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Caracterizacion funcional de la proteina epididimaria DE
(CRISP-1) a través de modelos in vitro y generacion de animales
“knock out”

La proteina epididimaria de rata DE es el primer miembro descripto de la familia de
proteinas ricas en cisteinas (CRISP) y, por ende, también conocida como CRISP-1. DE se
asocia a la region dorsal de la cabeza del espermatozoide durante la maduracion
epididimaria, migra al segmento ecuatorial bajo condiciones capacitantes, y participa en el
proceso de fusion de gametas a través de sitios complementarios presentes en la superficie
del ovocito. El primer objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia del bicarbonato, i6n
indispensable para la capacitacion, sobre la migracion de la proteina DE. En paralelo, se
evaluo6 el efecto sobre otros dos pardmetros espermaticos asociados a la capacitacion, tales
como la fosforilacion de proteinas en tirosina y la expresion de la capacidad fusogénica.
Los resultados indicaron que si bien los tres parametros evaluados fueron bicarbonato-
dependientes, la migracion de DE al segmento ecuatorial ocurriria a través de vias
alternativas a la clasica cAMP/PKA, involucrada en la fosforilaciéon en tirosina y la
capacidad fusogénica del espermatozoide. El segundo objetivo de este trabajo consistid en
estudiar los mecanismos moleculares por los cuales DE interactiia con sus sitios en el
ovocito. El empleo de fragmentos recombinantes y péptidos sintéticos indicé que el sitio
activo de DE residiria en una region de so6lo 12 aminoacidos altamente conservada en todos
los miembros de la familia CRISP. Finalmente, la relevancia de DE/CRISP-1 para la
fertilidad fue estudiada a través de la generacion de ratones “knock out” para dicha
proteina. El andlisis del fenotipo de los mismos indicé que si bien la fertilidad de los
animales no se vio afectada, los espermatozoides presentaban una capacidad fusogéncia
significativamente disminuida, sugiriendo que otras proteinas con caracteristicas y/o
funcidn similares estarian compensando el efecto observado. En conjunto, estos resultados
proveen importante informacion sobre los mecanismos moleculares involucrados en la
interaccion de gametas y apoyan la existencia de mecanismos compensatorios con el fin de

asegurar el éxito de la fertilizacion.

Palabras claves: epididimo, familia CRISP, fertilizacion, capacitacion, espermatozoide,

fertilidad.



Functional characterization of epididymal protein DE(CRISP-1)
through in vitro studies and generation of*knock out” animals

Rat epididymal protein DE is the first described member of the cysteine rich
secretory protein family (CRISP) and, thus also known as CRISP-1. DE associates with the
dorsal region of the sperm head during epididymal maturation, migrates to the equatorial
segment under capacitanting conditions and participates in gamete fusion through
complementary sites on the egg surface. The first aim of this work was to study the
influence of bicarbonate, essential anion for sperm capacitation, on DE migration. In
parallel, we investigated the influence of bicarbonate on two other sperm functional
parameters associated with capacitation, such as tyrosine protein phosphorylation and
expression of the fusogenic ability. Results indicated that although the three parameters
were bicarbonate-dependent, DE migration would occur through a signaling pathway
alternative to the classic cAMP/PKA involved in tyrosine phosphorylation and expression
of the fusogenic ability. The second objective of the present work was to study the
molecular mechanisms involved in the interaction between DE and its complementary sites
on the egg surface. The use of recombinant and synthetic peptides indicated that the active
site of DE resides in a region of only 12 aminoacids highly conserved among members of
the CRISP family. Finally, the relevance of DE/CRISP-1 for animal fertility was evaluated
through the generation of knock out animals for this protein. The analysis of the phenotype
of these animals showed that, although their fertility was not affected, the sperm fusogenic
ability was significantly reduced, suggesting that other proteins with similar characteristics
and/or function, would be compensating the described effect. Altogether, these results
provide important information on the molecular mechanisms involve in gamete interaction,
and support the existence of compensatory mechanisms to ensure the success of

fertilization.

Keywords: epididymis, CRISP family, fertilization, capacitation, sperm, fertility.
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Introduccion

La reproduccion sexual involucra la combinaciéon de dos individuos
heterosexuales para producir descendencia cuya carga genética es diferente que ambos
antecesores. El objetivo de este tipo de reproduccion es crear nuevas combinaciones de
genes o variables ventajosas que permitan la sobrevivencia de la especie en un medio
ambiente cambiante e impredecible. Tanto la fertilizaciéon como la meiosis constituyen la
base de la reproduccion sexual. La fertilizacion es el proceso en el cual dos células
haploides (gametas femenina y masculina), se fusionan combinando su material genético
para formar una sola célula diploide, la cigota. Tempranamente en el desarrollo del
nuevo embrion, se producen células germinales diploides, las cuales al dividirse por

meiosis generan las gametas.

El proceso de gametogénesis comienza con la formacion de esas células
germinales primordiales en la pared posterior del intestino primitivo (saco vitelino
definitivo). Posteriormente, estas células migran hacia la cresta genital (lugar donde se
desarrollard la gonada) diferenciandose en oogonias (en la hembra) o espermatogonias
(en el macho). A continuacion se describen los procesos de generacion de un ovocito
(Baker, 1982) y espermatozoide (Setchell, 1982) a partir de esas células y las
caracteristicas principales de las gametas maduras. Posteriormente, se detallan las

diferentes etapas involucradas en la fertilizacion.

1. La gameta femenina

La ovogénesis (Figura 1) es el proceso por el cual se genera un ovocito maduro a
partir de una célula germinal primordial. Es discontinuo con fases secuenciales de
proliferacion, de crecimiento y reduccional, y ocurre en los ovarios (Figura 1), 6rganos

pares que se encuentran adosados a la pared posterior de la cavidad pélvica.

La meiosis femenina se inicia en la etapa fetal, se prolonga hasta la edad madura
de la hembra y, s6lo se completa durante el proceso de fertilizaciéon. Durante un corto
periodo del desarrollo fetal, la mayoria de las oogonias se divide mitdticamente

alcanzando asi un numero total de células germinales que potencialmente podran
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originar un ovocito maduro. Posteriormente, algunas oogonias cesan de dividirse y
replican su ADN, transformandose en ovocitos primarios contenidos en estructuras
celulares llamadas foliculos. Los ovocitos entran en meiosis hasta detenerse en diplotene
de la profase I, y es en este estadio que se encuentran todos los ovocitos al momento del
nacimiento. Sin embargo, recientes estudios en ratones juveniles y adultos indican la
existencia de una poblacion de oogonias en el ovario postnatal, mitéticamente activas y
capaces de originar foliculos conteniendo ovocitos maduros (Johnson et al., 2004). Mas
aun, resultados posteriores del mismo grupo de trabajo, demostraron que en la médula
6sea de ratones hembras adultas se encontraria un reservorio de oogonias, las cuales
viajarian por el torrente sanguineo hasta llegar al ovario donde sufririan la ovogénesis
(Johnson et al., 2005). A pesar de exhibir igual morfologia y expresion de marcadores
génicos especificos, queda aun demostrar que los ovocitos asi generados sean capaces de

ser fertilizados y desarrollar descendencia viable.
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Figura 1: La ovogénesis y el tracto reproductor femenino

A la izquierda, se muestra una representacion simple del tracto reproductor femenino. En el centro, se
esquematiza un corte transversal de un ovario resaltando diferentes estadios foliculares presentes
durante la ovogénesis. A la derecha, se muestra un diagrama resumiendo las etapas de la meiosis
femenina.
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Retomando la doctrina cléasica para la cual la hembra nace con un niimero finito
de potenciales ovocitos, al llegar la pubertad se produce el crecimiento de los ovocitos
en forma coordinada con células de origen somatico presentes en los foliculos. Durante
el periodo periovulatorio, un ovocito reanuda la meiosis estimulada por la accion de
hormonas, experimentando la primer division reductiva. Se producen entonces dos
células haploides desiguales: un ovocito secundario y un cuerpo polar carente casi por
completo de citoplasma. El ovocito secundario reinicia la meiosis II quedandose

detenida en metafase hasta la ovulacion.

En el momento de la ovulacidon, el ovocito secundario, que se encuentra
formando foliculos preovulatorios o De Graaf (Figura 2), junto con el primer cuerpo
polar y algunas células de soporte son expulsados del ovario al oviducto donde son
retenidos (ver Figura 1). La meiosis continla so6lo luego de la entrada del
espermatozoide al ovocito, resultando en la extrusiéon del segundo cuerpo polar. En
cambio, la segunda divisiéon meidtica no se completa si no ha ocurrido la fertilizacion y
el ovocito secundario es degenerado. Los restos de foliculo que han quedado en el ovario
luego de la ovulacion se transforman en cuerpo lateo, cuyo destino es diferente

dependiendo de si ha ocurrido o no la fertilizacion.

El ovocito ovulado de los mamiferos euterianos es una célula esférica de tamafio
variable segiin la especie (70-120 uM) rodeada de una envoltura glicoproteica,
denominada la zona pelucida (ZP) (Figura 2). Entre la ZP y la membrana plasmatica
(oolema) se encuentra el espacio perivitelino conformado por una matriz extracelular
sintetizada principalmente por el ovocito pero con el agregado de fluido y moléculas
provenientes de las células que lo rodean (Talbot & Dandekar, 2003). Por afuera de la
ZP y en la mayoria de los mamiferos, se encuentra el cumulus oophorus, formado por un
grupo de células de la granulosa, llamadas células del cimulus y una matriz extracelular
conteniendo 4acido hialurdnico, glicosaminoglicanos y proteinas sintetizadas por las
células de la granulosa (Zhuo & Kimata, 2001). Al conjunto del ovocito, la ZP, las
células del cimulus y la matriz extracelular se la denomina complejo cumulos-ovocito

(CCO) (Figura 2).



Introduccion

Figura 2: La gameta femenina

a) Microfotografia de un foliculo de Graaf donde puede verse el ovocito rodeado de varias capas de
células de la granulosa desplazado del centro del foliculo por el antro. b) Microfotografia de un COC
ya ovulado. O: ovocito. ZP: zona peltcida. CR: corona radiata. CL: células del ciimulus. c)
Fotografia de microscopio electronico de barrido de un COC de hamster. d) Microfotografia de un
ovocito sin células del camulus en donde se distinguen la zona peliicida, el espacio perivitelino y el
primer cuerpo polar.

