas abundantes en leptoteno
(p=0,0367 t test), cigoteno (p=0,015 t test) y paquiteno-Llike (p=0,0328 t test) (Figura
4-66D). En estos mutantes no se pudo observar una sefial de pPLK1 que
colocalizara con el SC en ningun estadio como ocurria en los espermatocitos
Trip137-, pero se cuantificd cuantos agregados estaban en contacto con el SC y en
ambos casos los mutantes de Tripl3 presentaban mayor porcentaje de
colocalizacién con el SC que los mutantes Spoll~- (p<0,0001 t test) y Dmcl”-
(p<0,0001 t test)(Figura 4-66E). Estos resultados muestran que se acumula mayor
cantidad de agregados de pPLK1l en la cromatina de los espermatocitos en

ausencia de TRIP13.
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Figura 4-66. Los mutantes de Trip13 acumulan mas pPLK1 en la cromatina. Imagenes
representativas de espermatocitos en los estadios mencionados marcados contra SYCP3
(verde), pPLK1 (rojo) y DAPI (azul) en: A) Spoll”y Spoll/Tripl3m¥md B) Dmcl”-y Dmcl”-
Trip13med/med | as barras de escala equivalen a 10 um. C y D) Gréficos mostrando el recuento
de agregados de pPLK1 en el estadio y mutante mencionados. E) Grafico mostrando el
porcentaje de colocalizacién de los agregados de pPLK1 en contacto con el SC de en los
espermatocitos en paquiteno-like de los mutantes mencionados. Andlisis T de Student. La N
corresponde al nimero de nucleos analizados.
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4.5.6 La funcion ATPasa de TRIP13 es necesaria para evitar
la desinapsis prematura

Como la funciéon ATPasa de TRIP13 se ha relacionado con el remodelado de las
proteinas HORMA, quisimos saber si la funcién ATPasa de TRIP13 era necesaria
para la regulacion de la desinapsis. En la caracterizacion del mutante
Trip13ATPasabead | se observo que el mutante presentd blogueo meidtico y que los
espermatocitos no progresaban mas alld de un espermatocito en paquiteno-Llike.
La frecuencia de asinapsis terminal en los espermatocitos Trip134TFesaDead fye del
53,3% (Figura 4-67B) y la de asinapsis intersticial un 26,3% (Figura 4-67B),
frecuencias muy similares a las encontradas en los mutantes Trip13%/5¢" y Trip13/.
Estos resultados indican que la funcion ATPasa de TRIP13 es necesaria para

completar la sinapsis de los cromosomas homdlogos.

Como los datos se obtuvieron de un solo animal Trip13A7Ps3Pead se analizd si los
animales tratados in vivo con el inhibidor DCZ0415 durante 7 dias presentaban el
mismo fenotipo. Los animales tratados no mostraron diferencias en la proporcion
de células mostrando puntas abiertas en los ratones tratados (8%) y los controles
(8,1%). Tampoco se encontraron burbujas en estos individuos (Figura 4-67C). Estos
resultados se pueden explicar por el hecho de que el tratamiento in vivo no produjo
alteraciones en la progresion de la profase meidtica ni se encontré mas
espermatocitos en paquiteno-like. En cambio, en el tratamiento in vitro en células
de testiculo con DCZ0415 si hubo efecto, ya que se observod que a la concentracion
de 20 uM habia un 30,7% de espermatocitos que presentaron autosomas con

asinapsis terminal frente al 6,8% de los tratados con DMSO (Figura 4-27B).

Estos resultados indican que la funcion ATPasa de TRIP13 es necesaria para

prevenir la desinapsis precoz de los cromosomas homdlogos.
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Figura 4-67. La funcién ATPasa de TRIP13 es indispensable para completar la sinapsis de los
cromosomas homélogos. A) Imagenes representativas de un espermatocito Trip13™2s30ad gn
paquiteno-like marcado contra SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo). En las imagenes magnificadas
de los recuadros se muestra un autosoma (izquierda) con asinapsis terminal y un autosoma
(derecha) con asinapsis intersticial en forma de “burbuja”. La barra de escala equivale a 10 um.
B) Grafico que muestra el porcentaje de espermatocitos que presentan asinapsis terminal. C)
Grafico que muestra el porcentaje de espermatocitos en paquiteno-like que presentan
asinapsis intersticial. D) Grafico que muestra el porcentaje de espermatocitos que presentan
asinapsis terminal en los animales tratados con DMSO y con DCZ0415.

176



4.5.7 Lafuncion ATPasa de TRIP13 previene la acumulacion
precoz de HSPA2 y PLK1

HSPA2 se acumula de manera precoz en los espermatocitos Trip13mo¥mod y Trip13-
/-, de manera que los espermatocitos en paquiteno-like presentan abundantes
agregados de HSPA2 en la cromatina (Figura 4-60). Quisimos estudiar si la funcién
ATPasa de TRIP13 era necesaria para controlar la carga de HSPA2 en la cromatina
de los espermatocitos. Para ello, analizamos la presencia de HSPA2 en
espermatocitos Trip13#TPesalead  Observamos que este mutante también presentd
acumulacion precoz de HSPA2 en la cromatina (Figura 4-68A). En el recuento del
numero de agregados de HSPA2 en la cromatina de los paquiteno-like se pudo
observar que el rango es mas amplio que en los mutantes Trip13m°¥mody Trip13~/-
ya que habia células que poseian solo 3 agregados, mientras que otros
espermatocitos acumularon hasta 32 agregados en la cromatina (Figura 4-68B).
En los animales tratados con el inhibidor no se observaron diferencias en la carga
de HSPAZ2, la cual fue igual que la aparecid en los espermatocitos de los ratones
WT. En las células tratadas en cultivo no se observé HSPA2 en los espermatocitos.
Estos resultados sugieren que la funcidon ATPasa de TRIP13 es necesaria para evitar

una acumulacidn precoz de HSPA2 en estadios tempranos de la profase meidtica.

Seguidamente, se comprobd si la funcidon ATPasa de TRIP13 era necesaria para
controlar la acumulacion de pPLK1 en los mutantes Trip1347PsaPead En este mutante
también se observd una acumulacion de agregados de pPLK1 en la cromatina de
los espermatocitos y en las porciones sinapsadas del SC en cigoteno y paquiteno-
like (Figura 4-69A). La cuantificacion de agregados en paquiteno-like reveld que
en este mutante acumulaba mas pPLK1 en la cromatina que los espermatocitos en
paquiteno temprano de los ratones WT, pero menos que en los espermatocitos
Trip137 (p<0,0001, T de Student) (Figura 4-69B). En los individuos tratados con el
inhibidor DCZ0415 no se observaron diferencias en la expresion de PLK1, la cual
era igual que en los individuos WT. En las células tratadas en cultivo tampoco se
observd pPLK1 en los espermatocitos. Estos resultados sugieren que la funcidn
ATPasa de TRIP13 es necesaria para evitar una acumulacion precoz de pPLK1 en

la cromatina de los espermatocitos tempranos y en el SC.
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Figura 4-68. Se requiere la funcion ATPasa de TRIP13 para evitar la acumulacién precoz de
HSPA2. A) Imégenes representativas de extensiones de espermatocitos Tripl3ATPasabead en
leptoteno, cigoteno y paquiteno-like contra SYCP3 (verde) y HSPA2 (rojo). La sefial de HSPA2
empieza a aparecer en cigoteno y se acumula en paquiteno-like en forma de agregados por la
cromatina. La barra de escala equivale a 10 um. B) Grafico que muestra el recuento de agregados
de HSPA2 en paquiteno de WT y paquiteno-like de Trip13mo¥mod = Trip13~- y Tripl3ATPasabead
Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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Figura 4-69. Se requiere la funcién ATPasa de TRIP13 para evitar la acumulacién precoz de
pPLK1. Imagenes representativas de extensiones de espermatocitos Trip1347P#s3Pead contra
SYCP3 (verde) y pPLK1 (rojo). En los espermatocitos en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like
hay agregados de pPLK1 en la cromatina. En cigoteno y paquiteno-Llike hay sefial de pPLK1 en
las porciones sinapsadas del SC. En las imagenes magnificadas de los recuadros se muestran
dos autosomas. El de la izquierda presenta pPLK1 en el SC mientras que el de la derecha
muestra ausencia de sefial. La barra representa 10 um. B) Grafico que muestra el recuento de
agregados de pPLK1 en paquiteno de WT y paquiteno-like de Trip13m°¥mod = Trip13~ vy
Trip13ATPasaDead  Andlisis T de Student. La N corresponde al nimero de nicleos analizados.
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4.5.8 La persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados
impide completar la sinapsis

Quisimos saber si los problemas de desinapsis en los mutantes de Trip13 se deben
también a la persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados. Los mutantes
Hormad1®"*/3HA también mostraron un bloqueo meidtico y el estadio mas avanzado
de la profase meidtica encontrado fue un espermatocito en paquiteno-like. La
progresidon de la profase meidtica fue muy similar al mutante Trip137- (Figura
4-29). Al analizar los espermatocitos Hormad1%#/3#4 en paquiteno-like, se observd
que poseia los defectos sinapticos tipicos de los mutantes de Trip13 (Figura 4-70A).
La frecuencia de espermatocitos que presentaban asinapsis terminal fue del 42,5%
(Figura 4-70B) y la de espermatocitos en paquiteno-like con asinapsis intersticial
un 3,7% (Figura 4-70C). Ambas frecuencias fueron muy similares a las observadas
en el mutante Trip13m¥md | a mayoria de autosomas de los espermatocitos
Hormad1®"#%HA en paquiteno-like conseguian sinapsar en su mayoria, aunque no
se observaron espermatocitos en que todos los autosomas mostraran una sinapsis
completa. Estos resultados indicaron que la persistencia de HORMAD1 en los ejes
sinapsados produce anomalias en la sinapsis pero mas leves que los encontrados
en el mutante Trip137-y el mutante Trip13#7Fasabead

También se observd una expresion precoz de HSPA2 en los espermatocitos en
paquiteno-like (Figura 4-71A). En este mutante, hubo células en paquiteno-Llike que
no expresaron sefial de HSPA2, mientras que hubo otras células que acumularon
mas de 35 agregados de la proteina (Figura 4-71B). Estos resultados indicaron que
se requiere la deplecion de HORMAD1 de los ejes sinapsados para la correcta
localizacién de HSPA2 en los espermatocitos.

