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RESUMEN

La replicacion del ADN durante el ciclo celular inicia con la licencia de replicacién a través del
reconocimiento por el Complejo de reconocimiento del origen de secuencias de inicio dentro
del genoma denominadas origenes, para proceder al ensamblaje de la maquinaria de
replicacidn. Los organismos procariotas requieren de un Unico origen OriC, el cual es una
secuencia reconocida y estructurada de ubicacién Unica. Mientras que en el caso de los
eucariotas son necesarios miles de origenes dispersos a lo largo del cromosoma para asegurar
la replicacién en un marco de tiempo. La falta de conocimientos sobre estas secuencias de
nucledtidos plantea interrogantes sobre los iniciadores implicados en su reconocimiento para
la replicacién, y en consecuencia responsables del inicio y control de la replicacién en cada
ciclo celular, lo que llevar a exponer enzimas Utiles como diana en el desarrollo de farmacos

con fines diagndsticos y terapéuticos.

La participacién de ORC en otros procesos celulares no replicativos, explica su papel regulador
fundamental no solo en el ciclo celular, sino también como coordinador de la sintesis del ADN
y el ciclo celular. En consecuencia, alteraciones en el mismo pueden poner en riesgo la
transmisién exacta e idonea del material genético durante la replicacidn, conduciendo a una
inestabilidad gendmica determinante de enfermedades como el cancer, diabetes...
Enfermedades genéticas como el sindrome de Meier-Gorlin son resultado de mutaciones en
ORC que provocan una alteracion en su funcidn, o bien sintomas que son provocados por

patdgenos que utilizan el ORC del huésped para su propia replicacion.
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Ciclo celular, origen de reconocimiento, replicacidn, helicasa, funciones no replicativas,

mutacion.



ABSTRACT:

DNA replication during the cell cycle begins with the replication license through the
recognition by the Origin Recognition Complex (ORC) of start sequences within the genome
called origins, to proceed with the assembly of the replication machinery. Prokaryotic
organisms require a single OriC origin, which is a recognized and structured sequence of
unique location. While in the case of eukaryotes, thousands of origins scattered throughout
the chromosome are necessary to ensure replication in a time frame. The lack of knowledge
about these nucleotide sequences raises questions about the primers involved in their
recognition for replication, and consequently responsible for the initiation and control of
replication in each cell cycle, which leads to exposing useful enzymes as a target in

development. of drugs for diagnostic and therapeutic purposes.

The participation of ORC in other non-replicative cellular processes explains it is fundamental
regulatory role not only in the cell cycle, but also as a coordinator of DNA synthesis and the cell
cycle. Consequently, alterations in it can put at risk the exact and suitable transmission of
genetic material during replication, leading to a determining genomic instability of diseases
such as cancer, diabetes... Genetic diseases such as Meier-Gorlin syndrome are the result of
mutations in ORC that cause an alteration in his function, or symptoms that are caused by

pathogens that use the host's ORC for their own replication.

KEYWORDS:

Cell cycle, origin of recognition, replication, helicase, non-replicative functions, mutation.



iNDICE

RESUMIBIN ..ottt et et e e et e sre s e e e seaes 1

Palabras Clave.......cc i e e e e 1

ADTEVIATUIAS. ...ttt st st st et et st bbb s s s ene 4
L. INErOAUCCION ...ttt st sttt et e e ben e 6
B © 1 o1 4 V7o TR 10
T |V =Y oo o] [ =4 - OO 10
4. ReSUltados Y diSCUSION......c.ccueueieietictietietest ettt et st st st st st e e 11
4.1 0rigenes de repliCacion.......cucivevereereeneere ettt e eaans 11
A.1. 1 ORCuuiiiiiiieeeiee ettt sttt es e st et b e 12

4.2 Formacion del complejo replicativo.......ccceveveereereccece e 13
4.3 Proceso de replicacion Celular.......ou i 18
4.4 Funciones no replicativas de ORC.......cccive e cecceeeeene et 20
4.5 Enfermedades relacionadas con ORC.........ccocevrimeineenenesescire e 23

5. CONCIUSIONES....c.utiiiiecieiiet ettt st s st st e st e s 27
6. Bibliografia...ccocoe e e e e st 28



ABREVIATURAS

Cdc10: Cell division control 10.

Cdc45: Cell division cycle 45.

Cdc6: Cell division cycle 6.

CDK: Cyclin-dependent kinase.

Cdt1: Chromatin licensing and DNA replication factor 1.
CMG: Cdc45:MCM2-7:GINS

CKI: Proteinas inhibidoras de quinasas dependientes de ciclinas.
CTD: Dominio C-terminal.

Ctfd: Chromosome Transmission Fidelity 4.

EBNA1: Epsteins-Barr nuclear antigen 1.

FEN1: Flap Structure-Specific Endonuclease 1.

FPM: factor promotor de la maduracion.

G1: Fase GAP 1.

G2: Fase GAP 2.

GINS: Go-Ichi-Ni-San.

GTPasa: Guanosina trifosfatasa.

HP1: Heterochromatin protein 1.

H2i: Helix 2 insert.

S: Fase de sintesis.

M: Fase de mitosis.

MAPK: Cascada de proteinas quinasas activadas por agente mitdgenos.
MCM2-7: Minichromosome maintenance protein 2-7.

NTD: Dominio N-terminal.

OB: Pliegue de unién de oligonucleétidos.

ORC: Complejo de reconocimiento del origen de replicacién.
PCNA: Proliferating cell nuclear antigen.

PS1: Pre-sensor 1 B-hairpin.

RF: Motivo dedo de arginina.

RFC: Replication factor C.

RPA: Replication protein A.
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SIR: Silent information regulation.
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Skp2: Proteina quinasa 2 asociada a la fase S.
Sld (2/3): Synthetically Lethal with Dpb11-1.
SIR: Silent information regulation.

VEB: Virus Epstein-Barr.

WA/WB: Motivo Walker A/B.

ZF: Motivo de unidn a Zinc N-terminal.



1. INTRODUCCION

En la conservacion de especies y el desarrollo celular de organismos de todos los reinos, es
fundamental la duplicacion del ADN (acido desoxirribonucleico) durante el ciclo celular, para la
transmisién fiel de la informacién genética a las dos células hijas resultantes de la divisidon
celular. El ciclo celular tiene como funcidn la formacién completa de una nueva célula,
asegurando que el proceso se realice de forma adecuada y regulada (Lomanto et al., 2003). En
el caso de organismos multicelulares son necesarios multiples secuencias de divisiones
celulares para crear un nuevo individuo, o bien para sustituir las células alteradas o muertas.
Durante el ciclo celular, la célula aumenta su tamafo, sus componentes intracelulares, duplica
su material genético y se divide. Este se organiza en una serie de etapas: una fase de sintesis
(S), una fase de segregacién mitética (M) y dos fases intermedias (G1 y G2). Las fases G1, Sy
G2 corresponden a la interfase, donde la célula crece, duplica su ADN cromosémico y prepara
los organulos para pasar una copia completa del genoma a cada una de las dos células hijas. Y
una vez alcanza la fase M, que se divide en profase, prometafase, metafase, anafase, telofase y
citocinesis (Fig. 1), se completa la segregacidn de los cromosomas y la divisién celular
(citoquinesis), formando las células hijas, preparadas para comenzar su respectivo ciclo celular

(Schafer, 1998).