La ZP es una matriz transparente, relativamente gruesa, y compuesta
principalmente por entre dos y cuatro glicoproteinas, segun la especie, sintetizadas por el
ovocito a partir del estadio de foliculo primario (Wassarman, 1988). La ZP de raton,
sistema en el cual se han realizado la mayoria de los estudios, estd compuesta por tres
proteinas: ZP1, ZP2 y ZP3 (Wassarman, 1988; Wassarman & Litscher, 2001; Hoodbhoy
& Dean, 2004). Estas proteinas estarian formando filamentos constituidos por
heterodimeros de ZP2 y ZP3, intercomunicados por homodimeros de ZP1 (Wassarman,
1988). Un elemento estructural presente en todas estas proteinas, denominado dominio
ZP, (Bork & Sander, 1992) seria el responsable del ensamblaje de estos filamentos
(Jovine et al., 2002; Jovine et al., 2005). Mediante el estudio de ratones genéticamente
modificados (“knock out”) carentes de ZP1, ZP2 6 ZP3 se demostré que mientras ZP1

tendria solo un rol estructural siendo dispensable para la formacién del ovocito y la
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fertilizacion, ZP3 seria la molécula fundamental para formar la ZP, y s6lo una proteina
adicional (ZP1 6 ZP2) seria necesaria (Rankin et al., 1996). Funcionalmente, la ZP seria la
encargada de brindar la especie-especificidad durante la fertilizacion, impedir la

polispermia y proteger al ovocito y embrion de dafios fisicos.

2. La gameta masculina

La espermatogénesis se define como el proceso secuencial de fases proliferativas,
reduccional y de diferenciacion, que produce espermatozoides a partir de las células
germinales primordiales. Este proceso ocurre en los tubulos seminiferos contenidos en la

gonada masculina, 6rganos pares denominados testiculos (Figura 3).

La meiosis de las células germinales masculinas (Figura 3) comienza luego de la
pubertad y ocurre durante toda la vida adulta del individuo. Una poblacion de células
germinales contintia multiplicandose por mitosis a lo largo de la vida proveyendo asi de una
fuente constante de espermatozoides. Una caracteristica particular de estas divisiones
mitoticas es que las mismas presentan telofases incompletas, lo que origina clones celulares
unidos por puentes intercitoplasmaticos. En el transcurso de esta fase proliferativa, algunas
espermatogonias se diferencian en espermatocitos primarios, los cuales entran en meiosis
generando espermatocitos secundarios. Estos entran a una interfase intermeidtica de poca
duracion, para pasar luego a la segunda division meidtica que da origen a las células

llamadas espermatides.

Las espermatides estan ubicadas hacia la luz del tibulo seminifero y en ese medio
ambiente bioquimico completan la ultima fase de la espermatogénesis, denominada
espermiogénesis, que es un proceso de remodelacion morfologica regulado basicamente por
la testosterona. Durante esta etapa, el citoplasma de la espermatide se pierde casi por
completo por lo que el espermatozoide carece de la maquinaria necesaria para la expresion

de proteinas, sintesis y degradacion de lipidos, y transporte vesicular.
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Figura 3: La espermatogénesis y el tracto reproductor masculino

A la izquierda y arriba, se muestra una representacion simple del tracto reproductor masculino. A la
derecha y arriba, se muestra una microfotografia de un corte transversal de un tibulo seminifero, notese
los espermatozoides en el centro del tibulo. A la derecha y abajo, se esquematiza una célula de Sertoli
en un corte transversal de un tabulo seminifero resaltando diferentes estadios celulares presentes
durante la espermatogénesis. A la izquierda y abajo, se muestra un diagrama resumiendo las etapas de
la meiosis masculina.

Ademas de la linea germinal, dentro del tubulo seminifero se encuentran las
células de Sertoli (Figura 3). La funcion de estas células es crear y mantener un

microambiente apropiado para el correcto desarrollo de los espermatozoides. Su forma
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es Unica ya que se apoyan en la membrana basal y llegan hasta el lumen del epitelio

seminifero extendiéndose como “ramas de un arbol” entre las células germinales.

Luego de la espermiacion, los espermatozoides salen del epitelio seminifero por

la rete testis, que se conecta mediante los ductos eferentes con el epididimo (Figura 3).

A pesar de que la forma y el tamafio de los espermatozoides de las distintas
especies de los mamiferos son variables (ver Figura 5), los mismos comparten una
estructura general similar. Basicamente, el espermatozoide posee dos componentes
morfologicos distintivos: la cabeza y la cola o flagelo (Eddy & O'Brien, 1994) (Figura
4).

La cabeza contiene al nucleo en donde se encuentra la cromatina asociada a
proteinas basicas y de bajo peso molecular, llamadas protaminas. Estas proteinas
permiten un mayor empaquetamiento de la cromatina comparado con las histonas
presentes en las células somaticas. Rodeando la parte anterior del niicleo se encuentra el
acrosoma, estructura membranosa originada a partir del aparato de Golgi. Esta vesicula
secretoria contiene varias enzimas hidroliticas las cuales han sido relacionadas con la
capacidad del espermatozoide de penetrar las cubiertas que rodean al ovocito durante la
fertilizacion. El acrosoma estd constituido por dos segmentos denominados capuchon
acrosomal y segmento ecuatorial (SE), distinguibles por la concentracion y distribucion
de particulas intramembranosas. Si bien la membrana que rodea al acrosoma es Unica y
continua, se ha definido como “membrana acrosomal interna” a aquella que envuelve a
la membrana nuclear externa, y como “membrana acrosomal externa” a la que se
encuentra por debajo de la membrana plasmatica, en la parte anterior de la cabeza. Como
toda célula, el espermatozoide, incluido el acrosoma, estd limitado por la membrana
plasmatica. La region de la membrana plasmatica que cubre el acrosoma se conoce como
region acrosomal, en tanto que la region por debajo del acrosoma recibe el nombre de

post-acrosomal.
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Figura 4: La gameta masculina

Se muestra un esquema de un espermatozoide humano de frente y de perfil. En el mismo se puede
observar los dos componentes morfologicos distintivos: cabeza y flagelo, y sus estructuras internas.

El componente principal de la cola es el axonema, que consiste en un par de
microtibulos centrales rodeados por un cilindro de 9 pares de microtibulos. Esta
estructura es la que permite el movimiento de la cola. Convencionalmente, el flagelo se
divide en tres piezas: media, principal y terminal. El axonema de la pieza media esta
recubierto por mitocondrias ubicadas segun un patrdn helicoidal las cuales cumplirian un

papel en la provision de energia.
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2.1. Maduracion epidimaria

En los mamiferos, los espermatozoides que salen del testiculo aun no poseen la
capacidad de moverse progresivamente y fertilizar al ovocito (Yanagimachi, 1994).
Estas capacidades las adquieren mediante su pasaje por el epididimo, proceso conocido
como maduracion epididimaria (Bedford, 1979; Hinrichsen & Blaquier, 1980; Austin,
1985; Cooper, 1986). El epididimo (Figura 3) consiste en un conducto unico, largo y
muy replegado, que cubre el borde posterior del testiculo. Convencionalmente, el
epididimo se divide en tres regiones segun su proximidad con el testiculo: caput
(cabeza), corpus (cuerpo) y cauda (cola). Aunque no todos los espermatozoides
adquieren la capacidad fertilizante simultdneamente, y existe variacion entre las distintas
especies, como regla general se establece que una gran poblacion de espermatozoides

obtiene el potencial fertilizante al llegar al cauda epididimario (Yanagimachi, 1994).

El proceso de maduracion es dependiente de andrégenos (Blaquier et al., 1973;
Dyson & Orgebin-Crist, 1973) y consiste en una seriec de cambios bioquimicos y
funcionales entre los que se incluyen el desarrollo de la motilidad progresiva y
direccional, cambios estructurales tales como la pérdida de la gota citoplasmatica y la
estabilizacion de la cromatina, y cambios metabolicos como el aumento de la tasa de
glucolisis y del consumo de oxigeno. Pero sin lugar a dudas, la mayor parte de los
cambios ocurren al nivel de la membrana plasmatica, como el procesamiento, la
migracion y la liberaciéon de proteinas y lipidos existentes en la superficie del
espermatozoide, y la adquisicion de nuevas proteinas secretadas por el epididimo

(revision de trabajos en: Yanagimachi, 1994; Gatti et al., 2004).

Los espermatozoides son almacenados en la region del cauda epididimario hasta
la eyaculacion la cual recoge las secreciones de las glandulas accesorias (prostata,
vesicula seminal, glandulas bulbo-uretrales) y conduce a los espermatozoides hasta la

uretra (Eddy & O'Brien, 1994).
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2.2. Capacitacion

A pesar de que los espermatozoides eyaculados son métiles y tienen la capacidad
potencial de fertilizar al ovocito, necesitan permanecer durante un cierto periodo de
tiempo en el tracto genital femenino para poder expresar dicha capacidad. Este

fendmeno ha recibido el nombre de “capacitacion” (Chang, 1951; Austin, 1952).

El sitio fisiologico en donde ocurre la capacitacion in vivo es el oviducto o el
utero dependiendo de la especie (Yanagimachi, 1994). Sin embargo, espermatozoides
del cauda epididimario pueden ser capacitados in vitro en un medio definido con una
concentracion de electrolitos similar a la del fluido oviductal. Si bien los medios no son
universales y difieren para cada especie, éstos generalmente contiene sustratos
energéticos como el piruvato, lactato y glucosa, un aceptor de colesterol como la

noos fo . 2 + .
albumina sérica, e iones como Ca “, K, Na' y HCOs'.