En los espermatocitos Hormad13#4*"A también se observd una expresidn precoz de
PLK1 en cigoteno tardio y paquiteno-like tanto en la cromatina como en los ejes
sinapsados, aunque la sefal fue mas tenue que la encontrada en los mutantes de
Trip13 y en espermatocitos del mutante Tripl1347Pssbesd (Figura 4-72A). Los
agregados en la cromatina fueron menos abundantes que en los mutantes de
Trip13 y no hubo diferencias con la acumulacidon de los espermatocitos WT
(p=0,6504, T de Student) (Figura 4-72B). Estos resultados sugieren que la presencia
de HORMADL1 en los ejes sinapsados no influye en el nimero de agregados de

pPLK1 en la cromatina pero si en la presencia en el SC.
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Figura 4-70. La deplecion de HORMAD1 de los ejes sinapsados es necesaria para completar
la sinapsis de los cromosomas homélogos. A) Imagenes representativas de un espermatocito
Hormad13#4%H4 en paquiteno-like marcado contra SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo). En las
imagenes magnificadas de los recuadros se muestran dos autosomas con asinapsis terminal.
La barra de escala equivale a 10 um. B) Grafico que muestra el porcentaje de espermatocitos
que presentan asinapsis terminal C) Grafico que muestra el porcentaje de espermatocitos en
paquiteno-like que presentan asinapsis intersticial.
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Figura 4-71. Se requiere la deplecién de HORMAD1 mediante TRIP13 para evitar la acumulacion
precoz de HSPA2 en paquiteno-like. Imagenes representativas de extensiones de
espermatocitos Hormad13#4%H4 en leptoteno, cigoteno y paquiteno-like con marcaje contra
SYCP3 (verde) y HSPA2 (rojo). La sefial de HSPA2 empieza a aparecer en cigoteno tardio y se
acumula en paquiteno-like en forma de agregados por la cromatina. La barra de escala equivale
a 10 um. B) Grafico que muestra el recuento de agregados de HSPA2 en paquiteno temprano en
WT y en paquiteno-Llike de Trip13m°¥med, Trip13~-, Trip13ATFasabead y Hormadl3H44HA, Anélisis T de
Student. La N corresponde al nimero de nucleos analizados.
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Figura 4-72. Los mutantes Hormad1°#4/*HA presentan pPLK1 en los ejes sinapsados del SC. A)
Imégenes representativas de espermatocitos Hormadl3##”" en leptoteno, cigoteno vy
paquiteno-Llike tefiidos contra SYCP3 (verde) y pPLK1 (rojo). La barra de escala equivale a 10
um. B) Grafico que muestra el recuento de agregados de pPLK1 en paquiteno temprano en WT
y en paquiteno-like de Trip13m°¥mod Trip13~-, Trip13*7F2s30eady Hormad1®##/*"*4 |_a N corresponde
al nimero de nuicleos analizados.
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5.1 Nuevos modelos para estudiar la funcion de
TRIP13 en la meiosis

En este trabajo hemos usado distintos modelos murinos y aproximaciones
farmacoldgicas para analizar las distintas funciones de TRIP13 durante la profase
meidtica. Al principio del siglo XXI, se generaron dos mutantes murinos
hipomorficos para el estudio de la funcidn de TRIP13. Los dos mutantes de Trip13
fueron generados a partir de lineas ESCs que contenian alelos mutados por la
insercion de un gene-trap en el segundo (Trip13°H%21) o tercer intron (Trip13RRE%47)
de la secuencia del gen (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Estas mutaciones
permitieron estudiar el defecto de Trip13 con distinta penetrancia. Mientras que el
Trip13RRE%7 (o Trip13™°?) presenta menos expresion del gen que el alelo salvaje, el
Trip13°H%21 (o Trip13°¢¥) consigue reducir casi por completo la expresion del gen.
Ambas mutaciones en homocigosis confieren esterilidad y los machos presentan
testiculos de menor tamafio. En su momento, se constatd que mas del 90% de
ratones destetados que morian eran homocigotos para la mutacion del clon
RRBO047, por lo que la mutacidon conferia una letalidad embrionaria parcial, ya que
algunos ratones conseguian sobrevivir (X. Li & Schimenti, 2007). En los primeros
estudios y andlisis de este trabajo se usaron los mutantes hipomarficos de Trip13.
En nuestras colonias estabuladas, pudimos mantener el alelo hipomdrfico
moderado, pero al alelo severo no estuvo disponible, por lo que solo se pudo

utilizar para su analisis mediante muestras congeladas.

M3as recientemente, se pudo obtener el modelo murino mutante Trip137 y fundar
una nueva colonia en nuestro estabulario. Este mutante fue generado gracias a la
técnica CRISPR/Cas9 mediante una delecién de 13 pb en el segundo exdn de la
secuencia de Tripl3. La segregacion de los alelos (sub-Mendeliana) fue muy
similar a la segregacion caracterizada de los alelos hipomodrficos (X. Li &
Schimenti, 2007; Roig et al., 2010), por lo que en este caso la mutacidon solo produjo
una letalidad embrionaria parcial en los ratones mutantes. Los ratones macho
Trip137 presentaron testiculos de menor tamafio comparado con los testiculos
WT. En los analisis histolégicos se comprobd que, igual que en los mutantes
hipomarficos (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010), los tubulos seminiferos del

mutante Trip137- no contenian células postmeidticas, indicando que se requiere
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TRIP13 para completar la espermatogénesis. Pudimos comprobar también la
ausencia total de la expresion de TRIP13 en testiculos de ratones Trip137-mediante
la técnica de Western Blot. En cambio, se observd que los testiculos de los
mutantes Trip13m°¥mod si contenian una pequefia cantidad de TRIP13. Las hembras
Trip137- mostraron un fenotipo similar a las hembras de los alelos hipomérficos,
con una total deplecidn de foliculos en los ovarios (Roig et al., 2010), confirmando
que TRIP13 es necesaria para completar la foliculogénesis. Gracias a la obtencion
del alelo Trip13~- se pudo utilizar para estudiar el efecto de la deplecidn total de
la proteina en la gametogénesis y las funciones de TRIP13, y compararlo con los

efectos de la deplecidn parcial (Trip13m°¥mod) y la expresion salvaje de la proteina.

TRIP13 pertenece a la familia de las AAA* ATPasas (K. Wang et al., 2014) y usa la
energia de la hidrdlisis del ATP para producir cambios conformacionales a otras
proteinas. Por ahora, solo se ha demostrado que produzca cambios
conformaciones a proteinas que poseen el dominio HORMA (Ye et al,, 2017). La
funcion de la actividad ATPasa de TRIP13/Pch2 ha sido estudiada ya en levadura
(Herruzo et al., 2016), C.elegans (Giacopazzi et al., 2020) y en estudios in vitro con
la proteina humana (de Krijger et al., 2021; Ye et al., 2017) y se ha demostrado que
es necesaria para controlar algunas de las funciones de TRIP13. En este trabajo,
quisimos analizar si la funcion ATPasa de TRIP13 era necesaria en la meiosis de
raton. Para ello, se generd el modelo murino Trip13#7PasaPead mediante la sustitucion
del acido glutdmico por glutamina en la posicién 253 de la proteina. Generar
ratones genéticamente modificados es un proceso costoso, que requiere mucho
tiempo, dinero y infraestructura para producirlo. La generacidon del alelo mutante
tardd mas de lo esperado, debido en parte a que y las transferencias embrionarias
no fueron fructiferas. De los pocos animales resultantes (11 ratones nacieron de
la dltima de la tres transferencias), se obtuvieron 3 ratones fundadores que
presentaban la mutacidon deseada en heterocigosis, dos machos y una hembra.
Cuando se cruzaron con ratones salvajes por mas de 4 meses no se generd
descendencia, por lo que se decidid analizar a los animales fundadores y su
fenotipo. Uno de los machos fundadores murid antes de poder ser analizado. Por
lo que los analisis llevados a cabo en este trabajo solo se pudieron realizar en los
ratones que quedaron vivos, el macho y la hembra fundadores restantes, con las