Durante la fase G1 la célula se prepara para la replicacién del ADN mediante acumulacion del
ATP requerido, aumento de material enzimatico y, otras moléculas y estructuras
citoplasmaticas. La progresidn de la fase G1 esta regulada por un “punto de restriccion”, que la
divide en una fase temprana y una fase tardia, los factores determinantes en este punto son
una combinacidn de factores intrinsecos (tasa de sintesis de proteinas) y factores extrinsecos
como las sefiales mitdgenicas (factores de crecimiento, etc.) (Zetterberg et al., 1995). Los
factores mitdégenos actian por unién a receptores de membrana que activan por fosforilacién
a la proteina G monomeérica Ras, lo que a su vez provoca la cascada de fosforilaciones de las
proteinas MAPK (quinasas activadas por mitégenos) que ocasiona la transcripcion de genes
tales como las ciclinas participes de G1 (Lomanto et al., 2003). Sin embargo, la ausencia de
estos factores intrinsecos y extrinsecos provoca que la célula entre en un estado de reposo
denominado fase GO, entrando en un estado de latencia dentro del ciclo celular que puede

durar dias, semanas o afos, e incluso en ocasiones puede que para nunca volver a dividirse.
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Figura 1. En la fase M, tiene lugar el reparto del material genético duplicado a las células hijas. Durante
la profase se condensan las cromatidas hermanas en el nicleo y comienza a formarse el huso mitético.
En la metafase los cromosomas se disponen unidos al huso mitético en el ecuador de la célula. Para una
vez en la anafase provocar la separacion de las cromatidas hermanas y migrar hacia los polos. Una vez
en telofase, los cromosomas se encuentran en los polos de la célula y adquieren envoltura nuclear.
Finalmente, durante la citocinesis el citoplasma y resto de contenido se ha dividido y por accién del

anillo contractil de actina y miosina se divide la célula en dos (Lomanto et al., 2003).

Dentro de la replicacion del ADN durante la fase S se diferencian tres etapas: iniciacion,
elongacion y terminacién. Durante la fase de iniciacién tiene lugar el proceso de licencia de
origen. En este punto, el complejo de reconocimiento del origen de replicacion, actia como
punto de partida (proteina iniciadora) capaz de reconocer una secuencia de ADN (replicador) e
impulsar la unidn de un complejo de factores proteicos que preparan el molde y maquinaria
para la sintesis de las cadenas hijas. Cada regién cromosdmica de un Unico origen o evento de
iniciacion, es llamada replicén (Ekundayo, Bleicher, 2019). Pese al papel clave de ORC en el
inicio de la replicacidn, se ha demostrado la participacidn en otros procesos dentro del ciclo
celular. La amplia gama de funciones de las proteinas ORC sugiere su papel como centro
integrador de la replicacién del ADN y el ciclo celular, ademas de otras funciones separables de

la replicacién, como es el desarrollo dendritico o el silenciamiento de la transcripcion.

Una vez completada la fase de iniciacidn, las helicasas catalizan el desenrrollamiento del ADN a
medida que avanzan las horquillas de replicacién en las cadenas de ADN monocatenario de

manera bidireccional a lo largo de todo el genoma. Dando paso a la enzima ADN polimerasa



gue polimeriza la nueva cadena de ADN por adicidon de nucledtidos sobre los moldes. Una vez
generadas las dos cadenas de ADN, se finaliza con la fase de terminacidn cuando las dos
horquillas se encuentran y se induce la ubiquitinizacién para la extraccion de la maquinaria de
replicacién, quedando las dobles cadenas de ADN unidas por el centrémero para la mitosis.
Finalmente, en la fase G2, la célula se prepara para la mitosis a través de un reparto equitativo
de los organulos para la division de la célula madre en las dos células hijas idénticas, y

condensacién de las cromatidas hermanas en forma de cromosoma.

El ciclo celular en eucariotas se encuentra altamente regulado, principalmente por accién de
quinasas dependientes de ciclina (Ciclyn-Dependent-Kinases, CDKs) que son proteinas quinasas
de serina/treonina que son fosforiladas en sus aminoacidos, donde la ciclina actiia como
unidad reguladora y la quinasa es el elemento catalitico. Estos actuan activamente en
diferentes puntos del ciclo celular, a través de la fosforilacién de una serie de proteinas diana
(Fig. 2) promoviendo la sintesis de ADN y la segregacion de cromosomas. De esta forma
controlan de manera temporal y espacial la coordinacion de los procesos del ciclo celular. En el
caso de que no se cumpla alguna de las condiciones particulares del proceso, se reprime el
sistema de control a través de las proteinas inhibidoras de CDK (CKl), donde se diferencia la
familia INK4 (inhibidoras de CDK4/CDK®6) y la familia CIP/KIP (inhibidoras universal de todos los
complejos CDK1/2/4/6). Los genes que codifican estas proteinas son denominados “genes
supresores de tumores”. Alteraciones genéticas en estas proteinas reguladoras también
pueden conducir a una proliferacion descontrolada de células derivando en cancer. La
cooperacion de las ciclinas, las CDK y las proteinas CKl resulta indispensable para lograr una
progresion correcta y ordenada del ciclo celular (Ding et al., 2020). Se encuentran las ciclinas
mitdticas (Cyclin B y Cyclin A) que unidas a las quinasas CDK1 forman el “Factor Promotor de la
fase M (FPM)” para inducir la entrada de la célula en la fase M a través de la transferencia de
grupos fosfatos del ATP a residuos de serina y treonina, una vez revisado que el material
genético se haya duplicado correctamente, que no tenga errores y el medio extracelular sea

adecuado (Lomanto et al., 2003).

Mientras que el punto de control mas importante se encuentra en el ultimo tercio de la fase
G1, cuando la Ciclina E se une a la quinasa CDK2 e inducen el paso de la célula de |la fase G1 a la
fase S. Cuando estas CDK2 se encuentran en actividad baja, permiten que los complejos pre-RC
puedan ensamblarse (Gasser, 2019). Mientras que cuando los niveles de actividad de CDK2
aumentan a medida que se produce la transicién G1/S se desencadena la fosforilacién de los
sustratos Sld2 y Sld3 para su unién al complejo pre-replicativo y activacion del mismo. Para

superar este punto de control han de cumplirse los requisitos de tamano adecuado de la



célula, disponibilidad de ATP y demandas reproductivas. De esta forma con el control en G1 se
evita una sobreabundancia de origenes cargados, restringiendo cada onda de activacién de

CDK2 en una replicacién por ciclo.