Uno de los mayores cambios que ocurren durante el proceso de capacitacion
implica la desestabilizacion de la membrana plasmatica. En diversas especies se ha
demostrado que la membrana muestra una distribucion asimétrica de lipidos (Muller et
al., 1994; Nolan et al., 1995; Gadella et al., 1999), la cual seria distorsionada por accion
del ion bicarbonato durante la capacitacion (Harrison et al., 1996; Rathi et al., 2001;
Gadella & Harrison, 2002; De Vries et al., 2003; Baumber & Meyers, 2006). Se cree que
el mayor efecto de la reorganizacion de los lipidos seria el de facilitar la remocién del
colesterol de ciertas dominios de la membrana plasmatica (Flesch et al., 2001). La
albumina (presente en el tracto femenino) fue propuesta como uno de los agentes
removedor del colesterol (Go & Wolf, 1985; Cross, 1998; Osheroff et al., 1999; Visconti
et al.,, 1999a). Sin embargo, posteriormente se demostrd que la albiumina es activa s6lo
luego de la reorganizacion de los lipidos, evento inducido por el bicarbonato (Flesch et
al., 2001). A su vez el bajo contenido de colesterol tiene efectos importantes sobre los
microdominios de la membrana denominados “rafts”: complejos dindmicos compuestos
por colesterol y esfingolipidos. Se postula que los “rafts” estarian involucrados en la
transduccion de sefiales intracelulares ya que en los mismos se agrupan ciertos tipos de
proteinas intrinsecas de membrana (revision de trabajos en: Maxfield, 2002). Recientes

evidencias en el cerdo muestran que dos marcadores de “rafts” se redistribuyen a la
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region apical de la membrana del espermatozoide como consecuencia de la accion del

bicarbonato y albimina presentes en la capacitacion (van Gestel et al., 2005).

Como resultado de la redistribucion de lipidos a la region apical de la membrana
y de la pérdida de colesterol, aumenta la fluidez de la membrana y de esta forma
probablemente se debilite la unién de los factores decapacitantes. Estos factores son
proteinas de superficie que estdn débilmente asociadas a la superficie del
espermatozoide epididimario inhibiendo la capacitacion y luego son removidas durante
el transito por el tracto femenino (Oliphant & Brackett, 1973; Oliphant, 1976; Oliphant
et al., 1985; Fraser et al.,, 1990). Se ha sugerido que estas proteinas actuarian
entrecruzando a proteinas intrinsecas de la membrana plasmdtica e impidiendo su
movimiento lateral dentro de la bicapa lipidica. De este modo, podrian explicarse
algunos fendémenos de redistribucion de proteinas que se han asociado con Ia
capacitacion, entre los que puede mencionarse a la proteina PH-20 de cobayo (Primakoff
et al.,, 1985), la galactosiltransferasa de raton (Lopez & Shur, 1987), y la proteina
epididimaria de rata DE (Rochwerger & Cuasnicu, 1992).

Estudios en diversas especies han descripto un aumento en la cantidad de
proteinas fosforiladas en tirosina durante el proceso de capacitacion produciendo una
correlacion entre el estado capacitante del espermatozoide y dicha fosforilacion
(Visconti et al., 1995; Carrera et al., 1996; Galantino-Homer et al., 1997; Visconti et al.,
1999b; Baumber & Meyers, 2006). Con algunas excepciones (Jha et al., 2002; Asquith
et al., 2004; Mitra et al., 2004; Dube et al., 2005; Nagdas et al., 2005), queda aun por
estudiar la identidad y funciéon de esta gran cantidad de proteinas que sufren esta

modificacion post-traduccional durante la capacitacion.

En resumen, las modificaciones que ocurren en el espermatozoide durante la
capacitacion traen como consecuencia cambios tanto en la cabeza como en la cola del
espermatozoide generando una membrana plasmatica menos estable, y por ende mas
fusogénica. Mientras que los cambios al nivel de la cabeza permiten que el
espermatozoide pueda sufrir la denominada reacciéon acrosomal, a nivel de la cola

permiten al espermatozoide desarrollar el fendmeno de hiperactivacion.
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- Reaccion acrosomal

La reaccion acrosomal (RA) es la exocitosis regulada del contenido acrosomal
del espermatozoide (Figura 5). A diferencia de la capacitacion, la RA es muy rapida e

irreversible.

Figura 5: Reaccion acrosomal

Microfotografia de un espermatozoide de cobayo a) sin reaccionar y b) reaccionado. ac: acrosoma. c)
Microfotografia de espermatozoides de hamster. Los dos espermatozoides ubicados en la porcion
inferior de la foto ya han comenzado la reaccion acrosomal.

Notese la forma diferente de la cabeza de los espermatozoides de las dos especies.

En los ultimos afios, se han propuestos algunos modelos fisioldgicos que intentan
explicar el mecanismo de induccion de la RA. Los primeros estudios en el raton
indicaron que la RA ocurria principalmente cuando el espermatozoide contactaba la ZP
(Saling & Storey, 1979; Wassarman et al., 1985), y que los espermatozoides
reaccionados eran incapaces de penetrar el cimulus (Talbot, 1985). Estudios posteriores
demostraron que la proteina ZP3, mas ain la union de los oligosacaridos de ZP3 a
distintos sitios en el espermatozoide induciria la RA (Leyton & Saling, 1989b). Por lo
tanto, s6lo los espermatozoides intactos eran capaces de unirse a la ZP. Sin embargo,

recientemente se propuso un nuevo modelo, denominado “exocitosis acrosomal”, en el
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que se plantea que la RA seria un proceso gradual, espontaneo, que seria acelerado por
la ZP pero no iniciado por la misma. Segin este modelo, entonces, los espermatozoides
no deben estar intactos para unirse a la ZP (Kim & Gerton, 2003). Asimismo, existen
evidencias de que la progesterona que se encuentra en el fluido folicular que acompana a
las células del camulus también tiene la capacidad de inducir la RA (Parinaud et al.,
1992; Blackmore, 1993; Roldan et al., 1994). Mas aun, se ha postulado un efecto
sinérgico entre elementos presentes en el cimulus y la ZP sobre el espermatozoide para
completar la reaccion (Cherr et al., 1986). Por lo tanto, no pareceria existir en el medio
de fertilizacion un inico componente crucial para el desencadenamiento de la RA, sino
que resulta mas probable que el espermatozoide capacitado se encontrara listo para suftir
la RA, y que su induccién se produjera a medida que el mismo avanza a través de

concentraciones crecientes de factores estimulantes en su camino al ovocito.

Como consecuencia de la induccidon de la RA, se inicia una cascada de
transduccion de sefiales en el espermatozoide que incluye un aumento en la
concentracion del calcio intracelular y la fusion de la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica en multiples puntos de la region acrosomal, con excepcion del SE.
Al igual que la fusion de membranas en otros sistemas como entre vesiculas de
transporte y la membrana plasmatica, la fusién en la RA esta mediada por la accion de
unas proteinas pertenecientes a la familia SNARE, como Rab3A y NSF (De Blas et al.,
2005). En los sitios de fusion entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa, se forman vesiculas mixtas generando poros entre los que se libera el contenido

del acrosoma (Figura 6).

Como resultado de esta exocitosis acrosomal, la membrana acrosomal interna se
encuentra expuesta al medio extracelular, y adquiere continuidad con la membrana
plasmatica del SE (Yanagimachi, 1994). De esta manera, se exponen moléculas
intracrosomales que permitirian al espermatozoide penetrar la ZP, y por otro lado el SE
adquiere capacidad fusogénica. Existen evidencias indicando que ciertas enzimas
acrosomales como la acrosina y las metaloproteasas, liberadas durante la RA, afectarian
a la membrana del SE otorgandole fusogenicidad (Diaz-Perez et al., 1988; Diaz-Perez &

Meizel, 1992; Takano et al., 1993). La importancia fisioldgica de la RA radica en que
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solo luego de haber reaccionado un espermatozoide es capaz de atravesar la ZP y

fusionarse con el oolema (Yanagimachi, 1994).

ptos de fusion
g — contenido acrosomal

mp

acrosoma

4 ma int
L vesiculas

ma ext mixtas

nucleo
— . —
l“l.
|
'- l | !
INTACTO ESTADIOS INTERMEDIOS CAPUCHON
PERDIDO
— /
~
REACCIONADOS

Figura 6: Progresion de la reaccion acrosomal

Se muestra un diagrama representando las etapas de la reaccion acrosomal en la cabeza del
espermatozoide de raton. mp: membrana plasmatica, ma int: membrana acrosomal interna, ma ext:
membrana acrosomal externa.

- Hiperactivacion

La hiperactivacion (revision de trabajos en: Yanagimachi, 1994; Suarez & Ho,
2003) es el tipo de movimiento que presentan los espermatozoides, de todas las especies
estudiadas, al momento y en el lugar de la fertilizacion tanto in vivo como in vitro 'y
observado. Este movimiento es diferente bajo distintas condiciones fisioldgicas y en
distintas especies, pero basicamente involucra un incremento en la amplitud de

desplazamiento lateral de la cabeza, y generalmente, asimetria en el batido del flagelo.
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Si bien se observé que el fluido oviductal o componentes del cimulus inducen la
hiperactivacion, ain no se han identificado con certeza moléculas responsables de la
iniciacion de este proceso. Asimismo, la cascada de sefiales que regulan Ia
hiperactivacion tampoco se haya completamente descripta, aunque se sabe que el cAMP,

calcio, bicarbonato y sustratos metabolicos serian fundamentales.

Se cree que el rol fisiolégico de la hiperactivacion seria favorecer el
desprendimiento de los espermatozoides de las células oviductales, la penetracion de
sustancias con caracteristicas viscosas como el mucus del tracto femenino, y finalmente,

la penetracion del cumulus y la ZP del ovocito.

3. Interaccion de gametas

El proceso de interaccion espermatozoide-ovocito involucra una serie de etapas

que estan esquematizadas en la Figura 7 y serdn descriptas con detalle a continuacion.

membrana . = _ cumulus
plasmatica L% @ oophorus

nucleo

nucleo del

XY \ ovocito'o

Figura 7: Interaccién espermatozoide-ovocito

Se muestra una microfotografia de un espermatozoide penetrando al ovocito y un diagrama
esquematico del proceso de fertilizacion.
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3.1. Penetracion del cumulus oophorus

En la mayoria de las especies de mamiferos, los espermatozoides que llegan al
oviducto encuentran al ovocito rodeado del cumulus oophorus y por ende, deben avanzar
a través de la matriz existente entre las células del cimulus para alcanzar al ovocito

(Figura 7).