limitaciones que eso conlleva. La hembra fundadora mostré una deplecidn total de

186



foliculos en los ovarios analizados, igual que las hembras mutantes de Trip13sev/se
(Roig et al., 2010) y Trip13”- (Figura 4-8). Por lo que respecta al macho fundador,
se extrajo ARN de los testiculos del mutante, se clonaron los alelos de Tripl3y
mediante su secuenciacion se observd que uno poseia la sustitucion deseada de
acido glutamico por glutamina, mientras que el otro alelo poseia una delecion de
3 nucledtidos. Los animales heterocigotos para el gen Trip13 de nuestra colonia
son fértiles, por lo que un solo alelo es capaz de generar proteina suficiente para
asegurar la correcta funcidon de TRIP13. El andlisis de los testiculos del macho
fundador reveld que era estéril. El analisis citoldgico reveld que los
espermatocitos no progresaban mas alla de paquiteno-Llike, por lo que el fenotipo
observado en el mutante Trip13472s30esd posiblemente se deba a la pérdida de la
actividad ATPasa de TRIP13. En estudios in vitro, Trip13£%3@ mantiene alta afinidad
por la unidon a nucledtidos, forma un anillo hexamérico estable y puede
interaccionar con sus sustratos (Ye et al., 2015). En nuestro mutante Trip13ATrasaDead
habia expresion de TRIP13, aunque en menor cantidad, debido a que no se
encontraban células postmeidticas (que también expresan TRIP13). EL analisis
citologico reveld que TRIP13 se localizd en los teldmeros y en las porciones
sinapsadas del SC, misma localizacion que en los espermatocitos WT, por lo que
parece que la estructura de la proteina sigue siendo estable. En C. elegans PCH-
282530 colocalizaba con el SC una vez habia iniciado la sinapsis, y era retirada en
paquiteno tardio de igual manera igual que la proteina nativa en la meiosis
(Giacopazzi et al., 2020). En S. cerevisiae, la proteina Pch2-E399Q también se
localizé igual que Pch2 en el ADNr (C. Chen et al., 2014; Herruzo et al., 2016). Por
lo tanto, la mutacion ATPasaDead no altera la localizacion de la proteina en los

diferentes modelos estudiados.

Para complementar el estudio de la funcidon ATPasa de TRIP13, se recurrid al uso
de un inhibidor de TRIP13 (DCZ0415) recientemente creado (Y. Wang et al., 2020a).
Primero se probd el inhibidor en ratones tratados in vivo durante 7 dias. En un
inicio, se hizo un tratamiento con una dosis 25 mg/kg de DCZ0415 en 3 ratones
adultos y 3 ratones adultos fueron usados como control. La dosis usada fue la
misma que se utilizd en el estudio en el que se describid el farmaco, en el que se
generaron tumores en los ratones para posteriormente ser tratados con el

inhibidor de TRIP13. El tratamiento con el inhibidor provocd un descenso en la
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supervivencia celular de los tumores provocando su apoptosis. El inhibidor
también inhibid la reparacion por HR en las células (Y. Wang et al., 2020). En
nuestro caso, después de los 7 dias de tratamiento con DCZ0415, se analizo si la
inhibicion de TRIP13 produjo algin efecto en la espermatogénesis pero los
resultados obtenidos no fueron concluyentes. Por ello, se llevd a cabo un
tratamiento con una dosis de 50 mg/kg para comprobar si aumentando la dosis se
producia un mayor efecto en la inhibicion de TRIP13, pero el efecto fue equivalente
entre ambas dosis. En los ratones tratados in vivo se vio un efecto en la deplecidn
de HORMADI1 en cigoteno y en paquiteno temprano, ya que estos espermatocitos
presentaron persistencia de HORMADI1 en los ejes sinapsados. También se vio un
aumento de foci de RAD51 y RPA en cigoteno tardio y paquiteno temprano, junto a
mas acumulos de YH2AX en paquiteno temprano en los animales tratados. Estos
resultados coinciden con el fenotipo observado en el mutante Trip13A™asa0ead o que
sugiere que la inhibicion de la funcién ATPasa de TRIP13 se llevd a cabo en los

animales.

Se comprobd la eficacia del inhibidor en cultivo in vitro de células de testiculo de
ratdn adulto, las cuales se cultivaron durante 24h con las dosis del inhibidor a 15
UMy 20 uM y a la misma concentracion de DMSO como control. En este caso, si se
vio un efecto en la progresion de la profase meidtica ya que a la concentracion de
20 uM se observé como algunos espermatocitos presentaban bivalentes con
asinapsis terminal con acumulacion de HORMAD1 en las porciones asinapsadas.
También hubo otro grupo espermatocitos con persistencia de HORMAD1 en los ejes
sinapsados en cigoteno y paquiteno. También hubo un descenso de la poblacion de
espermatocitos en diploteno, y una acumulacion de espermatocitos en estadio de
paquiteno-like. Por falta de tiempo no se pudo estudiar en mas profundidad el
efecto del inhibidor in vitro. Para posteriores estudios, se debera poner a punto la
técnica y mejorar distintos parametros, como el uso de un mejor medio de cultivo,
poder incrementar el nimero de dias de tratamiento y estandarizar un método de
recoleccidon de espermatocitos que permita mejorar la calidad del cultivo. En
estudios realizados por nuestro grupo de investigacion con inhibidores de ATR in
vivo e in vitro (Pacheco et al., 2018) si que se obtuvieron resultados concluyentes,
por lo que el uso de inhibidores promete ser una buena herramienta complementar

el estudio de la funcidn de las proteinas meidticas.
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TRIP13 es necesaria para retirar las proteinas HORMAD de los ejes cromosomicos
una vez se ha completado la sinapsis (Roig et al., 2010; Wojtasz et al., 2009) (Figura
4-10). Ademas, en estudios in vitro se ha comprobado que se requiere el extremo
N-terminal de HORMAD1 para que se produzca la interaccion entre TRIP13 y
HORMAD1 y su deplecion de los ejes sinapsados (Ye et al,, 2017). Para estudiar qué
parte del fenotipo de los mutantes de Trip13se debe a la persistencia de HORMAD1
en los ejes sinapsados, se obtuvieron muestras de testiculo del modelo murino
Hormad13H#/3HA en colaboracion con el laboratorio del Dr. Attila Toth (TU Dresden).
En este mutante, los espermatocitos no pueden retirar HORMAD1 de los ejes
sinapsados y también quedan bloqueados en un paquiteno-like, aunque los
defectos de sinapsis observados en este mutante son mas sutiles que en los
mutantes Trip137- y Tripl3A™leed | os espermatocitos Hormadl®H4/5HA
presentaron defectos en la reparacion de los DSBs en cigoteno tardio y paquiteno-

like, pero no en los estadios iniciales.

Finalmente, se utilizaron ratones mutantes Spol1l, Dmcly Dmcl Chk2, los cuales,
mediante la deplecion de Tripl3, permiten estudiar la funcion de TRIP13 en los
espermatocitos en los que no se producen DSBs o la reparacion por recombinacion
meidtica se encuentra alterada. También se usaron ratones mutantes de 53bpl,
deficientes de la via de NHEJ, para estudiar si las fusiones teloméricas observadas

eran dependientes de NHEJ.

5.2 Los mutantes de Tripl3 no pueden completar la
recombinacion meiotica

Como ya se habia descrito anteriormente, TRIP13 es necesaria para completar la
recombinacion meidtica (X. Li & Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Los mutantes
de Trip13 muestran un defecto en la reparacion de los DSBs ya que acumulan
YH2AX, RAD51 y RPA en los espermatocitos tardios. El mutante Trip137 también
presenta los mismos defectos en la reparacion de los DSBs, ya que posee menos
foci de RAD51 y RPA en leptoteno y cigoteno y persistencia de DSBs en paquiteno-
like. En el caso de nuestro mutante Trip13#7Pabead ng observamos diferencias en
la carga de RAD51 y RPA al principio de la profase meidtica en los espermatocitos,

pero si se observd una acumulacion de DSBs sin reparar en cigoteno tardio y
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paquiteno-Llike. Estos resultados coinciden con el recuento de RAD51 y RPA en los
individuos tratados in vivo con DCZ0415, en los que se observd un defecto en la
reparacion de los DSBs pero solo en cigoteno tardio y paquiteno temprano,
indicando que la funcién ATPasa de TRIP13 no regula la carga inicial de estas
proteinas in vivo. La reparacion de los DSBs también se ve alterada en los
espermatocitos HormadI®##*"* en los que de igual manera, se observd un
persistencia de DSBs sin reparar, pero solo en cigoteno tardio y paquiteno-Llike, ya

que en los primeros estadios no se encontraron diferencias con los controles.