Figura 2. Esquema de las quinasas reguladoras de las distintas etapas del ciclo celular. El grosor de las

barras indica la concentracion relativa de ciclina intracelular (Schafer, 1998).

La replicacion del ADN debe desarrollarse de forma eficiente y altamente coordinada para
evitar la formacion de errores que tengan consecuencias perjudiciales en la supervivencia
celular y viabilidad del organismo. El dafio en el ADN puede resultar de una replicacion
incompleta, errénea o extempordnea que da lugar a mutaciones que resultan causa principal
de enfermedades humanas, o a la formacién de clones de células que proliferan
incontrolablemente como es el caso del cancer (Gaillard y Garcia-Muse, 2015). Para garantizar
una transmision precisa de la informacién genética durante la replicacidn, esta se reduce a una
sola vez por ciclo celular, coordinada con otros eventos como la segregacion cromosdmica y
reparacion de errores del ADN. Por ello ha sido ampliamente estudiado en eucariotas,
bacterias y, mds recientemente, en arqueas (Costa et al., 2013). La compresion de los
mecanismos de replicacién del ADN, y en concreto la concesion de licencias del origen de
replicacion puede suponer un punto de partida en la buisqueda de dianas terapéuticas para el
desarrollo de farmacos, moléculas efectoras o mensajeros secundarios con fines diagndsticos y
terapéuticos. A través del control sobre los eventos previos a la replicaciéon, como supondria el
ORC, se podria alcanzar el objetivo de dominar de manera temporal y espacial e incluso inhibir
la replicacién del ADN cromosdmico en casos de trastornos de inestabilidad gendmica u otras

enfermedades genéticas.



2. OBIETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo es realizar una recopilaciéon de los conocimientos actuales
sobre el Complejo de reconocimiento del origen de la replicacidon. Esta revisidon se centra en la
estructura y papel de ORC como maquinaria que determina el inicio de la replicacion, asi como
su mecanismo de accion durante la replicacion y otros procesos celulares en los que se
encuentre implicado. Evaluar la relacién de ORC con diversas enfermedades humanas, y su
analisis como posible diana terapéutica en el tratamiento de enfermedades, canceres y

alteraciones genéticas.

3. METODOLOGIA.

En la elaboracién de este trabajo, se ha llevado a cabo una extensa revision bibliografica con la
finalidad de resumir y plasmar los estudios existentes sobre ORC dentro de la literatura
cientifica. Al tratarse de un articulo de revision, se basa en la lectura de articulos de diferentes
fuentes primarias, secundarias y terciarias tales como revistas cientificas, bases de datos y
libros de texto. En la busqueda de articulos se usaron bases de datos como Medline, Science
Direct y Pubmed, o revistas especializadas como Nature o Science. Dentro del material
encontrado se hizo una seleccidn mas selectiva de los articulos en funcién de su relevancia y

fecha de publicacidn, centrandome en los mas recientes dentro de lo posible.

En primer lugar, se ha realizado una busqueda de informacién basica sobre el ciclo celular y la
replicacion como contacto inicial para el abordaje de tema de estudio. Para continuar en la
busqueda exhaustiva sobre el tema, usando las palabras clave: complejo de reconocimiento
del origen, ORC, helicasa replicativa, funciones no replicativas y cancer. Asimismo, se han

usado los mismos términos en el buscador “google académico”.
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4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES.
4.1 ORIGENES DE REPLICACION.

Dentro de la divisidon celular, la replicacién del genoma requiere el ensamblaje de diferentes
factores proteicos hasta llevar a la formacién del complejo de pre-replicacién (pre-RC).
Durante la transicion de la fase G1 a la fase de sintesis (S) del ciclo celular, ORC son secuencias
cortas de ADN de varias repeticiones ricas en A-T que actlan como iniciador, uniéndose de
forma dependiente de ATP a sitios especificos del cromosoma, denominados origenes de
replicacion, definiendo el sitio de unidn del resto de factores de replicacidon. Siempre van a
existir mas origenes que los que se activan durante la replicacion, de forma que estos quedan
como origenes inactivos, que actuaran como posibles sustitutos, en casos de estancamiento de

la horquilla de replicacidn.

En la replicaciéon de la levadura Saccharomyces cerevisiae se han descubierto unas regiones
cromosdmicas conservadas que dirigen el reclutamiento del ORC, estas son denominadas
secuencias de replicacién auténomas, de 100-150pb de longitud y ricas en Adenina y Timina.
Estas secuencias se dividen en una serie de regiones esenciales, la mas importante es el
“elemento A”, que consta de 11 pares de bases, y que actia como secuencia consenso, sitio
principal de unidn del iniciador ORC. La regidn B2 es la encargada de desenrollar la doble
cadena de ADN y es el sitio de unidn de la helicasa replicativa. De hecho, investigaciones sobre
el ORC en multiples organismos han mostrado la gran conservacion de sus componentes,

aunque si existen ciertas diferencias en la organizacion y funcién especificas entre especies.

Organismos procariotas, como las bacterias, presentan un Unico origen de replicacidn, llamado
OriC, mientras que, en el caso de los eucariotas debido al gran tamafio gendmico requieren de
decenas, incluso cientos, de miles de diferentes origenes de replicacion a lo largo de la
cromatina. Con el objetivo de asegurar que estos genomas grandes puedan duplicarse dentro
de un marco de tiempo razonable y a través de un Unico ciclo de division celular (Huilin y
Stillman, 2012). Los genomas bacterianos, al tratarse generalmente de un cromosoma circular
pequefio, utilizan un Unico origen de replicacidn, OriC. Se trata de una region de 240 pb con
secuencias ricas en A-T donde tiene lugar la separacion de la doble hebra de ADN por accién
de la helicasa, denominada DnaB. Ademas, consta de varias copias de una secuencia consenso
de 9 pb donde se une la proteina dnaA (formando las cajas de dnaA), que son responsables de
mantener el ADN desenrollado y de la carga de DnaB en las hebras simples. Estos dominios

funcionales tienen una gran similitud con el ORC de eucariotas.

11



4.1.1 ORC.

El ORC eucariota es un complejo heterohexamerico de naturaleza proteica en forma de media
luna con una hendidura central dispuesta para la insercién de la doble cadena de ADN y con
multiples contactos para los factores de iniciacién, cuyo ensamblaje y estabilidad depende de
la presencia de ATP. Sus subunidades Orc1-6 presentan un orden:
Orc1->0rc4—>0rc5->0rc3->0rc2, dispuestas alrededor del anillo central. Todas las
subunidades Orc 1-5 presentan una estructura comun, con dominio AAA+ (Proteina ATPasa
asociada a diversas funciones celulares) en el extremo N-terminal y el extremo C-terminal, en
forma de hélice alada (WH) involucrado en la unién del ADN (Fig. 3). Esta actividad ATPasa se
inhibe una vez se une a los origenes de replicacidn y, posteriormente, es reactivada por el ADN
monocatenario (Stillman, 2005). Por su parte, la subunidad Orc6 se dispone fuera del anillo,
ocupando en el hueco entre Orc2 y Orc3. Cada unidad de Orc consta de dos dominios de unidn
a ATP, Walker Ay Walker B, que contribuyen a que el complejo rodee el ADN de doble cadena
en forma de anillo. Estos dominios estan situados hacia el extremo carboxilo en el caso de
Orcly Orc2, y hacia el extremo amino en Orc3, Orc4 y Orc5. Contribuyendo a la actividad
ATPasa se encuentran el Sensor-1y Sensor-2 que detectan si el ATP o ADP esta unido. De todas
las subunidades, Orcles la principal responsable de la actividad ATPasa del complejo, hasta
que es fosforilada en la fase S al ser marcada con ubiquitina por la ligasa Skp2, lo que provoca

su degradacion.