El rol fisiologico del cumulus oophorus es controversial ya que la fertilizacion in
vitro puede ocurrir en ausencia del cimulus y, por otra parte, ovocitos de algunas
especies de animales euterianos presentan cimulus vestigiales (Yanagimachi, 1994). Sin
embargo, se cree que la presencia del cimulus seria favorable para la interaccion
espermatozoide-ovocito. Entre las funciones descriptas para esta matriz se encuentran:
aumentar el tamafo del ovocito para que el mismo sea mas facilmente ubicado por los
espermatozoides en el oviducto (Bedford & Kim, 1993), prolongar la vida fértil de los
espermatozoides y seleccionar aquellos con mayor capacidad fertilizante (Roblero et al.,
1990; Tanghe et al., 2002), estimular tanto la motilidad de los espermatozoides como la
ocurrencia de la RA (Schroer et al., 2000) y favorecer la penetracion de la ZP (Yudin et

al., 1988) y el desarrollo embrionario (Zhang et al., 1995).

Aun no existe consenso respecto de los mecanismos involucrados en la
penetracion del cumulus oophorus por el espermatozoide. Parece estar claro que los
espermatozoides deben estar capacitados para poder penetrar dicha matriz
(Yanagimachi, 1994). Sin embargo, el estado del acrosoma durante esta etapa es ain
controversial y podria ser diferente dependiendo de la especie (Bedford, 2004). Una
hipdtesis postula que durante el avance de los espermatozoides se produciria una
liberacion parcial de enzimas acrosomales, previa a la vesiculizacion completa del
acrosoma, responsable de degradar a la matriz y permitir al espermatozoide avanzar
entre las células (Bedford, 2004). Otro modelo sugiere que los espermatozoides
poseerian hialuronidasa asociada a la superficie de los mismos y que, seria esta enzima
la que ayudaria en el pasaje a través de las células del cumulus (Talbot, 1985). Sin
embargo, se ha observado que espermatozoides motiles de erizo de mar y rana, los

cuales carecen de actividad hialuronidasa, son capaces de penetrar el cimulus de
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hamster (Talbot et al., 1985). Por otra parte, estudios de animales “knock out” (ko) para
PH-20 (Primakoff et al., 1985), proteina testicular con actividad hialuronidasa (Gmachl
et al., 1993; Lin et al., 1994; Cherr et al., 1996), indicaron que esta enzima no seria
esencial para la fertilidad del animal, a pesar de sufrir un retardo en la dispersion in vitro
de las células del cimulus respecto de los animales normales (Baba et al., 2002).
Experimentos posteriores del mismo grupo de trabajo, identificaron a otra hialuronidasa,
denominada Hyal5, presente en membrana plasmadtica y acrosomal de espermatozoides
epididimarios de raton. Los autores postulan la existencia de una redundancia en cuanto
a la funciéon de PH-20 y Hyal5, por lo que entonces Hyal5 estaria compensando la

funcion de PH-20 en los animales ko antes descriptos (Kim et al., 2005).

3.2. Interaccion espermatozoide-ZP

Luego de haber penetrado el cumulus oophorus, el espermatozoide se encuentra

con la ZP (Figura 7 y 8) a la cual se une por la interaccion entre moléculas presentes

tanto en la superficie del espermatozoide como en la ZP.

Figura 8: Union espermatozoide-ovocito en el ratén.

a) Microfotografia de espermatozoides unidos a la ZP de un ovocito. b) Fotografia de microscopio
electronico de transmision de la cabeza de un espermatozoide unido a la ZP de un ovocito. pm:
membrana plasmatica, ZP: zona pellicida, n: nucleo, a: acrosoma.

Basandose en evidencias provenientes de estudios en el raton, se ha propuesto un
modelo de adhesién entre el espermatozoide y la ZP que constata de dos etapas

(Wassarman, 1988): 1) “union primaria”: interaccion del espermatozoide intacto con la
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ZP, mas especificamente con carbohidratos en ZP3, desencadenando asi la RA y 2)
“unidn secundaria”: interaccion del espermatozoide reaccionado con la ZP a través de
ZP2 mediante componentes presentes en la membrana acrosomal interna. Sin embargo,
este modelo ha sido recientemente cuestionado por experimentos con ratones
modificados genéticamente, los cuales poseen una ZP “humanizada”, es decir en vez de
ZP3 de ratdn, estos animales sintetizan a la homdloga humana y lo mismo para ZP2 u
ambas (Rankin et al., 1998; Rankin et al., 2003). En base a los resultados de estos
trabajos, los autores proponen un nuevo modelo de interaccion entre el espermatozoide y
una estructura supramolecular de la ZP compuesta por ZP2 y ZP3, en vez de la
interaccion con una unica glicoproteina en particular (Rankin et al., 2003; Hoodbhoy &
Dean, 2004). Sin embargo, esta hipotesis ha sido refutada (Nixon et al., 2005;
Wassarman, 2005), por lo que pareceria ser el modelo original de “unién primaria y

secundaria” hasta ahora el mas aceptado.

Asimismo, también existe controversia en cuanto a la identidad del ligando para
ZP3 presente en el espermatozoide. Uno de los candidatos mas extensamente estudiados
ha sido la B1,4-galactosiltransferasa I (GalT I) (Shur & Hall, 1982; Lopez & Shur,
1987), aunque su relevancia para la fertilidad ha sido luego replanteada en vista de que
los ratones ko para GaT I son fértiles, a pesar de presentar niveles muy bajos tanto de
RA inducida por ZP3 como de fertilizacién de ovocitos in vitro (Lu & Shur, 1997).
Otros candidatos alternativos propuestos son sp56 (Bleil & Wassarman, 1990) y
zonadhesina (Hardy & Garbers, 1995) pero debido a su localizacidon intracrosomal
(Foster et al., 1997; Kim et al., 2001; Bi et al., 2003) existen controversias en cuento a su
disponibilidad para interactuar con ZP3. Segtn el modelo cldsico no podrian actuar en la
“union primaria” ya que el espermatozoide se encontraria intacto al momento de unirse a
ZP3 aunque en el nuevo modelo de “exocitosis acrosomal” descripto anteriormente (ver
seccion Reaccion acrosomal) (Kim & Gerton, 2003), las moléculas de la matriz
acrosomal podrian asociarse a la ZP. Se ha descripto un cuarto candidato (Ensslin et al.,
1998) y recientemente se ha identificado su homdlogo en ratéon, denominado SEDI.
Estudios con animales ko han demostrado la relevancia de esta proteina para la etapa de
uniéon del espermatozoide a la ZP ya que los ratones machos son subfértiles in vivo e

incapaces de unirse a la ZP de ovocitos in vitro (Ensslin & Shur, 2003).
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En cuanto a las moléculas del espermatozoide responsables de la ‘“union
secundaria”, se han sugerido algunas proteinas tales como PH-20 (Myles & Primakoff,
1997; Yudin et al., 1999) y proacrosina/acrosina (Richardson & O'Rand, 1996; Crosby et
al., 1998; Furlong et al., 2000; Howes et al., 2001). En cuanto a PH-20, tal como se
mencionara anteriormente, los machos ko para esta proteina resultaron fértiles (Baba et
al., 2002), probablemente por redundancia funcional con la hialuronidasa Hyal 5 (Kim et
al., 2005). Asimismo, se postula que esta nueva proteina, que es liberada durante la RA,
podria “depolimerizar” localmente a la matriz del camulus cerca o en la superficie de la
ZP, permitiendo asi que la cola del espermatozoide se mueva libremente y facilitando la
penetracion de la ZP. En el caso de acrosina, estudios con animales ko han replanteado
el papel de esta enzima en el proceso de fertilizacion ya que los machos carentes de esta
proteina son fértiles (Baba et al., 1994) a pesar de mostrar un retardo en la fertilizacion
in vitro comparado con animales “wild type” (Adham et al., 1997). No obstante, una
combinacion de estudios posteriores a nivel genético, bioquimico y funcional apoya la
hipotesis que la interaccion proacrosina/acrosina con ZP2 es importante para la union del

espermatozoide reaccionado a la ZP, postulando la existencia de otras proteasas que

pudieran reemplazar a proacrosina/acrosina en esos animales ko (Howes et al., 2001).

La interaccién entre el espermatozoide y la ZP continta con la etapa de
penetracion de la ZP para la cual dos hipotesis han sido propuestas (Yanagimachi,
1994). Una de ellas, la hipodtesis enzimatica, sostiene que el pasaje a través de la ZP seria
dependiente de la accion de enzimas presentes en el acrosoma. Segun esta teoria, la
mayoria de dichas enzimas serian liberadas sobre la superficie de la ZP durante la RA,
provocando hidrolisis en la porcion de la zona que rodea al espermatozoide e induciendo
asi el "ablandamiento" de la misma. Otras enzimas permanecerian unidas a la membrana
acrosomal interna y serian la responsables de clivar a las moléculas de ZP2 a las que el
espermatozoide se haya unido, permitiendo asi el avance a través de la zona. La segunda
hipotesis, denominada hipdtesis mecéanica, propone que la RA permitiria la exposicion
del perforatorium, una estructura rigida, que cortaria la zona y que, conjuntamente con la
motilidad hiperactivada presente en los espermatozoides, favorecerian la penetracion de
la ZP. Esta hipotesis ha sido respaldada fuertemente por las caracteristicas estructurales

y funcionales de la cabeza de los espermatozoides de los mamiferos euterianos,
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incluyendo la rigidez del nucleo, la forma aplanada de la cabeza, el perfil filoso del
perforatorium y la rigidez de la membrana acrosomal interna (Bedford, 2004). O'Rand y
colaboradores (1986) han propuesto una hipotesis que involucraria ambos mecanismos.
En primer lugar, el espermatozoide se asociaria a la ZP a través de una union de alta
afinidad. Se produciria entonces la degradacion de las moléculas de la ZP involucradas
en esa interaccion, dejando libres, como consecuencia, a las proteinas del
espermatozoide, que quedarian por ende disponibles para interactuar con nuevas
moléculas de la ZP. En este punto jugaria un papel importante la motilidad, ya que si el
espermatozoide no se moviera en forma progresiva, la probabilidad de encontrar nuevas

moléculas para interactuar seria muy baja y la penetracion no se produciria.