Si algo comparten los mutantes Trip13mo#/med Trip13sev/sev, Trip13~/-, Tripl3ATFasebead y
Hormad1®"#%HA es la persistencia de HORMAD1 en los ejes sinapsados de los
cromosomas homdlogos. Existe un feedback negativo que regula los DSBs: los
DSBs promueven la formacion del SC, lo que restringe la actividad de SP011 a las
areas asinapsadas de los ejes cromosdémicos para propiciar la busqueda del
homélogo (Daniel et al., 2011). Este mecanismo de regulacion recae en HORMADI,
que estimula la formacion de DSBs y la acumulacion de los factores de
recombinacion en los ejes (Daniel et al., 2011). HORMAD1 se encuentra localizada
a lo largo de los ejes asinapsados vy alli recluta a la proteina IHO1 para promover
la formacién de DSBs en esa zona (Stanzione et al., 2016). La deplecion de
HORMADLI de los ejes sinapsados promueve la inhibicidn de la actividad de SPO11
en las regiones sinapsadas, disminuyendo a su vez la actividad de IHO1 (Stanzione
et al., 2016). De hecho, en un interesante trabajo (Dereli et al., 2021), se vio que,
aunque TRIP13 no posee un rol en la deplecion de IHO1 de los ejes asinapsados, si
participa en su deplecion de los ejes sinapsados. Para el andlisis utilizaron el
mutante Trip13%¢/*¢*, y comprobaron que los espermatocitos en paquiteno-Llike con
abundante asinapsis acumulaban IHO1l tanto en regiones asinapsadas como
sinapsadas. También destacaron que habia espermatocitos que conseguian una
deplecidon completa de IHO1 de los ejes, y coincidian con que eran espermatocitos
que presentaban sinapsis completa en los autosomas (Dereli et al., 2021). Estos
resultados indicaron que hay un mecanismo dependiente de TRIP13 que precisa de
la deplecién de HORMAD1 para controlar la supresion de los DSBs en las regiones
sinapsadas, mecanismo el cual observamos en nuestros mutantes. Nuestros
resultados indican que se necesita la actividad ATPasa de TRIP13 para retirar

HORMAD1 de los ejes sinapsados, y también la interaccion de TRIP13 con
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HORMAD1 mediante el extremo N-terminal para causar la deplecién de HORMADI.
En ambos mutantes se ha observado persistencia de foci de RAD51 y RPA solo en
los espermatocitos en cigoteno tardio y paquiteno-like, pero no en los primeros
estadios de leptoteno y cigoteno como ocurre en los mutantes Tripl3mo#/mod
Trip13s“*¢v 'y Trip13~-. Estos resultados sugieren que si no se retira HORMAD1 de
los ejes una vez se ha completado la sinapsis, se siguen produciendo DSBs que no
pueden ser reparados. Por otro lado, los defectos en la carga de RAD51 y RPA del
principio de la profase meidtica presente en los mutantes Trip13mo#/mod Trjp13sev/sev
y Trip137- es un indicativo de un mecanismo alterado independiente de la deplecién

de HORMAD1 del SC.

Un trabajo publicado recientemente relaciona TRIP13 con MRE11, componente del
complejo MRN, el cual detecta el dafio de los DSBs y activa ATM (Jeong et al., 2022).
TRIP13 interacciona directamente con MRE11 y RADS50, pero no con NBS1, a partir
de la induccion de dafio en el ADN, por lo que podria existir un complejo
conteniendo solo MRE11 y RAD50. Una vez se ha producido el dafio en el ADN
mediante radiacion, TRIP13 es reclutada al lugar del dafio inmediatamente. La
deplecion de TRIP13 redujo significativamente el reclutamiento de MDC1 al lugar
del dafio (Jeong et al., 2022). Las funciones de TRIP13 estan relacionadas con la
induccién de cambios conformacionales en sus sustratos (gracias a la unién y la
hidrolisis del ATP) y la liberacidn de los sustratos de los complejos proteicos a los
que pertenece. En el estudio, sugieren que TRIP13 promueve la interaccién entre
MRE11l y MDC1, interactuando directamente con MRE11. TRIP13 incrementa la
reseccion del ADN y promueve la HR regulando la cascada de sefializacion de ATM
(Jeong et al., 2022). Ademas, usaron ATPyS, un analogo del ATP no hidrolizable, y
vieron que en su presencia, TRIP13 era reclutado al lugar del dafio (Jeong et al,,
2022). Estos hallazgos podrian explicar los defectos en la recombinacion meidtica
en los estadios iniciales presentes en los mutantes de TriplI3 y no en el
Trip13ATPasabead 'y que la ausencia de la proteina TRIP13 podria causar una menor
activacion de la cascada de sefializacién de ATM al inicio de la deteccién de los
DSBs, produciendo una menor reseccion de los DSBs, y una menor carga de RPA
y RAD51. Esto seria independiente de la funcidon ATPasa, la cual podria ser
necesaria para causar la deplecion de HORMADL1 de los ejes y reparacion de los

DSBs en paquiteno-Llike.
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De manera interesante, de la lista de posibles proteinas interactoras de TRIP13 que
se obtuvo a partir de la espectrometria de masas, se selecciond la proteina HSPA2
para comprobar la validad fisioldgica de los resultados (ver apartado 4.5.2 y 5.6).
De la lista de posibles candidatas, dos proteinas interesantes quedaron en los
puestos mas altos. Estas fueron BOD1L y SFR1. Ambas participan en la
estabilizacion de los filamentos de RAD51. BOD1L protege al genoma del estrés
causado por una horquilla de replicacién atascada. La pérdida de la proteina causa
una hiperreseccion dependiente de DNA2 (Higgs et al.,, 2015; Higgs & Stewart,
2016). SFR1 también interactla directamente con RAD51 y estimula su actividad
durante la recombinacion meidtica (Su et al,, 2016). Si TRIP13 interactuara con
estas proteinas, de algin modo se podria explicar su papel en la HR y la carga de
RAD51, por lo que la espectrometria de masas es una herramienta Util y promete

ayudar a encontrar nuevos actores en la reparacion de los DSBs.

5.3 Funcion de TRIP13 en la eleccion de la via de
reparacion de los DSBs

La eleccion entre la reparacion de los DSBs por HR o NHEJ requiere el control de
reseccion del ADN alrededor del dafio (Symington & Gautier, 2011). Si se produce
la reseccion, el mecanismo de NHEJ se verd inhibido. 53BP1 juega un papel
fundamental inhibiendo la reseccion, mediante la competicion con BRCA1 por
unirse al ADN. BRCA1 en cambio promueve la reseccion desplazando a 53BP1y
Ku70/Ku80 de los DSBs para estimular la reseccion mediada por el complejo MRN
(Chapman et al,, 2012; Panier & Boulton, 2014). En meiosis, la regulacién de la
reparacion de los DSBs favorece la reparacion por recombinacidon meidtica, ya que
se precisa de al menos un CO por bivalente para segregar correctamente. Por ello,
en espermatocitos WT, los factores que participan en la via de NHEJ se encuentran
inhibidos durante la profase meidtica. 53BP1 y Ku70 aparecen en espermatocitos
tardios, pero no en los espermatocitos en estadios tempranos (Enguita-Marruedo
et al.,, 2019). En los espermatocitos tardios, ya se han establecido los COs vy los
homdlogos ya han sinapsado, por lo que la reparaciéon IH-HR ya no es tan
necesaria. En los espermatocitos deficientes de Trip13 encontramos una diferencia

de sefial entre los dos anticuerpos de 53BP1 que usamos para el analisis, lo cual
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impide llegar a una conclusién clara. Para ello, se deberia estandarizar el
anticuerpo de 53BP1 a usar en posteriores analisis y estudiar su localizacion en
mas mutantes de Trip13. La sefial que se encontrd usando el anticuerpo de ratén
sugiere que en los espermatocitos Trip137- hay una acumulacion precoz de 53BP1
en la cromatina de leptoteno, cigoteno y paquiteno-like. Esta sefial es parecida a
la que aparece en espermatocitos después de ser irradiados (Enguita-Marruedo et
al., 2019). Esta acumulacion de 53BP1 podria explicar también que se encuentren
marcadores de HR disminuidos en los espermatocitos mutantes de Trip13, en los
que se podria estar produciendo una competicion entre los factores que regulan la
HR y la NHEJ. Ku70 también es otro factor relacionado con la NHEJ que mientras
que en espermatocitos WT solo aparece en estadios tardios, en los espermatocitos
mutantes de Trip13 también aparecié en estadios tempranos. La presencia de
53BP1 y Ku70 en los espermatocitos deficientes de Trip13 en estadios tempranos

sugiere que la via de NHEJ podria estar activa en ausencia de TRIP13.

En trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion, se estudié si TRIP13
participaba en la eliminacion de ovocitos como consecuencia de la activacion del
checkpoint de sinapsis. Para ello se analizaron dos modelos de ratones que tienen
problemas de sinapsis, Spol17- y Dmc17/- Chk27/-, y se compararon los ovarios de
estas hembras con los ovarios de las mutantes Spoll” Trip13m°%m°d v Dmc1~/-
Chk27/- Trip13m°¥mod respectivamente (Martinez Marchal, 2019). La mutacién de
TRIP13 no produjo rescate en el nimero de ovocitos Spol17- (Martinez Marchal,
2019), como ya se habia descrito previamente (X. Li & Schimenti, 2007). Sin
embargo, las hembras Dmc17- Chk27/- Trip13m°¥™°d s mostraron un rescate en el
nimero de foliculos, reflejado por el incremento en el nimero de foliculos
primordiales y foliculos primarios (Martinez-Marchal, 2019). Se postularon dos
posibles hipdtesis para explicar este rescate. La primera fue que TRIP13
participara en el checkpoint de sinapsis, pero solo en presencia de DSBs

producidos por SPO11.