. AAA+ . o WH
ot ([ L] oRoms o
WA WB S1 s2
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o @ 1 11 1 oncoss R
WA WB S1  S2
Figura 3. Comparacion de las subunidades Orc1-5, cada una de ellas contiene un dominio AAA+ dentro
del dominio ORC/ Cdc6 (naranja). Dentro del mismo se encuentra Walker A (WA), Walker B (WB),
Sensor-1 (S1) y Sensor-2 (S2). Seguido del dominio de hélice alada (WH) perteneciente al extremo
carboxilo terminal. En el caso de Orcl contiene un dominio adicional BAH (rosa) que participa en el
silenciamiento de la transcripcién. El nimero de la derecha indica la cantidad de aminoacidos de cada

subunidad. (Duncker y Chesnokov, 2009).
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Hay que sefalar que Orc6 no tiene ninguna similitud estructural con el resto de subunidades
Orc, pero si presenta una semejanza estructural con el factor de transcripcién TFIIB (Liu et al.,
2011). Orc6 se une a Orcl-5 en la fase G1/M y se disocia de ellos durante la fase S. Dentro de
Orcb6 se ha encontrado una mutacidn de su a hélice en el C-terminal causante del sindrome de
Meier-Gorlin, enfermedad que causa enanismo primordial en humanos y que es descrita en

este trabajo posteriormente (Bicknell et al., 2011).

Existe una relacidn clara entre ORC y el tiempo de replicacion, en el caso del ORC de
Sacharomyces cerevisiae se puede dividir, en funcidn del tiempo de replicacién, en sitios de
replicacion temprana y sitios de replicacion tardia (Popova et al., 2018). Lo que puede
relacionarse con la constante de disociacién de ORC, los sitios de replicacidon tardia presentan
una constante de disociacién baja, mientras que una constante de disociacién alta
corresponde a los sitios de replicacion temprana. La preferencia de ORC por cadenas de
cromatina abierta y de mayor niumero en sitios de unién explica la relacion entre la replicaciéon
tempranay las regiones de eucromatina, en comparacién con las regiones de heterocromatina

donde la replicacion suele ser tardia.

4.2 FORMACION DEL COMPLEJO REPLICATIVO.

Continuando con la formacidn del complejo pre-replicativo (pre-RC), durante la fase M del
ciclo celular, se procede a la unién dependiente de ATP de un factor adicional, denominado
Cdc6, este factor se une al ORC unido a cromatina lo que provoca una reorientacién en el
dominio N-terminal de Orcl. Ademas, esta unidn aumenta la especificidad de la interaccion
entre ORCy el origen de replicacion. Cdc6 estd compuesto de 4 proteinas de unién a ATP
(transportadores ABC), las cuales, presentan una estrecha homologia con las subunidades
AAA+ de Orcl. Esta unidn tiene lugar a través de una interaccién directa con Orc1, donde el C-
terminal de Cdc6 se disponte entre las subunidades Orcl y Orc2 (Fig. 4). La presencia de Cdc6 y
ATP, provoca que la forma de media luna se transforme en un anillo cerrado con una gran

cavidad central (Sun et al., 2012)
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Figura 4. Esquema de la disposicidn de Cdc6 unido a ORC, donde se puede observar como llena el

espacio entre las subunidades Orcl y Orc2. (Sun et al., 2017)

La funcion de ORC/Cdc6 es cargar el complejo de mantenimiento de minicromosomas 2-7
(MCM2-7) que constituye el nucleo de la helicasa replicativa y, el cual, se encuentra unido, a su
vez, a la proteina de transcripcion 1 (Cdtl) dependiente de Cdc10, formando el complejo
OCCM (Fig. 5). La hidrdlisis del ATP por accién de Cdc6 promueve la unién de Cdtl al origen
por medio de una interaccidn con Orc6, lo que promueve la carga de la helicasa MCM2-7 en la
cromatina. Este Cdt1, por unién al extremo N-terminal de las subunidades Mcm2, Mcm4 y
Mcm6, contribuye a la remodelacion del complejo MCM2-7, este contacto permite ensanchar
la puerta Mcm2/5 para su unién a la cromatina y el cierre posterior del anillo. El heptamero
Cdt1-MCM2-7 esta unido de forma que el extremo C-terminal de las subunidades MCM2-7 se
asocia al dominio WH de ORC, dejando accesible el extremo N-terminal. Este MCM2-7 forma
sitios de union de ATP en las interfaces de sus subunidades para utilizar la energia de la
hidrélisis de ATP en la fusién del ADN bicatenario y conducir las hebras monocaterias a través
del canal central del anillo Mcm2-7 (Kumar y Remus, 2016). ORC también es encargado de

inducir la flexién del ADN para su entrada por la puerta Mcm2/5.

Figura 5. Mecanismo de carga de Cdt1-MCM2-7 en el ADN de doble cadena. Se muestra un nivel inferior

compuesto de Cdt1-MCM2-7 y un nivel superior con ORC-Cdc6 (Sun et al., 2017).
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Dentro de cada subunidad Mcm se disponen una ATPasa central flanqueada por un dominio N-
terminal y un dominio C-terminal, conocidos como “NTD” y “CTD”, respectivamente (Fig.4). El
conjunto presenta una disposicion en espiral con un espacio en la interfaz Mcm2/Mcm5, en la
cual se inserta el ADN de doble cadena, quedando el anillo parcialmente cerrado alrededor del
mismo. Dentro del dominio NTD existen tres subdominios conservados, en el que se distinguen
las regiones NTD-A, -B y —C (Figura 6) (Li et al., 2015). El dominio NTD-A forma un paquete en
forma de hélice helicoidal similar a las proteinas de unién al ADN. En el caso del subdominio
NTD-B, a través de sus dedos de Zinc, es responsable de la estabilidad del hexdmero MCM2-7.
El tercer dominio NTD-C presenta un pliegue de union a oligonucleétidos (OB) que participa, a
través de interacciones hidrofébicas, en los contactos con el ADN, asi como en la
oligomerizacion de MCM2-7 en la estructura hexamérica, terminando en la horquilla N-
terminal (NtHp). El dominio C-terminal (CTD) supone el motor de la helicasa, donde se
diferencia la region WA, los bucles de la horquilla B (H2i), la region WB, el presensor 1 de unién
al ADN (PS1) y un dedo de arginina (RF). Ambos dominios pueden incluir extensiones para
multiples uniones a diversas proteinas que participan en la replicacion. La interaccién de
MCM2-7 con el ADN tiene lugar a través de la insercién de la horquilla B que facilita el

contacto de la proteina ATPasa con el ADN para su actividad posterior.