La interacciéon espermatozoide-ZP es, en general, especie-especifica. Esto
significa que un espermatozoide es capaz de unirse y penetrar sélo la ZP de un ovocito
de la misma especie. Si bien se conoce la existencia de casos de mamiferos hibridos
provenientes de dos especies diferentes, en general los animales se aseguran de evitar la
reproduccién interespecifica ya sea mediante mecanismos comportamentales y
anatdmicos, como asi también barreras celulares adicionales como la ZP (Hanada &

Chang, 1972).

3.3. Fusion espermatozoide-ovocito

Una vez que el espermatozoide ha atravesado la ZP y el espacio perivitelino,
ocurre la fusioén entre las membranas plasmaticas del espermatozoide y el ovocito (ver
Figura 7). Solo luego de la ocurrencia de esta fusion un ovocito puede considerarse

fertilizado.

La fusion del espermatozoide con el ovocito comprende dos fases de interaccion
entre las membranas de ambas gametas: una primera de unidn, y una segunda de fusion
propiamente dicha. Este proceso comienza con la unién de la cabeza del espermatozoide
a la membrana plasmatica del ovocito y luego de un breve periodo, que varia segun la
especie, se produce una abrupta declinaciéon o cesacion del movimiento de la cola

(Gaddum-Rosse, 1985). Finalmente, todo el espermatozoide es gradualmente

26



Introduccion

incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi & Phillips, 1980). La parte posterior de la
cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de fusion de membranas,
mientras que la region anterior de la cabeza es incorporada al citoplasma de un modo

similar a la fagocitosis (Figura 9).

Figura 9: Fusion espermatozoide-ovocito.

Se muestra una esquema de los eventos involucrados en el proceso de fusion de gametas. ma int:
membrana acrosomal interna, SE: segmento ecuatorial.

No toda la membrana plasmatica de las gametas es fusogénica por lo que los
dominios de membrana involucrados en la fusién son restringidos en ambos tipos
celulares. El ovocito de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda su
superficie, con excepcion de un area que coincide con la region que recubre al huso
meiotico (Ebensperger & Barros, 1984), y a través de la cual raramente ocurriria la
fusion del espermatozoide (Johnson et al., 1975; Ebensperger & Barros, 1984). Esto
podria deberse a que el segundo corpusculo polar se forma y se libera por esta region
luego de la fertilizacién, resultando “peligroso” que el espermatozoide se fusione y se
incorpore por alli ya sea por interferir con la correcta liberacion del corpusculo, o bien
por ser el mismo eliminado durante el proceso de extrusion. Si bien al asociarse al

oolema, el espermatozoide entra en contacto con las microvellosidades, ain no se
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conoce si las mismas son esenciales para la ocurrencia de la fusion (Bedford & Cooper,

1978).

En el caso del espermatozoide, es aceptado que la membrana plasmatica que
cubre al SE es la que primero se fusiona con el ovocito (Arts et al., 1993; Yanagimachi,
1994). La motilidad pareceria no ser un requisito absoluto para la ocurrencia de la
fusion, ya que ha sido demostrado que espermatozoides inmdtiles o de muy baja
motilidad son capaces de fusionarse con el ovocito. Por el contrario, la RA es un
requisito fundamental para la ocurrencia de la fusién, ya que como se menciond
anteriormente, los espermatozoides no reaccionados (intactos) son incapaces de

fusionarse con el oolema (Yanagimachi, 1994).

Si bien el proceso de fusion es un punto clave de la fertilizacion, es muy escasa la
informacion disponible sobre los mecanismos moleculares involucrados en esta etapa.
Al igual que ocurre para la union a la ZP, la fusion esta mediada por la interaccion de
moléculas complementarias localizadas en los dominios fusogénicos especificos de las

membranas de ambas gametas.

En cuanto a los componentes de la membrana del ovocito, las integrinas fueron
las primeras moléculas postuladas como mediadoras del proceso de fusion, por tratarse
de ligandos especificos de proteinas presentes en el espermatozoide ya involucradas en
este proceso. La integrina a6 1, una de las principales en la superficie del ovocito, fue
originalmente propuesta como la responsable de la uniéon espermatozoide-ovocito
(Almeida et al., 1995; Bigler et al., 2000). Sin embargo, el hecho que animales ko para
esta integrina sean fértiles, cuestion6 la relevancia de esta proteina para la fertilizacion
(Miller et al., 2000). Asimismo, la importancia de las integrinas para la fusion ha sido
luego replanteada en vista de que un estudio utilizando diferentes combinaciones de
animales ko para integrinas y ensayos de fusion in vitro en presencia de anticuerpos,
demostrd que ninguna de las integrinas conocidas en la superficie del ovocito (integrina

a2, a3, as, a9, aV, B3 y B5) seria esencial para este proceso (He et al., 2003).
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La asociacion entre la integrina a6B1 y la tetraspanina CD9 en la membrana del
ovocito de raton (Chen et al., 1999) y el hecho que esta tetraspanina haya sido implicada
en la fusion de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana & Hemler, 1999),
sugirid que CD9 también podria cumplir alguna funcién en el proceso de fusion de
gametas. Esta hipotesis fue confirmada por el estudio de animales ko para esta proteina
(Kaji et al., 2000; Le Naour et al., 2000; Miyado et al., 2000), demostrando que las
hembras mutantes son estériles y que sus ovocitos, a pesar de unirse a espermatozoides,
son incapaces de fusionarse con los mismos. De acuerdo a estos resultados, CD9 seria
una de las moléculas del ovocito responsable del proceso de fusion entre el
espermatozoide y el ovocito. Estos estudios fueron los primeros en identificar a una
molécula del ovocito esencial para la fertilidad femenina y para la fusiéon de gametas.
Experimentos posteriores demostraron que CD9 actlia en “cis” con otros elementos, ain
no identificados, presentes en la membrana del ovocito, funcionando como un
organizador de la superficie ovocitaria (Zhu et al., 2002). Estos resultados no descartan
la posibilidad de que CD9 pueda también interactuar en “trans” como ligando de una

proteina del espermatozoide.

Resultados mas recientes indicaron ademas que los animales ko para proteinas
del ovocito unidas al oolema via glicosilfosfatidilinositol también presentaban ovocitos
con la fusogenicidad altamente afectada (Alfieri et al., 2003). Sin embargo, la identidad

de estas proteinas, que pudieran ser relevantes para la fusion, atin no se conoce.

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusion, los estudios
se limitan principalmente a las proteinas de la familia ADAM, a una proteina

recientemente descripta denominada “Izumo” y a la proteina epididimaria DE/CRISP-1.

La familia de proteinas denominada ADAM (a disintegrin and a metalloprotease
domain) esta compuesta por alrededor de 40 miembros (revision de trabajos: Kim et al.,
2006b), tres de los cuales han sido postulados como mediadores del proceso de fusion
espermatozoide-ovocito: fertilina a/ADAMI1 (existen 2 subunidades: a y b), fertilina

B/ADAM?2 y ciritestina/ADAM3 (revision de trabajos: Evans, 1999). Estas proteinas se
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expresan en el testiculo y se localizan en el SE del espermatozoide reaccionado,

ubicacion consistente con una posible participacion en el proceso de fusion.

La proteina fertilina es un heterodimero entre los polipéptidos o y B (Blobel et
al., 1992), conteniendo la fertilina a un potencial péptido de fusion similar a los
observados en diferentes proteinas virales mientras que la B presenta un dominio
desintegrina (Blobel et al., 1992). Estas caracteristicas junto con distintos experimentos
in vitro (revision de trabajos: Evans, 1999) sugirieron la posible participacion del
heterodimero en la fusion de gametas a través del siguiente modelo: el dominio
desintegrina de fertilina B se uniria a una integrina del ovocito, lo que expondria el
péptido fusogénico de fertilina a, conduciendo a la fusion de las membranas. Sin
embargo, evidencias posteriores han puesto en duda la funcién propuesta para este
heterodimero. A pesar de que el andlisis de la fertilidad de ratones KO deficientes para
fertilina o/ADAMIla (s6lo presente en células germinales testiculares) ¢ fertilina
B/ADAM?2 indic6 que los machos son infértiles (Cho et al., 1998; Nishimura et al., 2004)
el fenotipo de los ratones fue inesperado y complejo. En ambos casos, la infertilidad in
vivo se debe a que los espermatozoides presentan defectos en el transporte a través del
oviducto y en la etapa de union a la ZP. Los ratones deficientes en fertilina B, ademas,
presentan una disminucién en la capacidad espermatica de unirse y fusionarse con el
oolema in vitro (Cho et al., 1998; Nishimura et al., 2001). Por otro lado, ratones ko para

la otra subunidad a, es decir, ADAM1D resultaron fértiles (Kim et al., 2006a).

En cuanto a ciristestina/ADAM3, su historia es similar a fertilina ya que los
estudios previos in vitro (revision de trabajos: Evans, 1999) postularon a esta proteina
como mediadora del proceso de fusion y mas aun los ratones macho ko para esta
proteina son infértiles. Sin embargo y a pesar de mostrar una disminuciéon en la
capacidad de union al oolema, la capacidad de fusion de estos espermatozoides no esté
afectada, y la infertilidad de los animales se deberia a una union deficiente entre los

espermatozoides y la ZP (Nishimura et al., 2001; Shamsadin et al., 1999).