La segunda hipdtesis fue que TRIP13 participa en la eleccidon de la ruta de
reparacion de los DSBs, inhibiendo la reparacion por NHEJ y promoviendo la
reparacién por HR, como pasa en células somaticas (Clairmont et al., 2020). Si

TRIP13 participase en la eleccion de la ruta de reparacion de los DSBs, en los
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ovocitos Dmc1”- Chk2”- Trip13™°¥m°d yna parte de los DSBs, que no podrian ser
reparados por HR, debido a la ausencia de DMC1, podrian ser reparados mediante
NHEJ. En este trabajo hemos analizado la reparacion de los DSBs en los
espermatocitos de los mutantes Dmcl”~, Dmcl”/Trip13m°¥md Dmcl17/-Chk2/- y
Dmc17/-Chk2”- Trip13m°%md con la inmunolocalizacidon de YH2AX, RAD51 y RPA. De
manera interesante, en los espermatocitos en paquiteno-Llike de estos mutantes de
Trip13 se observé menor acumulacion de YH2AX, RAD51 y RPA por lo que son
capaces de reparar una fraccion de los DSBs en ausencia de Trip13. En células
somaticas, TRIP13 interactta con el complejo Shieldin, la funcidn del cual es inhibir
la reseccién de los DSBs, promoviendo su reparacion por NHEJ y, por lo tanto,
inhibiendo la reparacion por HR (Clairmont et al., 2020). REV7 es una proteina con
dominio HORMA que forma parte del complejo Shieldin, junto a SHLD1, SHLD2 y
SHLD3. SHLD3 interacciona con REV7 mediante el dominio safety belt de REV7.
TRIP13 tiene la capacidad de disociar el complejo REV7-SHLD3, lo cual causa el
desensamblaje del complejo Shieldin (Clairmont et al., 2020). En células somaticas
humanas TRIP13--se observa un incremento del nimero foci de REV7 después de
la induccion de DSBs con radiacion ionizante (Clairmont et al., 2020). Ademas, en
células TRIP137- se observa una reduccioén en la reseccion de los DSBs y menor
cantidad de pRPA (fosforilado en S33), marcador de ADN reseccionado (Shiotani &
Zou, 2009). Por el contrario, en células REV77 y células que sobreexpresan TRIP13
presentan hiperreseccion de los DSBs y un incremento en pRPA. En las mismas
células TRIP137- se observa una reduccién de foci de RAD51, mientras que en
células sobreexpresando TRIP13 y células REV77/- presentaban mas RAD51
(Clairmont et al., 2020). Estos estudios en células somaticas indican que cuando se
elimina TRIP13 los DSBs son reparados por NHEJ y cuando se sobreexpresa
TRIP13, se reparan por HR, por lo tanto, TRIP13 regula la eleccién de la via de

reparacion de los DSBs antagonizando la funcion de REV7 en las células.

El analisis de la presencia de REV7 en los espermatocitos de los distintos mutantes
de Trip13 reveld que, en efecto, hay mayor presencia de REV7 en ausencia de
Trip13. Ademas, REV7 aparece en forma de foci intensos y discretos en los
extremos de los fragmentos del SC en leptoteno y cigoteno de los mutantes. En los
espermatocitos Spoll”, al no producirse los DSBs, tampoco esperabamos

encontrar REV7, ya que los DSBs no se deben reparar. Sorprendentemente, los
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espermatocitos de los mutantes de Spoll” y Spoll”- Trip13m°¥md también
presentan la proteina en los extremos de los fragmentos de SC. Este hallazgo
sugiere, por un lado, que REV7 se expresa de manera basal en todas las células, o
por otro, que esos foci de los espermatocitos Spoll”- son artefactuales. De
cualquier manera, en los espermatocitos Trip13m°¥m°dy Trip13~- los foci de REV7
fueron mas abundantes que en los espermatocitos WT. La mayor acumulacion de
REV7 en los mutantes Dmc1”-y Dmc17- Chk2”-y que la deplecidn parcial de Trip13
produzca que en estos mutantes haya menos DSBs sin reparar, y menor
acumulacion de RAD51 y RPA, se podria explicar si TRIP13 participase en la
regulacion de la via de reparacion de los DSBs durante la profase meidtica
mediante el remodelado de REV7. Como en células somaticas TRIP13 desensambla
el complejo Shieldin, se esperaria que si TRIP13 realiza la misma funcién en los
espermatocitos, hubiera mas inhibicion de la reseccién de los DSBs, que se
traduciria en menos ssADN a los que RPA pudiera unirse, y menos RAD51 para
reemplazar a RPA. Como hemos comprobado, en el mutante Tripl3ATasaDead g
reparacion de los DSBs no se encuentra alterada desde el principio de la profase
meidtica, pero si en cigoteno tardio y paquiteno-like, por lo que la funcion ATPasa
no controlaria la reparacion inicial de los DSBs. En los mutantes Tripl3mo#/med y
Trip137- en cambio, si vemos un defecto en la reparacién inicial de los DSBs, que
podria explicarse por la reciente interaccion entre TRIP13 y MRE11 (ver apartado

5.2).

Recientemente se ha descrito una nueva via para controlar la ruta de reparacion
de los DSBs mediante la regulacion del complejo Shieldin (F. Li et al., 2022).
CHAMP1 se localiza en los cromosomas, recluta REV7 a los cinetocoros vy la
disrupcion de la proteina genera problemas en el alineamiento de los cromosomas
en la mitosis (Itoh et al., 2011). La mutacion de CHAMP1 en células U20S y células
RPE produce una menor carga de RAD51 y RPA en los DSBs. CHAMP1 promueve
la HR uniéndose directamente a REV7 y tiene como principal funcidn la inactivacion
del complejo Shieldin para promover la HR (F. Li et al.,, 2022). TRIP13 junto a
p3lcomet, cambia la conformaciéon de REV7, disocia su complejo con SHLD3,
inactivando el complejo Shieldin (Clairmont et al., 2020; Sarangi, Clairmont, &
D’Andrea, 2020). CHAMP1 funciona uniéndose directamente a REV7 y compite con
SHLD3, también inactivando el complejo Shieldin (F. Li et al., 2022). CHAMP1 se
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expresa en testiculo, en espermatogonias y espermatocitos tempranos pero no en
espermatocitos en paquiteno, por lo que podria actuar sobre REV7 de manera
conjunta con TRIP13 en los DSBs. REV7 puede interactuar con SHLD3, REV3 o
CHAMP1, y estas interacciones podrian estar determinadas por la actividad de
TRIP13 y su capacidad de desensamblar los complejos de REV7. La célula podria
seleccionar el desensamblaje de un complejo u otro, dependiendo de qué ruta de
reparacion de los DSBs deba tomarse (F. Li et al., 2022). En espermatocitos WT,
con niveles normales de TRIP13 y CHAMP1, la actividad del complejo Shieldin se
ve inhibida y se promueve la reparacion de los DSBs por HR. En ausencia de TRIP13,
la disociacion del complejo Shieldin por parte de TRIP13 no se lleva a cabo, lo que
se traduce en una disminucion de la reseccion de los DSBs. Como CHAMP1 sigue
estando activa, puede seguir uniéndose a REV7, lo que inhibiria algunos complejos
Shieldin. De manera interesante, CHAMP1 y TRIP13 no son proteinas epistaticas,
ya que la mutacion de TRIP13 en células CHAMP1 deficientes resulta en un
descenso drastico de la HR (F. Li et al., 2022). La mayor acumulacién de REV7 y la
presencia de marcadores de NHEJ aumentados en los mutantes de Trip13, junto a
marcadores reducidos de HR indican que TRIP13 es un regulador de la reparacion
de los DSBs, promoviendo la HR, y también de la eleccidn de la ruta de reparacion

de los DSBs durante toda la profase meidtica.

5.4 Funcion de TRIP13 en los telomeros

El hallazgo de que TRIP13 se encuentra localizada en los teldmeros durante la
profase meidtica sugiere que podria estar participando en algunos eventos
relacionados con el funcionamiento del teldmero durante la meiosis. En levadura
PCH2 evita la produccién de DSBs en las secuencias repetitivas del ADN ribosomal
(San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999) y de las regiones préximas a los teldmeros
(Subramanian et al., 2019). Durante la meiosis, la formacion de DSBs alrededor de
secuencias repetitivas estd bien controlada, ya que estas porciones son
susceptibles de sufrir recombinacién homdloga no alélica (NAHR), lo cual puede
generar inestabilidad gendmica, como por ejemplo translocaciones o fusiones
cromosomicas. Una posible funcidn de TRIP13 es que participara en la proteccién
de los teldmeros evitando la formacion de DSBs, como realiza Pch2 en levadura.