N-terminal domain (NTD) C-terminal domain (CTD)
extension conserved core conserved core extension
e § i ik -
i e, ATPase | | 'l | WHD
ZF NtHp WA H2ZIWB PS1 RF

Figura 6. Estructura de los dominios de la proteina Mcm, en cuyo extremo N-terminal se encuentran los
dominios NTD —A, -B y —C donde se encuentran el pliegue de unién de oligonucleétidos (OB), la horquilla
de Zinc (ZF) y la horquilla N-terminal. Seguido del extremo C-terminal que constituye el motor de la
helicasa con el dominio de union Walker A (WA) a ATP, Walker B (WB) y el dedo de argininina (RF). Entre
las interfaces de los dominios Walker se encuentran el presensor 1 de unién al ADN (PS1) y los bucles de

insercion de la horquilla B en la hélice (H2i). (Riera et al.,2017)

Aungue MCM2-7 constituye el nucleo de la helicasa, por si solo no es capaz de cumplir su
funcidn, y a través de su unién con diferentes factores forma los complejos OCCM - OCM -
DH - CMG que acaban formando el replisoma. La salida de Cdc6 y Cdtl de OCCM, impulsada
por la hidrdlisis de ATP, se asocia con el cierre del primer anillo MCM2-7 (Ticau et al., 2017). La

unién de un nuevo Cdc6 al complejo ORC-MCM2-7 supone un intermedio transitorio (complejo

15



OCM) para el reclutamiento del segundo heptdmero Cdt1-MCM2-7, también impulsado por la
hidrélisis de ATP. En el OCCM el ADN de doble cadena ya esta dentro del canal central de
MCM2-7, aunque esta entrada queda todavia parcialmente abierta entre Mcm2 y Mcmb5. La
liberaciéon del segundo Cdc6 seguida de ORC provoca el cierre del segundo anillo MCM2-7
alrededor del ADN, dando como resultado un complejo estable (Complejo de pre-replicacion o
MCM2-7 DH). Cdc6 funciona como un factor de control de calidad, cuya actividad ATPasa
asegura que los complejos MCM2-7 defectuosos o incompletos sean eliminados de los

origenes de replicacion (Kang y Warner, 2014).

El complejo MCM2-7 DH carece de capacidad de hidrolizar el ATP y de desenrollar el ADN, pero
si tiene la capacidad de deslizarse por la cadena de ADN hasta sitios que no contienen el origen
de replicacion. Esto es debido a que la puerta Mcm2/5 se encuentra bloqueada hasta su
activacion durante la transicion G1/S (Riera et al., 2017). Una vez situados, los hexameros
MCM sufren una inclinacion visible o giro entre los dominios NTD y CTD mediados por sus
dedos de Zinc (ZF), para que estos puedan interaccionar cara a cara y formar el hexamero
doble. La carga de multiples DH en muchos origenes de replicacién es una forma de almacenar
grandes cantidades de la helicasa replicativa inactiva antes de que tenga lugar la sintesis de

ADN (Alver et al., 2014).

Estos hexdameros MCM2-7 DH constituyen el nucleo de la helicasa en estado inactivo, no es
hasta la fase S del ciclo celular, cuando se desencadena un aumento de los niveles de la
proteina quinasa DDK dependiente de Dbf4 y de la quinasa dependiente de cicilina (CDK). De
esta forma el doble hexdmero MCM?2-7 actia como plataforma objetivo de DDK para fosforilar
las subunidades Mcm2, Mcm4 y Mcm6 permitiendo la unién lateral de cada hexamero MCM2-
7 con una copia del ciclo de divisidn celular (Cdc45) y el complejo tetramérico go-ichi-ni-sa
(GINS) para formar dos organizaciones de once proteinas denominadas CMG (Fig.7) que
constituyen la forma activa de la helicasa. La DDK se forma por unidn de la quinasa Cdc7 con el
cofactor Dbf4, bloqueando la actividad autoinhibidora de Cdc7. La accidon reguladora de la
quinasa dependiente de ciclina, no solo es importante en la licencia de origen de replicacién y
en la activacidn del complejo DH, también resulta fundamental para evitar el inicio de un
nuevo ciclo de replicacidn tras la sintesis del ADN, a través de la fosforilacidn de las
subunidades ORC, CDC6 y Cdtl. Conduciendo a la degradacién o exclusidn de estos, evitando
la concesidn de nuevas licencias de replicacion. Cdt1l también es regulado por la proteina

Geminin (GMNN) que actua impidiendo la union de Cdt1 con MCM2-7.
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Figura 7. Cambios estructurales desde el complejo OCCM donde tiene lugar la unién del primer MCM2-
7, seguido de la asociacidon del segundo MCM2-7 cara a cara para formar el complejo DH inactivo. Por

ultimo, la activacion del mismo a través el tetrdmero GINS y Cdc45. (Riera y Barbon, 2017)

A medida que las células avanzan en la fase S, para completar la formacidn del complejo CMG,
se ensamblan el resto de factores de activacion, tales como la Proteina A de replicacién (RPA),
la subunidad MCM10 para la separacion de las dos helicasas de CMG, la Polimerasa o. 0
primasa, la Polimerasa épsilon (Pol €) que actla sobre la hebra principal, la Polimerasa delta
(Pol &) responsable de la hebra rezagada y el factor CTF4. Pol-g es un complejo de cuatro
proteinas compuesto por una subunidad catalitica Pol2, que se asocia al extremo C-terminal de
CMG través del trimero CTF4 y cuyas subunidades se encuentran entrecruzadas con Mcm?2,
Mcm5 y Mcm6 (Sun et al., 2017). En esta nueva agrupacion, tiene lugar una reordenacién del
extremo NTD de la mitad de los anillos Mcm (3,5 y 2), los cuales, se giran hacia la izquierda y
las restantes hacia la derecha, lo que reconfiguraria el canal central de la helicasa (Riera et al.,

2017).

El reclutamiento de estos factores también estd regulado por accién de la quinasa CDK,
mediante la fosforilacién de la subunidad Mcm2, provoca la apertura del anillo CMG y debilita
la union Mcm?2/5 para facilitar el paso de la doble cadena de ADN. La fosforilacion
dependiente de DDK de MCM2-7 es importante para facilitar el reclutamiento de los factores
Sld3 y SId2, que forman el complejo DPB11 necesario para estabilizar la unién de Cdc45 a
MCM2-7 (Masai et al., 2006). El complejo CMG presenta dos conférmeros distintos segun la
organizacidn de sus subunidades, mediante la transicidon de un estado inactivo a un estado
relajado/activo a partir de la interaccion de los dominios NTD con los factores GINS y Cdc45,
acoplado al reordenamiento traslacional y rotacional de las subunidades Mcm6 y Mcm4 del

anillo resultado de la alteraciéon de la puerta Mcm2/5.
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En cada origen, se cargan uno o mas MCM2-7, pero solo una minoria se transforma en CMG
activos durante la fase S; quedando los restantes como “origenes latentes”, que se activan solo

si una bifurcacidn de replicacion proximal se convierte en terminal.