Estudios de expresion de proteinas sobre estas cuatro lineas de animales ko

indicaron la ausencia de otras proteinas ADAMs en la célula germinal testicular o en el
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espermatozoide ademas de la proteina ADAM que se deseaba anular (Kim et al., 2006a;
Kim et al., 2006b; Nishimura et al., 2001; Stein et al., 2005). Mas aun, animales ko para
calmegina, chaperona requerida para el proceso de fertilizacion (Ikawa et al., 1997;
Ikawa et al., 2001; Nakanishi et al., 2004), presenta el mismo fenotipo que los animales
deficientes en ADAM1a, y disminucion o ausencia de alguna de esta proteinas ADAMs.
Por lo tanto, en base a todos los resultados obtenidos, se concluye que, por lo menos en
el raton, el heterodimero ADAMIb/ADAM?2 seria dispensable para el proceso de
fertilizacion, ya sea migracion de espermatozoides a través del oviducto, union
espermatozoide-ZP o fusidon espermatozoide-ovocito. Por otro lado, ADAM1a/ADAM2
seria esencial para la correcta localizacion de ADAM3 en la superficie del
espermatozoide, y ADAM3 seria la molécula requerida para la unién espermatozoide-ZP
(Stein et al., 2005; Kim et al., 2006a). Atn no se descarta que otras proteinas ADAMs
presentes sobre el espermatozoide estén involucradas en el proceso de fusion

espermatozoide-ovocito (Stein et al., 2004).

La proteina Izumo corresponde a un miembro de expresion testicular de la
familia de inmunoglobulinas IgSF localizado en el acrosoma del espermatozoide (Inoue
et al., 2005). La relevancia de esta proteina para la fertilidad y su rol en el proceso de
fusion fueron confirmados mediante el andlisis de los animales ko para Izumo. Los
machos mutantes son estériles y mas ain la capacidad fusogénica de los
espermatozoides es el Unico pardmetro espermatico comprometido que presentaron estos

animales (Inoue et al., 2005).

La proteina DE y su participacion en el proceso de fusion en la rata, fueron
descriptas por nuestro laboratorio. Su caracterizacion, asi como las evidencias de su
participacion en la fusion de gametas, seran desarrolladas con mayor profundidad mas

adelante en la introduccion.

En cuanto a la especificidad de especie en la fusion, la misma existe pero es
menos restringida que en la penetracion de la ZP. La fusion de gametas heterdlogas es
posible en algunos casos, pero s6lo con gametas provenientes de determinadas especies

y no siempre en ambas direcciones. Como ejemplo, los ovocitos de rata pueden ser
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penetrados heterologamente por espermatozoides de raton, pero los ovocitos de raton no

pueden ser penetrados por espermatozoides de rata (Yanagimachi, 1994).

- Consecuencias de la fusion

Luego de la fusion con el espermatozoide, el ovocito inicia una serie de eventos
morfoldgicos y bioquimicos que llevan a la division celular y diferenciacion, o sea a la
formacién de un nuevo individuo. A este reinicio de la actividad del ovocito se lo
denomina activacion. Unos segundos luego de que la fusion ha ocurrido se produce un
aumento transitorio de los niveles de Ca®" citoplasmatico en el ovocito (Yanagimachi,
1994). El mecanismo por el cual se desencadena esta liberacion de Ca*" atn no ha sido

completamente dilucidado (revision de trabajos: Kurokawa et al., 2004).

Los indicadores mas visibles de la activacién son la exocitosis de los granulos

corticales y el reinicio de la meiosis.

i) Exocitosis de los granulos corticales: En la region cortical del ovocito maduro,
por debajo de la zona de microvellosidades, se encuentran los granulos corticales,
pequeiias organelas esféricas rodeadas de membrana que contienen mucopolisacaridos y
diversas enzimas (Ducibella, 1991). La aparicion de dichos granulos se encuentra
asociada a la expansion del aparato de Golgi durante el crecimiento del ovocito. Pocos
minutos luego de producida la fusion, mas del 95% de los granulos corticales han sido
expulsados por exocitosis (Ducibella, 1991; Hoodbhoy & Talbot, 1994). Su funcion es
modificar la ZP, en lo que se denomina la “reaccién de zona”, como asi también el
oolema, “reaccion vitelina”, de forma tal de prevenir la polispermia. En varias especies,
se ha demostrado que las proteasas liberadas de los granulos corticales provocan la
hidrolisis parcial de proteinas de la ZP (Shabanowitz & O'Rand, 1988; Hatanaka et al.,
1992; Ducibella et al., 1993). Por ejemplo, en el raton, ZP2 (120 kDa) es hidrolizada,
resultando en una proteina de menor peso molecular a la que se denomina ZP2¢ (Moller
& Wassarman, 1989). ZP3 también es modificada por el contenido de los granulos
corticales, pero en este caso se modifica el patrén de glicosilacion de dicha proteina

(Wassarman, 1987). Por otro lado, al nivel del oolema, se ha determinado que durante la
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liberacion de los granulos corticales, las membranas de estas estructuras se fusionan con
el oolema, afectando la composicion de dicha membrana en los ovocitos fertilizados
(Stewart-Savage & Bavister, 1988; Horvath et al., 1993). Ademas, el contenido liberado
de los granulos afectaria componentes del oolema, en particular a aquellos involucrados

en la union y la fusion de las gametas (Hoodbhoy & Talbot, 1994).

En algunas especies, como el hamster, humano y perro, la prevencion de
polispermia depende principalmente de la reaccion de zona. En otras especies, como el
conejo y el murciélago, el bloqueo depende principalmente de la modificacion del
oolema, por lo cual estos ovocitos presentan normalmente espermatozoides
supernumerarios en el espacio perivitelino. Existe ademds un tercer grupo de especies,
que incluye a la rata, raton y cobayo, en el que el bloqueo de polispermia depende de

ambos (Austin, 1961; Yanagimachi, 1994).

ii) Reinicio de la meiosis: Una vez que se ha completado la meiosis y liberado el
segundo corpusculo polar, el complemento haploide resultante se transforma en el
pronticleo femenino. En tanto, el nucleo del espermatozoide se decondensa y se
transforma en el prontcleo masculino. En ambos pronucleos comienza la sintesis de
ADN. Una vez que los pronucleos han completado su desarrollo, migran al centro del
ovocito (Figura 10), sus envolturas nucleares se desintegran y los cromosomas se unen

(singamia) para dar lugar a la primera division mitética.

Figura 10: Ovocito fertilizado.

Microfotografia de un ovocito humano ya fertilizado. Obsérvese los dos prontcleos en el centro del
ovocito conteniendo varios nucleolos cada uno.
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4. La proteina epididimaria “DE”

Tal como se mencionara anteriormente, una de las proteinas del espermatozoide
implicadas en el proceso de fusién de gametas es la proteina epididimaria DE. Esta
proteina fue originalmente identificada en nuestro laboratorio (Cameo & Blaquier, 1976;
Kohane et al., 1979; Kohane et al., 1980a), como una de las principales secreciones del
epididimo de rata. La caracterizacion de DE purificada (32 kDa) indicé que se trata de
una glicoproteina acida que contiene un 10% de residuos glicosilicos formados por D-
manosa, D-galacotosa, N-acetil-D-glucosamina, 4cido N-acetil-neuraminico y D-glucosa

(Garberi et al., 1982).

DE esta constituida por las proteinas D y E, las cuales se detectan como dos
bandas claramente distinguibles en geles de poliacrilamida nativos (Cameo & Blaquier,
1976; Garberi et al., 1979). Estudios utilizando combinaciones de distintos anticuerpos
indicaron la existencia de un epitope presente en E y no en D, sugiriendo que la
diferencia entre ambas proteinas residiria en la secuencia aminoacidica (Xu & Hamilton,
1996; Roberts et al., 2002). Sin embargo, se ha encontrado s6lo un gen que presenta
transcriptos alternativos los cuales no difieren en las regiones codificantes, razén por la
cual los mismos no podrian dar lugar a la diferencia entre D y E (Klemme et al., 1999;
Roberts et al., 2001). Recientemente, se ha encontrado que la forma E presenta un
residuo adicional de N-acetil galactosamina en su regién N-terminal, el que podria

originar el epitope presente Uinicamente en E (Roberts et al., 2006).

DE es sintetizada en forma androgeno-dependiente en las regiones proximales
del epididimo y se asocia a la superficie del espermatozoide de rata durante el transito
epididimario (Kohane et al., 1980a; Kohane et al., 1980b). Experimentos de
inmunofluorescencia indirecta (IFT) mostraron que originalmente localizada en la region
dorsal del acrosoma, DE migra al SE bajo condiciones capacitantes tanto in vivo como in
vitro (Rochwerger & Cuasnicu, 1992) (Figura 11). La observacion de que esta
migracion disminuye en ausencia de calcio, i6n esencial para la iniciacion de la RA (ver

<7 .7 . r +2 .
seccion Reaccion acrosomal), y aumente por el agregado de iondforo de Ca™ al medio
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de capacitacion, indica que la misma sucederia concomitantemente con la ocurrencia de

la RA (Rochwerger & Cuasnicu, 1992).

- RD
SE”

Figura 11: Localizacion de la proteina DE sobre el espermatozoide.

a) Esquema de la cabeza de un espermatozoide de rata en donde se distinguen la region dorsal (RD) y
el segmento ecuatorial (SE). Microfotografia de la cabeza de un espermatozoide de rata con marca
fluorescente para DE en b) la region dorsal, ¢) el segmento ecuatorial.

Resultados posteriores indicaron la existencia de dos poblaciones asociadas a la
superficie del espermatozoide con afinidades diferentes: una poblacion mayoritaria que
se asocia en forma débil por interacciones idnicas y que aumenta durante el transito de
los espermatozoides por el epididimo, y una fraccion minoritaria que se asocia con alta
afinidad y que se mantiene constante a lo largo de la maduracion (Cohen et al., 2000b).
En tanto la poblacion “débilmente unida”, se liberaria de las células durante la
capacitacion, la poblacion “fuertemente unida” permaneceria sobre el espermatozoide

luego de dicho proceso y migraria al SE con la RA

La secuenciacion de un péptido interno de DE y de un clon positivo de una
biblioteca de epididimo (Cohen et al., 2000b) indicaron que DE presenta un 100% de
homologia con la glicoproteina secretora epididimaria de rata AEG (acidic epididymal
protein) previamente clonada por Brooks et al. (1986) y Charest et al. (1988). El analisis
de esta secuencia indicd que DE pertenece a la familia de proteinas CRISP (cysteine-
rich secretory protein) cuyos miembros poseen un total de 16 cisteinas, 10 de las cuales
se localizan en el extremo C-terminal de la molécula. Dado que DE es el primer

miembro descripto de este familia, también ha sido denominada CRISP-1 (Haendler et
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al., 1993). Cabe mencionar que DE/CRISP-1 presenta una gran homologia con otras dos
proteinas epididimarias: la proteina de raton AEG-1 6 CRISP-1 (82%) (Mizuki &
Kasahara, 1992; Haendler et al., 1993), y la proteina humana ARP 6 hCRISP-1 (55%)
(Hayashi et al., 1996; Kratzschmar et al., 1996).