Si esta fuera una funcion de TRIP13, se esperaria que los mutantes de Trip13
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tuvieran mas teldmeros con dafio sin reparar, pero no es lo que observamos. El
porcentaje de teldmeros que presentaron YH2AX en los espermatocitos WT en
paquiteno temprano y en paquiteno-Llike de los mutantes de Trip13 fue muy similar,
indicando que no se producen mas DSBs en los teldmeros cuando no hay TRIP13.
Tampoco encontramos diferencias en el ndmero de foci de RAD51 en estas
regiones comparando los espermatocitos WT y los espermatocitos deficientes de
Trip13. Por lo tanto, no parece que TRIP13 prevenga la formacion de los DSBs en
los teldmeros. Esta funcidn difiere de Pch2 en levadura, en la que Pch2 elimina
Hopl del ADNr y de los centrémeros para inhibir la produccion de DSBs

(Subramanian et al., 2019).

Por nuestras observaciones en cuanto a la presencia de DSBs en los telémeros,
TRIP13 no parece tener una funcidén en evitar los DSBs en esas zonas, ni su
ausencia altera la presencia de marcadores de recombinacion. En cambio, en los
espermatocitos deficientes de Trip13 observamos un aumento en la frecuencia de
cromosomas fusionados por los teldmeros, defecto dependiente de TRIP13, ya que
en los mutantes Tripl137- y Trip13/s¢v fue mas frecuente que en los mutantes
Trip13mo@/med Ademas, la fusidn de los teldmeros es mas frecuente en los extremos
asinapsados de los mutantes Trip13*/*¢Vy Trip137/-, por lo que TRIP13 seria
necesaria para evitar la fusion de los teldmeros que se encuentran asinapsados. El
complejo Shelterin se une al ADN telomérico y los protege de ser reconocidos
como dano. Cuando el complejo se inactiva o es deficiente, se activa la cascada de
sefalizacion de ATM, la acumulacion de proteinas DDR en los teldmeros y una
ligacion dependiente de NHEJ (Konishi & De Lange, 2008). La fusidn telomérica
desemboca en inestabilidad gendmica (0'Sullivan & Karlseder, 2010). En estudios
in vitro en células somaticas con teldomeros disfuncionales, se ha visto que se
promueve la fusidn de teldmeros mediante NHEJ, lo cual depende de 53BP1y REV7
(Boersma et al., 2015). Una posible explicacion a las fusiones que encontramos en
los mutantes de Tripl3 es que durante la meiosis, el complejo Shelterin es
reemplazado por el complejo TERB1/2-MAJIN, el cual permite que los teldmeros
se unan a membrana nuclear durante la meiosis (Shibuya et al., 2015). Es posible
que durante el reemplazo, en ausencia de Trip13 se promueva la fusion telomérica
mediada por 53BP1 y REV7. El hallazgo de que en los espermatocitos 53bpl7-y

53bpl7/-Trip13m°¥mod |as fusiones teloméricas se producen en la misma frecuencia
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qgue en los espermatocitos WT, sugieren que las fusiones que observamos en los
mutantes de Tripl3 son dependientes de 53BP1, por lo que posiblemente se
produzcan por NHEJ, y en ausencia de Tripl3 son mas frecuentes. En los
espermatocitos deficientes de Trip13, REV7 es mas abundante, y hemos observado
como su localizacion se encuentra en los extremos de los ejes cromosomicos.
También es cierto que, comparado con las fusiones masivas que ocurren cuando el
complejo Shelterin se encuentra disfuncional (Boersma et al., 2015; Dimitrova et
al., 2008), tanto el nimero de fusiones como la frecuencia de fusiones observada
en los mutantes de Trip13 es relativamente baja. Por lo que los mecanismos que

regulan la proteccidn de los telémeros podrian ser mucho mas estrictos.

En los espermatocitos Spoll”/- también observamos una frecuencia elevada de
fusiones y asociaciones de cromosomas por los teldmeros. En espermatocitos
Spoll”- de D. rerio también se ha reportado un aumento en las asociaciones entre
cromosomas que no se observa en los espermatocitos WT (Blokhina et al., 2019).
En los espermatocitos Spoll”- Trip13m¥md |as fusiones o asociaciones entre
cromosomas fueron significativamente mas frecuentes, lo que indica que TRIP13
evita que ocurran estos eventos incluso cuando no se producen los DSBs meioticos,
aunque el mecanismo por el cual lo hace aun lo desconocemos. En cambio, cuando
la reparacién por HR se ve afectada (mutantes Dmc1~-) la deplecidn de Trip13 no
altera la frecuencia de fusiones en estos espermatocitos. En estos espermatocitos,
vimos que la ausencia de Trip13 provocaba una disminucidén de marcadores de HR
y un aumento en la cantidad de REV7, sin embargo, no se observd un efecto en la
fusion telomérica, por lo que las fusiones y asociaciones presentes en los mutantes
de Dmc1 son dependientes de la reparacion por HR. Nuestros resultados sugieren
que las fusiones teloméricas observadas en los mutantes de Tripl3 son
dependientes de 53BP1 y de Dmc1, por lo que la reparacién de los DSBs podria

estar involucrada en la fusién telomérica observada.
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5.5 Funcion de TRIP13 en la sinapsis de los
cromosomas homoalogos

La localizacion de TRIP13 en las porciones sinapsadas del SC en espermatocitos
en cigoteno tardio y paquiteno temprano que hemos observado en nuestros
ratones, se encuentra conservada en los distintos organismos estudiados y los
homologos de TRIP13. En C. elegans, PCH2 aparece en el SC en paquiteno y
desaparece antes de que el SC desensamble. PCH2 actia como un factor que
desensambla los factores que participan en el apareamiento, la sinapsis y la
recombinacion y de esta manera los regula, para que estos eventos se coordinen
y promover un control de calidad para asegurar que se producen los COs (Deshong
et al.,, 2014). PCH-28%%30 se encuentra localizado en el SC igual que la proteina WT
y su fenotipo es muy parecido al de pch-24, causando un retraso en el
apareamiento, una aceleracion de la sinapsis y produciendo una sinapsis no
homodloga (Giacopazzi et al., 2020). CMT-1, el ortélogo de p31lcomet, participa en
el checkpoint de sinapsis, y su delecidon provoca los mismos efectos que en los
mutantes de pch-223¢, CMT-1 no es necesario para la carga de PCH2 al SC, pero
si para promover la actividad ATPasa de PCH2 y poder remodelar sus sustratos
(Giacopazzi et al., 2020). Esto es diferente en mitosis, ya que CMT-1/p31comet es
esencial para que PCH2 se una a Mad2 (Défachelles et al., 2020; Nelson et al., 2015).
En O. sativa (arroz), p3lcomet forma parte del SC, y su mutante es deficiente en la
formacion de DSBs. EL homélogo de PCH2/TRIP13 en arroz, CRC1, también se
localiza en la region central del SC. CRC1 y p3lcomet colocalizan ademas con
ZEP1, componente lateral del SC (Ji et al., 2016; Miao et al., 2013). En A. thaliana,
COMET y PCH2 se sitian en las porciones sinapsadas del SC y promueven la
deplecion de ASY1 (ortdlogo de HORMAD1) de las porciones sinapsadas para
permitir la deposicion de los filamentos transversales y asi completar la formacién
del SC. En ausencia de COMET y de PCH2, la sinapsis no se completa y los meiocitos
masculinos se bloquean en paquiteno-like (Balboni et al., 2020). En levadura, Pch2
se encuentra asociada con el SC. Pch2 es imprescindible para activar el checkpoint
de recombinacion en los mutantes zipl, promoviendo la carga de Hopl a las
porciones asinapsadas y fosforilando Hopl para activar el checkpoint (Herruzo et
al.,, 2016). En el mutante zipl, Pch2 no se asocia con el SC, si no que solo se

encuentra en la regién nucleolar (San-Segundo & Shirleen Roeder, 1999). De
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hecho, la necesidad de SYCP1 para el reclutamiento de TRIP13/Pch2 a los ejes
sinapsados ha sido descrita anteriormente en otros organismos. En 0. sativa, CRC1
colocaliza con ZEP1, y ambas proteinas se necesitan mutuamente para esta
localizacién (Miao et al, 2013). En levadura, también se necesita a Zipl para
reclutar Pch2 a los cromosomas sinapsados (Subramanian et al., 2016). Trabajos
recientes en A. thaliana han mostrado que PCH2 necesita también a ZYP1 para ser
reclutado a los ejes cromosémicos. En el mismo estudio han comprobado que
TRIP13 puede unirse al extremo C-terminal de SYCP1 en ratdn, lo que le permitia
anclarse al SC (Yang et al., 2022). Por lo tanto, la localizacion de TRIP13 en el SC
indica que es importante en la regulacion de la formacién del SC y por ello se

encuentra conservada en los distintos organismos.