4.3 PROCESO DE REPLICACION CELULAR.

Tanto Cdc45 como el complejo GINS son coactivadores de la helicasa, cuya unidon completa su
activacion. De forma que el movimiento de CMG a través de su extremo N-terminal a lo largo
de la doble cadena de ADN en sentido 3°-5’provoca la separacién de las cadenas utilizando la
energia de hidrodlisis de ATP procedente de las interfaces Mcm3/5 y Mcm5/2. De esta forma
sufre un cambio conformacional en el que cada complejo CMG rodea una hebra de ADN
monocatenario, excluyendo la plantilla de la hebra retrasada fuera de la estructura. Son los
dominios WH de Mcm5 y Mcm®6, mediante reordenamiento, los responsables de la
constriccién del poro donde se encuentra el ADN de doble cadena hasta quedar en un tamano
tan pequeiio donde es imposible albergarlo. En la replicacién de las cadenas monocatenarias,
las ADN polimerasas catalizan en sentido 3'-5' el enlace fosfodiéster entre el grupo hidroxilo 3'

de la hebray el grupo fosfato 5' del nuevo nucleétido.

Una vez excluida estéricamente la cadena rezagada hacia la superficie externa de MCM, es
rodeada de la proteina de replicacidn A (RPA) y lista para que la Pol a pueda colocar el cebado.
El complejo polimerasa primasa a se une a través del factor Ctf4 que actia como puente,
unido al extremo N-terminal de GINS. Este complejo con actividad ARN primasa y ADN
polimerasa completa la sintesis de 7-10 nucleétidos de ARN seguidos de 10-12 nucledtidos de
ADN antes de que ocurra el cambio de polimerasas (Kumar, 2016) (Fig. 8). En el caso de la
hebra principal, esta pasa a través de un canal cargado positivamente donde establece
interaccion con el bucle H2i de Mcm2/3/5/6 para proceder a la accion de Pol-g a través de su
dominio N-terminal en sentido 3°-5". Tras esto la puerta de entrada de ADN en Mcm2/5 es
bloqueada por GINS y Cdc45, quedando totalmente cerrada. La estructura antiparalela del
ADN de doble cadena, provoca que una de las hebras se sintetice en la misma direccién que la
horquilla, siendo el caso de la hebra principal. Mientras que la hebra rezagada crece en
direccion contraria a la horquilla en fragmentos cortos que posteriormente se procesan y se

ligan.
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Figura 8. Arquitectura del replisoma con posibles rutas de las cadenas de ADN, donde la hebra principal
recorre el interior del complejo con interacciones con las subunidades Mcm, mientras que los enlaces de

la hebra retrasada tienen lugar en la superficie N-terminal (Hedglin y Benkovic, 2017).

La replicacidon de la hebra rezagada consta de varias fases: cebado inicial por accion de ADN
primasa, alargamiento en sentido 53 "del cebador ARN por la Pol a, cambio de Pol a a Pol §,
alargamiento del fragmento de Okazaki (100-200 nucledtidos) por Pol 6 y maduracidn a través
de Pol §, FEN1 y ADN ligasa. La presencia de la Pol 6 tras la actividad de la Pol a se debe a su
limitada progresidon en plantillas largas y su carente actividad exonucleasa 3’5’ para corregir
los errores, por lo que resulta fundamental la participacién exonucleasa de Pol 6 en la
correccion. Una vez completada la actividad Pola es inhibida por medio de su disociacion a
partir del factor RPA en un proceso dependiente de ATP, para proceder al ensamblaje del
antigeno nuclear celular en proliferacién (PCNA) en el extremo del cebador. Su asociacién en la
unién cebador-fragmento de Okazaki es catalizada por las enzimas del factor de replicacién C
(RFC) a partir de la energia de hidrdlisis del ATP. Se carga un anillo de PCNA en cada fragmento
de Okazaki de la hebra rezagada, mientras que se utiliza un Unico anillo PCNA en la hebra
principal (Hedglin y Benkovic, 2017). La interaccién de PCNA y Pol 6 forma una abrazadera
deslizante con una cavidad central lo suficientemente grande como para albergar el ADN
bicatenario de nueva sintesis, esto continlia 1-2 nucledtidos adicionales en el extremo 5° con el
fin de eliminar los cebadores iniciales a través de la actividad 3’ 5’ exonucleasa del complejo
FEN1y Pol & (Burgers, 2009). Una vez degradado todo el ARN, la ADN ligasa es responsable de
la union ADN-ADN. Dentro del segmento de 20 nucledtidos sintetizados suponen zona critica
de posible mutacién, resultando imprescindible la accién de la Pol § en la correccion de los

errores que tengan lugar en la misma.
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En el caso de la hebra principal la sintesis en forma continua es mediada Unicamente por
accion de Pol-¢. La replicacién de cada hebra continda de forma independiente hasta que las
horquillas se acercan demasiado entre si hasta su encuentro donde no se produce un
estancamiento de horquillas, sino que los complejos CMG se desvian entre si liberandose del
ADN a través de un mecanismo de poliubiquitinacion de la subunidad Mcm7 (Kang et al.,

2018), y tiene lugar la fusién de las hebras de ambas cadenas (Fig. 9).
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Figura 9. Modelo terminacidn de la replicacidn en eucariotas. El acercamiento entre las bifurcaciones
produce la fusién de las cadenas complementarias y desviacion de los complejos CMG, que contintan

translocandose hasta alcanzar un fragmento de Okazaki y su procesamiento (Dewar, 2017).

4.4 FUNCIONES NO REPLICATIVAS DE ORC.

El papel de ORC, no solo implica funciones replicativas, a pesar de ser la funcién mas
estudiada, también se ha demostrado su participacion en la inhibicidn de la transcripcion y
formacion de heterocromatina, condensacién cromosdmica, desarrollo neuronal... De esta
forma se explica el papel de estas proteinas, no solo en la sintesis del ADN, sino también como

centro de coordinacidn del ciclo celular y de la sintesis del ADN.