En los ultimos afios, la familia de proteinas CRISP ha crecido significativamente
debido a la identificacion de nuevos miembros no so6lo en mamiferos, sino que ademas
en especies alejadas evolutivamente. En cuanto a las proteinas de mamiferos, se han
identificado: Tpx-1/CRISP-2, de origen testicular (Hardy et al., 1988; Kasahara et al.,
1989; O'Bryan et al., 1998); CRISP-3 con una expresion mas ubicua que incluye
prostata, pancreas, saliva, neutrofilos, timo, colon y ovario (Haendler et al., 1993; Udby
et al., 1995; Kjeldsen et al., 1996); y la recientemente identificada CRISP-4, también de
origen epididimario (Jalkanen et al., 2005; Nolan et al., 2006). Asimismo, se ha
descripto la existencia de proteinas CRISPs en venenos de lagarto y serpiente
(Morrissette et al., 1995; Yamazaki & Morita, 2004), en ovocito y embrién de rana
(Olson et al., 2001) y en embrion de gallina (Smith et al., 2001). La familia CRISP, junto
con alergenos de insectos (V5), proteinas de plantas y de humanos relacionadas con
proteina del grupo 1 involucradas en la patogénesis de plantas (Pathogenesis-Related-1)
(Fernandez et al., 1997; Henriksen et al., 2001; Serrano et al., 2004), conforman la

superfamilia de proteinas CAP (CRISP/Antigen-5/PR-1).

Si bien existen numerosos miembros de la familia CRISP, muy pocos han sido
estudiados en relacion a su funcion bioldgica (Rochwerger et al., 1992; Morrissette et
al., 1995; Yamazaki & Morita, 2004; Wang et al., 2005; Guo et al., 2005). Entre los
mismos se encuentra la proteina DE/CRISP-1. Resultados de nuestro laboratorio
mostraron que la exposicion de espermatozoides epididimarios a un anticuerpo
policlonal contra DE (anti-DE) previo a su inseminacion uterina, es capaz de inhibir
significativamente el porcentaje de ovocitos fertilizados en el oviducto (Cuanicu et al,
1984), sugiriendo que DE estaria involucrada en el proceso de fertilizacion. Estudios
posteriores indicaron que la inmunizacién de ratas machos y hembras con DE produjo
una respuesta inmune en mas del 90% de los animales como asi también una inhibicion

significativa de la fertilidad en ambos sexos (Cuasnicu et al, 1989, Perez Martinez et al,
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1995) a través de un mecanismo que involucraria la entrada de los anticuerpos al tracto
reproductivo, su unién a los espermatozoides y la inhibicidon especifica de su capacidad
fertilizante sin provocar efectos patologicos (Ellerman et al, 1998). Recientemente, se
demostr6 que la proteina DE recombinante es también capaz de generar una respuesta
inmune en ratas tanto machos como hembras, resultando en una disminucién
significativa en la fertilidad de los animales sin producir efectos patologicos evidentes
(Ellerman et al., en prensa). En conjunto, estos resultados indicaron que, ademds de su
participacion en el proceso de fertilizacion, DE seria relevante para la fertilidad de un

individuo y, por ende, un potencial candidato para la regulacion de la fertilidad.

Resultados posteriores, utilizando ensayos de fertilizacion in vitro, mostraron que
la exposicion de los espermatozoides al anticuerpo anti-DE era capaz de inhibir
significativamente la penetracion de ovocitos sin ZP, sugiriendo que DE estaria
involucrada en la etapa especifica de fusion de gametas (Cuasnicu et al, 1991). Como
otra aproximacion al estudio de la participacion de DE en el proceso de fusion, ovocitos
sin ZP y espermatozoides capacitados fueron coincubados en presencia de DE purificada
con la idea de que si existieran sitios de union para DE en la superficie del ovocito, la
proteina deberia unirse a dichos sitios e inhibir significativamente el proceso de fusion.
Los resultados indicaron que, efectivamente, DE es capaz de producir una inhibicion
disminucion significativa y concentracion-dependiente del porcentaje de ovocitos sin ZP
penetrados (Rochwerger et al., 1992), sin afectar la unidn inicial de los espermatozoides
a los ovocitos. En conjunto, estos resultados sugieren que DE participaria en un evento
posterior a la union de las gametas y conducente a la fusion de las membranas, a través
de sitios complementarios. Ensayos de IFI permitieron detectar la presencia de dichos
sitios en toda la superficie del ovocito, exceptuando la region de la membrana plasmatica
libre de microvellosidades que cubre el huso meidtico por la cual el espermatozoide
raramente se fusiona con el ovocito (Rochwerger et al., 1992, Cohen et al, 1996)
(Figura 12). Por lo tanto, mientras la proteina DE se localiza en la region fusogénica de
la membrana plasmatica del espermatozoide, los sitios complementarios para DE se

encontrarian localizados en la region fusogénica de la membrana plasmatica del ovocito.
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Figura 12: Localizacion de la sitios complementarios a DE en el ovocito.

Microfotografias de un ovocito de rata sin ZP con marca fluorescente para sitios de unién a DE. Se
muestran dos planos focales del mismo ovocito. La flecha indica el area negativa.

En cuanto a las proteinas homologas a DE en otras especies, resultados de
nuestro laboratorio utilizando anticuerpos anti-DE han demostrado la presencia de la
proteina de raton AEG/CRISP-1 en extractos proteicos de epididimos y de
espermatozoides como asi también sobre la region acrosomal de la cabeza del
espermatozoide de raton. El agregado de la proteina de rata durante la coincubacion de
espermatozoides y ovocitos sin ZP de raton, produjo una disminucion significativa en el
porcentaje de fertilizacion, sin inhibir la union de las gametas. Estudios de IFI utilizando
DE y anti-DE, indicaron la presencia de sitios complementarios para DE en la region
fusogénica de los ovocitos de raton (Cohen et al., 2000a). Por su parte, la proteina
homologa humana ARP/hCRISP-1 se asocia con alta afinidad al espermatozoide
humano y permanece luego del proceso de capacitacion. Resultados de nuestro
laboratorio indicaron que un anticuerpo especifico contra ARP era capaz de inhibir
significativamente la penetracion de ovocitos de hamster por espermatozoides humanos,
mientras que la proteina recombinante ARP poseia sitios de union en la superficie del

ovocito humano (Cohen et al., 2001).

Estudios posteriores tuvieron como objetivo tratar de comprender el mecanismo
molecular por el cual DE y sus homologos participarian en el proceso de fusion. En
primer lugar, DE de rata fue expresada en un sistema procaridtico evaluando su
actividad bioldgica a través de las técnicas de IFI y el ensayo de fusién previamente
mencionados. Estos experimentos indicaron que, al igual que la proteina nativa, la

proteina recombinante era capaz de unirse a los sitios complementarios presentes en el
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ovocito como asi también de inhibir el proceso de fusion (Ellerman et al, 2002). Ensayos
de deglicosilacion de la proteina nativa, y comparaciéon entre dicha proteina y la
recombinante no glicosilada mostraron que los carbohidratos no serian esenciales,
indicando que la actividad bioldgica de la proteina residiria en la region peptidica de la
misma. Asimismo, la reduccion de puentes disulfuros en ambas proteinas demostraron
que la exacta formacion de dichos puentes en la proteina no seria fundamental para su

funcién bioldgica (Ellerman et al., 2002).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento en cuanto al

comportamiento y funcion de la proteina epididimaria DE, el presente trabajo ha tenido

tres objetivos principales que se detallan en la proxima seccion.
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Objetivos

El presente trabajo ha tenido tres objetivos principales llevados a cabo a través de

diferentes estudios.

Objetivo I. DE y el proceso de capacitacion

Tal como fuera mencionado anteriormente, DE se encuentra originalmente
localizada en la region dorsal del acrosoma del espermatozoide de rata y migra al SE bajo
condiciones capacitantes tanto in vivo como in vitro. Entre las moléculas esenciales para la
complecion del proceso de capacitacion, el i6n bicarbonato ha sido descripto como
responsable de la ocurrencia de diferentes eventos moleculares asociados a este proceso
tales como la redistribucion de lipidos, la fosforilacion de proteinas en tirosina y la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (revision de trabajos: Visconti et al., 2002;
Gadella & van Gestel, 2004). Por lo tanto, el primer objetivo de esta Tesis consistio en
investigar si la migracion de DE al SE esta regulada por el ion bicarbonato durante el

proceso de capacitacion.

En paralelo a estos estudios, investigamos la influencia del i6n bicarbonato sobre
otros dos importantes eventos que tienen lugar durante el proceso de capacitacién y que no
habian sido atin estudiados en el modelo de rata: la fosforilacion de proteinas en tirosina y

la expresion de la capacidad fusogenica del espermatozoide.
Por lo tanto, los estudios realizados para llevar a cabo este primer objetivo fueron:
1. Evaluacion del efecto producido por la ausencia de bicarbonato sobre la migracion

de la proteina DE al SE, la fosforilacion de proteinas en tirosina y la expresion de la

capacidad fusogénica del espermatozoide.

2. Estudio de la participacion de la via de transduccion de sefales intracelulares

cAMP/PKA en la regulacion por bicarbonato de los tres parametros mencionados.
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Objetivo II. DE y el proceso de fertilizacion

Como fuera descripto en la Introduccion, nuestros estudios indican que la proteina
DE y sus homologos participarian en el proceso de fusion de gametas a través de su union a
sitios complementarios localizados en la superficie del ovocito. Con el fin de esclarecer los
mecanismos moleculares involucrados en dicha interaccion, el segundo objetivo de esta
Tesis consistio en identificar el sitio activo por el cual DE interactia con el ovocito y

participa en el proceso de fusion de gametas.