Como ya se describio previamente, TRIP13 es necesaria para completar la sinapsis
de los cromosomas homdlogos (Roig et al, 2010). Los espermatocitos en
paquiteno-like de los mutantes de Tripl3 presentan defectos en completar la
sinapsis. Los defectos los clasificamos en dos tipos: la primera anomalia en la
sinapsis fue una asinapsis terminal, por la que los autosomas que la presentan
adoptaban la forma de la letra Y. Una minoria de bivalentes, sobre todo en los
mutantes Tripl13%*¢"y Trip137/-, presentaron también porciones con asinapsis
intersticial en forma de burbuja. Como ya se describid previamente, la mayoria de
asinapsis se producia en el extremo centromérico, region en la que la sinapsis esta
muy bien regulada (Brown et al., 2005). La localizacién de TRIP13 en los teldmeros
podria indicar un rol en controlar la sinapsis en estas porciones del SC, ya que es
donde los espermatocitos deficientes de Trip13 presentan los defectos. Ademas,
hemos observado que TRIP13 es un factor limitante en estos eventos, ya que los
mutantes mas severos de Tripl3 poseen mas asinapsis, tanto terminal como
intersticial. También hemos comprobado que en ausencia de la funcién ATPasa de
TRIP13, los espermatocitos en paquiteno-like del mutante Trip1347Pasabead también
presentan ambos tipos de defectos en una proporcion similar a los espermatocitos
del mutante Trip137. La deplecién de HORMAD1 de los ejes sinapsados también
es requerida para completar la sinapsis de los cromosomas homaélogos, ya que el
mutante Hormad1®"H4 también presenta burbujas y asinapsis intersticial, pero en
una frecuencia parecida al Trip13m°¥mod E| aspecto de los espermatocitos en

paquiteno-like del mutante Hormadl®#/#4 también era parecido a los
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espermatocitos Trip13m%m™d vya que la mayoria de bivalentes completaban la
sinapsis, y solo algln bivalente poseia asinapsis terminal. Estos resultados indican
que TRIP13 es necesario para completar la sinapsis, y que parte del fenotipo se

debe a la persistencia de HORMADI en los ejes sinapsados.

Como TRIP13 también se requiere para completar la recombinacidn meidtica (X. Li
& Schimenti, 2007; Roig et al., 2010), quisimos estudiar si TRIP13 participaba en la
sinapsis de los cromosomas en mutantes que no producen DSBs (mutantes Spol1-
/) o cuando los DSBs no se pueden reparar eficientemente por recombinacion
meidtica (mutantes Dmc17"). Ambas mutaciones producen un defecto en la sinapsis
de los cromosomas homaélogos, y el SC se forma entre porciones de cromosomas
no homdlogos (Baudat et al., 2000; Pittman et al., 1998; Romanienko & Camerini-
Otero, 2000). Nuestra hipodtesis era que si los defectos de sinapsis observados en
los mutantes de Tripl13 son dependientes de los defectos en la recombinacion
meidtica, en los mutantes de Spol17-y Dmcl”- la deplecién de Trip13 no tendria
ningun efecto en la sinapsis. La sinapsis en los espermatocitos de los mutantes
Spoll” y Spoll”-Tripl3m¥md progresa con normalidad en leptoteno, y en
cigoteno se forman pequefios fragmentos de SC. A partir de cigoteno, los
espermatocitos quedan bloqueados en un estadio en paquiteno-like y estos
presentan una sinapsis aberrante. En los mutantes Spoll y Dmcl observamos
muchos fragmentos de SC (marcados por el depdsito de SYCP1) de distinta
longitud. También se observaron muchos fragmentos pequefios, parecidos a foci
de SYCP1, que fueron mucho mas abundantes en los mutantes simples. La
deplecidn de Trip13 en estos mutantes causé que la mayoria de estos fragmentos
pequenos de SYCP1 desaparecieran, y que solo quedaran fragmentos largos de
SYCP1. Parece que la presencia de TRIP13 promueve la polimerizacion del SC, y
en su ausencia, se ensamblan menos porciones de SC. Estos resultados también
indican que la participacion de TRIP13 en la sinapsis es independiente de su funcidn

en la recombinacidon meidtica.
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5.6 TRIP13 evita la desinapsis prematura de los
cromosomas homologos

HSPA2 es una chaperona que regula el plegamiento de otras proteinas y permite
también la formacion y desensamblaje de determinados complejos proteicos.
HSPA2 aparece en los espermatocitos en paquiteno (Dix et al., 1996). Sus mutantes
son estériles y presentan apoptosis en los espermatocitos en paquiteno tardio.
HSPA2 es necesaria para que se produzca el desensamblaje del SC (Dix et al., 1996,
1997). HSPA2 regula la actividad de CDK1 en los espermatocitos, y en su ausencia
no se forma el complejo CDK1/Ciclina B, necesario para que se produzca la
transicion G2/M (Zhu et al., 1997). En nuestro analisis de la localizacion de HSPA2
en los espermatocitos WT pudimos localizarla en el SC y en los telémeros en
paquiteno tardio y diploteno. De manera interesante, en los mutantes de Trip13,
HSPA2 aparece desregulada y localizada en los espermatocitos de manera
prematura. HSPA2 aparece en la cromatina a partir de cigoteno y sobre todo en
paquiteno-like en forma de agregados. Una de las funciones que se le atribuyeron
a HSPAZ2 era la regulacion de la desinapsis y la transicion de G2/M. Como ademas
TRIP13 y HSPAZ2 interactian y HSPA2 aparece desregulada en todos los mutantes
de Trip137/-, planteamos la hipdtesis de que el fenotipo de asinapsis de los mutantes
de Trip13 podria ser en realidad que en los espermatocitos deficientes de Trip13

se estuviera produciendo una desinapsis prematura.

Para comprobar esta hipdtesis, se analizd si se encontraban mas factores que
controlan la desinapsis desregulados en los mutantes de Tripl3 mediante la
inmunolocalizacidon de PLK1, otra proteina que tiene funcion en la desinapsis
(Jordan et al., 2012). En un interesante trabajo sobre la transicion de G2/M vy las
quinasas que lo regulan, se descubrid la implicacion de PLK1 en la desinapsis de
los cromosomas. En la caracterizacion de la localizacidn de PLK1 en ese estudio,
se indica que PLK1 aparece en la cromatina durante leptoteno y cigoteno, aunque
no lo muestran. En otro estudio se caracterizd el mutante Plk1 cKO, el cual también
muestra defectos en el desensamblaje del SC (Wellard et al., 2022). Nuestras
observaciones corroboran esta localizacion, ya que hemos localizado PLK1 en
forma de agregados por la cromatina en los espermatocitos en leptoteno y

cigoteno tanto de ratones WT como de mutantes de Trip13. Esta localizacién en la
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cromatina podria explicar el rol de PLK1 durante la recombinacion meidtica, en la
que es requerida para la correcta transicion de la deteccion del dafio en el ADN a
la reparacion del mismo (Wellard et al,, 2022). A partir de paquiteno y hasta
metafase, seflalan que PLK1 aparece en el SC (Jordan et al, 2012). Nosotros
también la hemos observado en el SC a partir de paquiteno tardio y diploteno en
espermatocitos WT. De manera interesante, en nuestros mutantes de Trip13, PLK1
colocalizé en el SC de manera prematura. En las porciones sinapsadas de cigoteno
y sobre todo en paquiteno-like aparecid una sefial que colocalizaba con SYCP1, y
no se localizaba ni en las porciones con asinapsis terminal ni en regiones con
asinapsis intersticial. Ademas, esta localizacion es dependiente de la funcidn
ATPasa de TRIP13. En los mutantes Hormad13"4/3HA también se localizd en el SC,
pero de manera mas tenue y solo en algunos espermatocitos en paquiteno-Llike. En
los mutantes Spoll y Dmcl, la expresion de HSPA2 y PLK1 es muy similar, y la
deplecion de Tripl3 causa una mayor acumulacion de los agregados de la
cromatina de los espermatocitos, por lo que la acumulaciéon de ambas proteinas
en la cromatina podria promover a su vez el desensamblaje de los fragmentos de
SYCP1 en los espermatocitos de estos mutantes. La desregulacion de estos dos
factores que controlan la desinapsis, unido a la abundante desinapsis presente en
los mutantes en ausencia de Trip13, indican que TRIP13 podria participar en el
remodelado de la arquitectura del SC por otras vias independientes a su accion en

la deplecidn de las proteinas HORMAD de los ejes.