Una vez completada la replicacion del ADN en la fase S, las subunidades Orc1-4 se localizan en
los centrosomas, donde se ha mostrado que la ausencia de Orcl provoca defectos en la
division del centrosoma, provocando una replicacidén excesiva de los centriolos. Los centriolos
tienen la capacidad de dividirse de forma dependiente a la quinasa del complejo Ciclina A/
CDK2 y Ciclina E/ CDK2. En este caso, es la region N-terminal de la subunidad Orcl1,
denominada dominio CID (dominio inhibidor de CDK), la que actiia como reguladora de la
division del centrosoma durante la fase G1 mediante union e inhibicidn a los complejos
ciclinas, de esta forma, se impide un segundo ciclo de duplicacién del centrosoma limitandolo

a una sola ronda por ciclo celular (Popova et al., 2018).
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Durante la metafase, las cromatidas hermanas resultantes se unen entre si mediante el
complejo de cohesina hasta alcanzar la anafase, cuando se separan y migran hacia los polos de
la célula. La cohesina forma un anillo de multiples subunidades encargado de rodear a las
cromatidas hermanas. La implicaciéon de ORC se ha descubierto a través de dos mecanismos
diferentes en levaduras y eucariotas superiores. Estudios en la levadura Schizosaccharomyces
pombe describen el papel de la subunidad Orc5 en el reclutamiento de los componentes de la
cohesina en las regiones centroméricas de los cromosomas (Popova et al., 2018). Este
reclutamiento coincide con la formacién del complejo de replicacidn en la fase G1 del ciclo
celular, pero solo tiene lugar en condiciones en las que la carga de la helicasa se encuentra
inhibida, lo que explicaria la implicacion independiente del correspondiente ORC en la
captacién de la cohesina con su actividad en la replicaciéon del ADN. Mientras que, en el caso
de Saccharomyce cerevisiae, ORC actua de manera independiente a la cohesina, ya que aln en
presencia de esta, la ausencia de Orc2 provoca una inhibicién de la unién de las cromatidas, o
incluso la existencia de mutaciones en la cohesina no alteran la cohesién de las cromatidas
hermanas debido a la participacidn de las secuencias de ORC en el genoma. No obstante,
todavia es necesario realizar mds estudios para conocer si ORC media directamente o si se

requiere de la actuacién de factores adicionales.

Dentro de la regulacion de la division celular, el papel de ORC tiene lugar a través de la
interaccion del extremo N —terminal de Orc6 y la proteina septina. Esta proteina contiene una
region GTPasa y es capaz de formar complejos heteroméricos muy estructurados, su funcion es
actuar como andamios en el reclutamiento y organizacién de proteinas de los dominios
membranales hasta provocar un estrangulamiento en la célula en divisién, que actia como
barrera de difusion y en el reclutamiento de los factores implicados en la morfogénesis. La
subunidad Orc6 es responsable de estimular la actividad GTPasa de la septina y provocar la
desconexidn de los filamentos formados para la separacidn definitiva de ambas células

(Scholefield y Veening, 2011).
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Figura 10. Esquema de las distintas funciones de ORC a lo largo del ciclo celular. Durante la fase S es el
encargado de iniciar la replicacion del ADN (i) y regular la duplicacién del centrosoma (ii). Una vez en
metafase, facilita la cohesidn de las cromatidas hermanas de forma dependiente a la cohesina (iii) o

independiente a esta (iv). Para finalizar con su implicacidn en la telofase, participa en la citocinesis de la
célula por interaccion con la proteina septina (v). Ademas del papel de ORC en la segregacion

cromosdmica durante la mitosis. (Scholefield y Veening, 2011)

En cuanto a la segregacién cromosdémica, se ha sugerido la participacion de ORC en el
establecimiento de las proteinas de silenciamiento de transcripcion. Debido al nivel de
empaquetamiento de la cromatina, resulta fundamental la actuacién de las proteinas
modificadoras de histonas para permitir el acceso de los factores de transcripcién génica.
Existen multiples tipos de modificadores de histonas, en este caso, se hace referenciaa HMR y
HML, las cuales son dianas del factor SIR (Silent Information Regulator) responsable del
silenciamiento e inhibicién de la transcripcidon en Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, para
esta union resulta indispensable la presencia de la subunidad Orc1 unida a través del extremo
N-terminal, encargada de reclutar al factor de heterocromatina SIR, el cual es el responsable
del reconocimiento para la unidn de las proteinas HMR y HML. Esta funcidn se ha conservado a
nivel eucariota, la localizacién de ORC en células eucariotas superiores, como Drosophila

melanogaster y Xenopus laevis. En este caso la interaccidn tiene lugar a nivel cromosdmico
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entre la subunidad Orcl, por su dominio N-terminal, con las proteinas unidas a
heterocromatina (HP1) localizada en los centromeros. A través de esta interaccion se facilita el
reclutamiento de HP1, el ensamblaje del complejo ORC/HP1 a la cromatinay, por ende, el
papel de HP1 en el establecimiento y compactacién de la cromatina. La ausencia de ORC
durante la mitosis da como resultado una alteracion de la localizacidon de HP1 y en
consecuencia la formacién de cromosomas irregularmente condensados (Rasanth et al., 2010).
Esta coevolucién de las funciones de ORC pueden deberse a la necesidad de replicar diferentes

zonas del cromosoma eucariota en distintos momentos de la fase S.

A nivel neuronal, la disposicién de varias de las subunidades ORC en el citoplasma de las
neuronas supone un nuevo enfoque. Se encuentran niveles altos de las subunidades centrales
Orc2-5, mientras que la subunidad Orc6 estad en una concentracién moderada vy, lo mas
caracteristico, es la ausencia de Orcl en tejidos cerebrales adultos, como la corteza,
hipocampo y cerebelo. La localizacidn de la proteina Orc3 en las dendritas y la unién de las
subunidades ORC con las membranas neuronales de los cerebros postnatales sugieren que
puede estar involucrada en el desarrollo dendritico (Huang y Zang, 2005). Mediante su
actividad ATPasa actua regulando la formacién de las ramas dendriticas y de las neuronas, de
forma similar a su papel en la replicacién, donde su funcién principal es traducir cada de
activacion de la quinasa CDK en una nueva copia del genoma. A nivel neuronal se podria
especular la presencia de ondas similares a CDK responsables de desencadenar la actividad de

ORC y regular la formacién de las ramas y columnas dendriticas.

4.5 ENFERMEDADES RELACIONADAS CON ORC.

La complejidad del proceso de replicacién del ADN, tanto en sus multiples etapas, como en la
gran variedad de factores proteicos que participan, provoca que posibles alteraciones en
alguna de las proteinas de replicacidon puedan resultar en defectos en la licencia del origen, en
la activacidn de la replicacion o en alguna de las funciones no replicativas mencionadas

anteriormente, originando enfermedades genéticas de distinta sintomatologia.

El sindrome de Meier-Gorlin (MGS) es conocido como sindrome de microtia y estatura baja,
fue descrito por primera vez en 1959 por Meier y su equipo, y el segundo caso descubierto fue
en 1975 por Gorlin. Es un trastorno de enanismo primordial autosdmico recesivo poco comun
caracterizado por microtia (orejas pequefias), aplasia/hipoaplasia de rétula y estatura baja,
siendo estas tres caracteristicas clinicas consideradas la triada central en el MGS. Ademas de la

triada clinica, los pacientes suelen presentar rasgos faciales caracteristicos como labios
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carnosos, microstomia, retrognatia y micrognatia (de Munnik et al., 2015). La primera hipétesis
se relaciond con una alteracién en los genes que dirigen el desarrollo dseo, pero no ha sido
hasta 2011 cuando se han identificado como causa principal las mutaciones en diversos

factores del complejo de pre-replicacion, tales como Orc1, Orc4, Orc6, Cdtl y Cdc6.