Una posible explicacion del fenotipo de los mutantes de Trip13y a la presencia
precoz de HSPA2 y PLK1 en el SC, podria ser que fosforilen prematuramente los
componentes del CE y asi promuevan la desinapsis. La fosforilacion de los distintos
componentes del SC es indispensable para promover el desensamblaje del SCy la
desinapsis. SYCP1, TEX12, SYCE2, SYCP2 y HORMAD1/2 sufren fosforilaciones
dependientes de PLK1 durante la transicion G2/MI (Jordan et al., 2012). In vitro,
PLK1 puede fosforilar a SYCP1 y TEX12. SYCP1 posee un Polo Binding Domain
(PBD) y este motivo puede ser fosforilado tanto por el complejo CDK1/Ciclina B o
por PLK1 en si misma. TEX12 no contiene un motivo PBD, pero es posible que una
vez PLK1 se una al motivo de SYCP1, propicie la fosforilacién de TEX12. La
localizacién de PLK1 en el SC y su capacidad de fosforilar distintos componentes

del SC durante la desinapsis sugieren que esta fosforilacion sea necesaria para
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promover la desinapsis (Jordan et al, 2012). Los defectos de sinapsis que
observamos en los mutantes de Tripl3 podrian deberse a que CDK1l y PLK1
fosforilen los componentes del SC y estos desinapsen prematuramente. En los
extremos asinapsados de los espermatocitos deficientes de Tripl3 y en las
burbujas hay ausencia de SYCP1, por lo en esos espermatocitos podria estar
ocurriendo un balance entre los factores que propician completar la sinapsis, y los

factores que promueven la desinapsis.

Por ahora, los sustratos conocidos de TRIP13 son las proteinas con dominio
HORMA, aungue la interaccién de TRIP13 con HSPA2 podria indicar que TRIP13 es
capaz de remodelar proteinas sin este dominio. Hasta este momento, se tiene
conocimiento de que HSPA2 esta regulada por distintos genes y proteinas. tNASP
se une a HSPA2, y controla su capacidad de activar a CDK1 y la formacion del
complejo CDK1/Ciclina B (Alekseev et al., 2009). Bat3 regula la degradacion de la
proteina HSPA2 impidiendo su degradacidon por el complejo ubiquitin ligasa (Sasaki
et al., 2008). HSPBP1 también previene su degradacién de una manera similar a
como lo hace Bat3 (Rogon et al., 2014). EIF4G3 controla la sintesis inicial de HSPA2
(F. Sun et al,, 2010). TRIP13 podria controlar su localizacién espaciotemporal en
los espermatocitos de una manera por ahora desconocida. En S. cerevisiae, Pch?2
interacciona con Xrs2 (ortdlogo de NBS1), y la disrupcién entre esta interaccion
causa un defecto en el checkpoint y en la recombinacion similar al producido por
la mutacién de Pch2 (Ho & Burgess, 2011). Pch2 también puede interactuar con
Orcl, la cual promueve la localizacion de Pch2 en el ADNr (Da Silva et al., 2020).
Recientemente, se ha relacionado directamente a TRIP13 con MRE11 (Jeong et al,,
2022), lo que TRIP13 podria interactuar con otras proteinas independientemente

de su rol en la regulacidn de las proteinas con dominio HORMA.

Recientemente, SKP1 aparecié como otro factor que regula la transicion PI/Ml y es
necesaria para producir la desinapsis (Guan et al., 2020). SKP1 pertenece al
complejo SCF, una familia de E3 ubiquitin ligasas que permiten la degradacién de
proteinas. El mutante Skpl© tiene varias similitudes con el mutante Trip137-.
SKP1 se expresa en espermatocitos solo en las regiones sinapsadas de cigoteno,
paquiteno y diploteno (Guan et al.,, 2020). TRIP13 se localiza en el SC en cigoteno

tardio y paquiteno, también en las porciones sinapsadas, ademas de en los
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teldmeros. Los mutantes de SKP1 son estériles, como los mutantes de Trip13. De
manera interesante, los espermatocitos Skpl°® presentan también
espermatocitos con asinapsis en el extremo centromérico y corresponden a
espermatocitos en paquiteno temprano (Guan et al, 2020). Ademas, los
espermatocitos Skp1%°tampoco deplecionan HORMAD de los ejes sinapsados. En
los espermatocitos Trip13m°¥med pudieron localizar SKP1 y también observaron
como la mutacion de SKP1 también causaba la reduccion de TRIP13. Los
espermatocitos en paquiteno-like Skplk° también presentan defectos en la
recombinacion meidtica, con abundante YH2AX en los espermatocitos en
paquiteno-like, asi como persistencia de RPA2 en los ejes (Guan et al., 2020). Los
espermatocitos Trip137- en paquiteno-like también presentan asinapsis, acumulan
HORMAD1 en los ejes sinapsados y presentan defectos en la recombinacion
meidtica. El fenotipo del mutante Skpl° es similar también al fenotipo de los
mutantes Hormad13##3" en cuanto a la persistencia de HORMAD1 en los ejes, la
presencia de DSBs sin reparar en paquiteno, y la asinapsis terminal en algunos
bivalentes, lo que sugiere que este fenotipo se debe a la presencia de HORMAD1

en los ejes sinapsados en los estadios tardios.

Con todos estos datos, nosotros proponemos un modelo en el que TRIP13 previene
la desinapsis prematura de los cromosomas, inhibiendo la acumulacién prematura
de HSPA2 y PLK1 en la cromatina y en el SC (Figura 5.1). En espermatocitos WT,
HSPA2 carga en la cromatina a partir de paquiteno tardio y promueve la actividad
de CDK1, que posiblemente fosforile algunas proteinas del SC, como SYCP1. Esta
primera fosforilacion promovida por CDK1 permitiria la accion de PLK1, la cual
carga en el SC en paquiteno tardio para promover la fosforilacion de los distintos
componentes del SC. De esta manera, se produce la desinapsis en diploteno para
permitir la transicion a metafase. En los espermatocitos tempranos de ratones WT,
desde leptoteno a paquiteno temprano, TRIP13 previene la acumulacion de HSPA2.
A partir de paquiteno tardio y en diploteno, HSPA2 se acumula en la cromatina de
los espermatocitos. PLK1 aparece en la cromatina durante toda la profase meidtica
y también se localiza en el SC en paquiteno tardio y diploteno. En ausencia de
Trip13, se desregula la localizacion espaciotemporal de ambas proteinas, por lo
gue se acumulan prematuramente en los espermatocitos. De esta forma, en

cigoteno tardio y paquiteno-like, CDK1 y PLK1 podrian fosforilar de manera
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prematura los componentes del SC, como SYCP1, produciendo una desinapsis
prematura de los autosomas y causando el fenotipo de asinapsis terminal y

asinapsis intersticial de los mutantes de Trip13.

Estadios tempranos Paquiteno tardio Diploteno

. | HSPA2
\ HSPA2
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Figura 5-1. Funcién de TRIP13 en la prevencion de la desinapsis prematura en los
espermatocitos. En espermatocitos WT, HSPA2 se carga partir de paquiteno tardio y diploteno
en la cromatina y en el SC para promover la desinapsis mediante la fosforilacion de los
componentes del SC, lo que promoveria a su vez la accién de PLK1. En los estadios tempranos,
TRIP13 inhibe la acumulacidn de estas proteinas. En ausencia de TRIP13 y de su funcién ATPasa,
HSPA2 y PLK1 se acumulan prematuramente en la cromatina y PLK1 también en el SC,
promoviendo la desinapsis prematura de los cromosomas y causando el fenotipo de desinapsis
gue se observa en los mutantes de Trip13.
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6. Conclusiones



10.

TRIP13 se localiza en las porciones sinapsadas del SC en cigoteno y paquiteno
temprano, localizacion conservada desde levadura hasta plantas. También se
localiza preferentemente en los teldmeros durante la profase meiodtica,

localizacién especifica de mamiferos.

El mutante murino Trip13” es un buen modelo para estudiar las funciones de
TRIP13 durante la profase meidtica, incluyendo la reparacion de los DSBs y la

sinapsis de los cromosomas homaélogos.

El mutante murino Trip13#73s3Pead a5 un buen modelo para estudiar la funcién
de la actividad ATPasa de TRIP13, y su implicacién en la deplecion de HORMAD1

de los ejes sinapsados y en la sinapsis de los cromosomas homaélogos.

El uso del inhibidor de TRIP13 DCZ0415 in vivo y sobre todo in vitro es un buen

método para estudiar la funcion de TRIP13 durante la profase meidtica.

TRIP13, su funcion ATPasa y la deplecién de HORMAD1 de los ejes sinapsados

son necesarias para completar la reparacion de los DSBs en paquiteno.

La presencia de TRIP13, pero no su actividad ATPasa o la deplecion de
HORMAD1 del SC, es necesaria para iniciar correctamente la reparacion de los

DSBs en leptoteno y cigoteno temprano.

TRIP13 participa en la eleccion de la via de reparacion de los DSBs en los
espermatocitos, favoreciendo su reparacion por HR. En su ausencia, hay mayor

acumulacion de marcadores de NHEJ y menos DSBs no reparados.

TRIP13 no previene la formacion de DSBs en los teldmeros.

TRIP13 previene las fusiones teloméricas dependientes de 53BP1 durante la

profase meidtica.

TRIP13, su funcion ATPasa y la deplecién de HORMAD1 de los ejes sinapsados

son necesarias para completar la sinapsis de los cromosomas homaélogos.
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11.La funcién de TRIP13 en la sinapsis es independiente de su rol en la

recombinacion meiodtica.

12. TRIP13, su funcion ATPasa y en parte la deplecion de HORMAD1 del SC,
previene la acumulacién prematura de HSPA2 y PLKI1, dos factores que
controlan la desinapsis, en los espermatocitos tempranos, y en su ausencia, se

produce una desinapsis prematura de los cromosomas.
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