Centrandonos en las mutaciones de Orcl y Orc4 como las causantes de los defectos de
crecimiento mds graves. En cuanto a la mutacién en la subunidad Orc1 provoca una reduccion
de la afinidad con la cromatina, disminucidn en el ensamblaje de pre-RCy, en consecuencia,
una activacion deficiente de los origenes de replicacién y una progresién mas lenta de la fase S
del ciclo celular. Las mutaciones de cambio de sentido E127G y R105Q tienen lugar dentro del
dominio BAH (Dominio de homologia adyacente al bromo) del extremo N-terminal de Orc1,
gue provocan una interrupcién en la interaccidn con la proteina H4L20me (Histona H4 di-
metilada), la cual resulta indispensable para el ensamblaje de ORC y la progresion del ciclo

celular (Fig. 10).

Un segundo mecanismo de alteracion del crecimiento celular, tiene lugar a través de la
mutacion R105Q que también puede ocurrir en el dominio CID (dominio inhibidor de CDK) de
Orcl, de esta forma, se anula el efecto inhibidor de Orc1 sobre la ciclina quinasa E-CDK2
implicada en la segregacidn de los cromosomas y, en consecuencia, provoca una reduplicacién

de los centrosomas y una proliferacion celular mas lenta (Shen, 2013).

CID
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DNA Centrioles
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Figura 11. Esquema de las mutaciones de cambio de sentido E127G y R105Q que tienen lugar en el
dominio BAH y dominio CID de Orcl. La desregulacion de Orcl por ambas vias resulta en un crecimiento

reducido caracteristico de MGS (Shen, 2013).
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Mientras que en el caso de la subunidad Orc4, la mutacidn que ocurre es también de cambio
de sentido tipo Y174C, dentro del dominio AAA+ fundamental en el proceso de replicacion. De
esta forma se deteriora la funcién del complejo pre-RC, disminuyendo la proliferacién celular
y, por tanto, el crecimiento en general (Shen, 2013). Actualmente, existen muchos aspectos de
este trastorno que se desconocen, por lo que es necesario un mayor estudio del papel de los
defectos genéticos asociados al complejo de pre-replicacién para alcanzar un diagndstico
molecular en un mayor porcentaje de pacientes y a la hora de determinar el riesgo de

recurrencia.

El virus Epstein-Barr (VEB) perteneciente a la familia de herpes virus, cuya transmision tiene
lugar a través de gotas salivales, infecta a un 90% de la poblacidn mundial y es capaz de
permanecer en estado latente durante un periodo indefinido. Durante su replicacién en células
infectadas, la uniéon de la proteina EBNA1 (antigeno nuclear 1 de Epstein-Barr) con su origen de
replicacién oiP, requiere de la subunidad Orc2 de células humanas, captada por EBNA1, con el
objetivo de secuestrar toda la maquinaria de replicacion del huésped. El reclutamiento de Orc2
esta mediado por las regiones LR1 y LR2 (secuencias ricas en arginina y glicina) del dominio N-
terminal de EBNAL. Lo que puede suponer un nuevo enfoque en la busqueda de un
tratamiento para erradicar la latencia de VEB. Un mecanismo similar ha sido hallado en el caso
del virus de herpes asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV), que es capaz de infectar a células
tumorales y permanecer en ellas en estado latente. En este caso, el herpesvirus KSHV utiliza
una secuencia TR (secuencia de repeticidon terminal) como su propio origen y la proteina LANA
(antigeno nuclear asociado a la latencia) en el reclutamiento de ORC Yy, con ello, de la

magquinaria de replicacién del huésped, como ocurre en VEB (Shen, 2013).

Dentro de las mutaciones internas o por patégenos que puede sufrir el cuerpo humano, entre
las mds graves se encuentran aquellas producidas en ORC. Como complejo fundamental en la
replicacion, hay que garantizar la copia exacta e ideal del material genético en las células hijas.
Mutaciones o alteraciones en este punto pueden dar lugar a sindromes de inestabilidad
gendmica, como el cancer, diabetes... A pesar de que existen puntos de control del ciclo de
replicacion para detectar los posibles errores que puedan tener lugar y detener el proceso,
para repararlos o marcar a la célula para la muerte celular programada, puede ocurrir que
algun error no sea detectado pudiendo provocar inestabilidad en el genoma. En el caso de los

eucariotas, al carecer de secuencias de origen de replicacion especificas en el ADN, como
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ocurre en las bacterias, resulta muy dificil buscar un agente inhibidor enfocado hacia los
origenes de replicacion. La identificacion de moléculas vulnerables en la licencia de origen
supone un objetivo claro de farmacos con fines de diagndstico o terapéuticos para la detecciéon

y regulacidon de los errores de la replicacidn.

A la hora de buscar soluciones para células que portan uno o varios genes defectuosos, la

opcién de inhibir la replicacidon para evitar la multiplicacién de estas células, considerando el
primer punto objetivo en la seleccidn del origen por ORC. De forma que, alterando la
concesién de la licencia de origen, se consigue perturbar el inicio de la replicacién y alcanzar la

muerte de la célula.
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5. CONCLUSIONES.

= La licencia de replicacion implica el reconocimiento oportuno y fusién de ORC en los
origenes cromosdmicos para proceder al ensamblaje y formacion de las helicasas
replicativas.

= El papel de ORC no se limita Unicamente a la replicacidon del ADN, lo que implica su
participacién en diversos procesos celulares. Algunos relacionados con la divisidn
celular, lo que explica su funcién en la regulacién y coordinacidn de todos los procesos
necesarios para la division celular, y asi mismo en el propio ciclo celular.

= La determinacidon de las mutaciones en enfermedades asociadas a ORC, conlleva a
cuestionarse como enfoque terapéutico el reemplazo de los genes mutados por medio
de la terapia génica. En el caso de enfermedades mediadas por patégenos que utilizan
la maquinaria de replicacidon celular del hospedador, habria que cuestionarse utilizar
estas caracteristicas Unicas de los patdgenos en la eliminacién de su latencia.

= Examinar el concepto de inhibicion de ORC como ruta para prevenir o impedir la
replicacién del ADN cromosdmico, a través del desarrollo de fdrmacos de base
estructural a ORC, lo que quizas podria ser util a la hora de impedir el inicio de la
replicacion. A partir de la tecnologia de clonacidn de proteinas se podria dilucidar la
estructura en la investigacion de agentes terapéuticos de afinidad con el objetivo de
reprogramar las licencias de replicacion en casos de inestabilidad gendmica, e incluso

el cancer.
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