Para tal fin se realizaron los siguientes estudios:

1. Determinacion de la region de la proteina DE responsable de su union al ovocito de

rata.

2. Evaluaciéon de la especificidad de la interaccion entre dicha region y los sitios

complementarios en el ovocito.

Objetivo III. DE y su relevancia para la fertilidad

Tal como fuera descripto anteriormente, los resultados de la inmunizacion de ratas
con DE indican que esta proteina epididimaria, ademas de participar en el proceso de
fertilizacion, podria ser relevante para la fertilidad de un individuo. Por esta razén, y como
una logica continuacion de nuestros estudios, el tercer objetivo de este trabajo consistio
en la generacion de ratones “knock out” para CRISP-1y el estudio de su fertilidad. De
acuerdo a nuestro conocimiento, estos son los primeros animales ko producidos para una

proteina identificada en el pais.

Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron los siguientes estudios:

1. Generacion de una linea de ratones ko para CRISP-1.
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2. Evaluacién de la ausencia de CRISP-1 sobre la fertilidad de los animales y sobre

diversos parametros funcionales del espermatozoide.
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CAPITULO1

“DE y el proceso de capacitacion”



Capitulo I — Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Ratas macho adultas (3-9 meses de edad), y hembras prepuberes (25-30 dias de edad) de la
cepa Sprague-Dawley fueron utilizadas para los ensayos descriptos en este capitulo. Los
animales fueron mantenidos a 23°C en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental, con alimento y agua ad libitum y con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de
oscuridad. Los experimentos con animales fueron llevados a cabo siguiendo “Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals” publicada por NIH (Bethesda, MA, EEUU).

2. Preparacion de los espermatozoides

2.1. Obtencion y capacitacion in vitro de espermatozoides de rata

El medio utilizado para la recuperacion y capacitacion de los espermatozoides de rata
correspondid al medio de fertilizacion RFM (Kaplan & Kraicer, 1978). En algunos casos se
utilizé dicho medio pero sin el agregado de bicarbonato de sodio manteniendo el pH en 7,2-
7,4 por la presencia de HEPES (25 mM). Antes de utilizar el medio, el mismo fue
equilibrado durante 30 min en el incubador a 37°C. Para la obtencion de espermatozoides
epididimarios, los animales fueron anestesiados, y los epididimos extraidos y limpiados de
tejido adiposo y de sangre. Los espermatozoides fueron recuperados por puncion del tibulo
correspondiente a la region del cauda y los espermatozoides motiles fueron seleccionados
por la técnica de “swim up” modificada (descripta originalmente por Shalgi et al., 1981).
Para ello, los espermatozoides fueron colocados en el fondo de un tubo conico Falcon (de
15 ml de capacidad) y cubiertos de 1,5 ml de medio RFM sin HCOs™ y luego incubados
durante 10 min a 37°C permitiendo que los espermatozoides motiles asciendan hacia la

superficie libre.
Paralelamente, 400 pl de medio RFM con o sin HCOj™ fue agregado a placas de cultivo de

24 hoyos cubriendo a los mismos con 300 pl de vaselina por hoyo. A continuacion,

alicuotas de las capas superiores del “swim up” fueron agregadas a cada hoyo de la placa de
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cultivo. La concentracion final de espermatozoides en cada hoyo fue entre 0,5 y 1 x 10°
células/ml determinada mediante la utilizacion de un hemocitometro. La incubacion
continud por un periodo de hasta 5 hs a 37°C y en el caso que el medio contuviera HCOj',

la misma se realiz6 en un incubador de gaseo automatico conteniendo una atmoésfera de 5%

de C02

2.2. Tratamiento de los espermatozoides de rata

En algunos casos, la incubacion de espermatozoides fue realizada en medio sin HCO3™ pero
en presencia de dibutiril AMP ciclico (dbcAMP) a 5 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EEUU; preparado en medio RFM) y pentoxifilina (PTX) a 3 mM (Sigma; preparado
en medio RFM al momento del uso). En otros casos, se realizd la incubacion de
espermatozoides en medio completo con el agregado de H89 a 10, 30 6 100 uM
(Calbiochem, La Jolla, CA, EEUU; preparado a 10 mM en dimetilsulfoxido (DMSO)). Para
el estudio de la acumulacion de AMP ciclico (cAMP), los espermatozoides fueron
capacitados en presencia de bicarbonato y 3 mM de PTX. En algunos casos, se agregd
acetato de miristato (PMA) a 10 uM (Sigma; preparado a 3 mM en DMSO) 6 KH7 a 50
uM (cedido por el Dr Buck, Cornell University; NY; EEUU; preparado a 100 mM en
DMSO). En los experimentos que se utilizaron reactivos disueltos en DMSO, también se

agregd un tratamiento con solo el vehiculo.

Para determinar la reversibilidad del efecto causado por bicarbonato sobre la capacitacion
del espermatozoide, los mismos fueron incubados en medio sin HCOs™ por 3 hs, y luego

expuestos al agregado del anién por 15, 30 o 60 min adicionales.

2.3. Obtencion y capacitacion de espermatozoides de raton

Los epididimos fueron obtenidos, limpiados y los espermatozoides colectados por puncion
de los tubulos del cauda. El medio utilizado, en este caso, fue el descripto por Fraser y
Drury (1975) suplementado con BSA 3%. La capacitacion fue llevada cabo en gotas de 200
ul de medio bajo vaselina. En cada gota se sembr6 una alicuota de la suspension original de
forma tal que la concentracién final resulto de 0,1-1 x 10’ células/ml determinada por
conteo en hemocitometro. La incubacion continudé por un periodo de 90 min a 37°C en

estufa con gaseo automatico conteniendo una atmésfera de 5% de CO..
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3. Evaluacion de la migracion de la proteina DE
Inmunofluorescencia indirecta

Alicuotas de suspensiones de espermatozoides fueron incubadas con paraformaldehido
(PFA) 1% en PBS por 10 min a TA y posteriormente lavadas tres veces con PBS-BSA 4
mg/ml. Los espermatozoides fijados fueron extendidos sobre portaobjetos cubiertos con
poli-L-lisina (0,1 mg/ml) y secados al aire. El bloqueo fue realizado con suero de cabra
normal (SCAN) 5% en PBS por 30 min a 37°C. Las muestras fueron luego incubadas con el
el anticuerpo policlonal anti-DE (concentracion original: 7,2 mg/ml y diluido 1/100 en
SCAN 1% en PBS) (Kohane et al., 1983) durante 16 hs a 4°C. Posteriormente, se realizaron
3 lavados de 10 min con PBS y los extendidos fueron luego expuestos a anticuerpos anti-
IgG de conejo acoplados a isocianato de fluoresceina (FITC; Sigma) diluido 1/100 en PBS
durante 30 min a 37°C. Finalmente, luego de 3 lavados adicionales, las muestras fueron
montadas con glicerol 90% en PBS y los cubreobjetos sellados con esmalte. Para cada
tratamiento, se contaron 200 células en un microscopio Nikon Optiphot (Nikon, Tokyo,

Japon) equipado con lentes epifluorescentes (500 x).

4. Determinacion de fosforilacion de proteinas en tirosina

4.1. Separacion electroforética y Western Blot

Alicuotas de suspensiones de espermatozoides fueron lavadas dos veces con PBS y los
espermatozoides resuspendidos en buffer de sembrado (10 pl/ 1 x 10° células) conteniendo
Tris-HCI 25 mM pH 6,8, SDS 0,5% y glicerol 5%. Luego de 5 min de incubacion, los
mismos fueron hervidos por 5 min y centrifugados a 4000 x g por 3 min. Los sobrenadantes
fueron recuperados y hervidos en presencia de 2--mercaptoetanol 70 mM durante 5 min.
Las proteinas solubles recuperadas luego de una nueva centrifugacion fueron diluidas en
azul de bromofenol y sometidas a una separacion electroforética. Para ello, se utilizaron
geles de 1,5 mm de espesor de poliacrilamida 7,5% con SDS 0,1% (Laemmli, 1970). La
corrida se realizd bajo condiciones de corriente constante (25 mA por gel) a temperatura

ambiente (TA).
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Luego de la separacion, las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa (Towbin et al., 1979) utilizando un buffer con Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%. La transferencia fue realizada a 4°C a voltaje constante durante toda la noche
(35 V)o 1 h (100 V), confirmandose por tincidon de las proteinas con rojo Ponceau 0,1% en
acido acético 5%. Los sitios de union inespecifica fueron bloqueados por incubacion de las
membranas con leche descremada 2% en PBS. Al cabo de 1 h, las membranas fueron
expuestas a anticuerpos IgGs monoclonales anti-fosfotirosina (clone 4G10, Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY, EEUU) diluido 1/10.000 en solucion de bloqueo por 1 h.
Luego de 3 lavados de 10 min cada uno en PBS-Tween 20 0,1%, las membranas fueron
incubadas durante 1 h con anticuerpos anti-IgG de raton acoplados a peroxidasa (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) diluido 1/5.000 en solucién de bloque. Las
membranas fueron lavadas nuevamente y las bandas reactivas fueron visualizadas por
quimioluminiscencia utilizando el kit comercial “ECL plus” (Amersham Life Science Inc.,
Oakville, ON, Canada). Las membranas con el reactivo de quimioluminiscencia fueron
expuestas a placas Biomax MR (Eastman Kodax Company, Rochester, NY) durante pocos
minutos y luego reveladas por pasajes sucesivos en soluciones de revelador, lavado y

fijador. Todas las incubaciones fueron realizadas a TA y con agitacion.

4.2. Inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides

Los espermatozoides fueron tratados tal como se describié anteriormente excepto por los
siguientes cambios. Luego del bloqueo, los extendidos fueron incubados con el anticuerpo
anti-fosfotirosina (1/100) y la segunda incubacion realizada en presencia de anticuerpos de

raton acoplados a FITC (Sigma; 1/100).

5. Evaluacion de la capacidad fertilizante del espermatozoide de rata

5.1. Superovulacion de las hembras y preparacion de los ovocitos

Hembras prepuberes fueron superovuladas con una inyeccion de 20 Ul de gonadotrofina
coridnica equina (eCG; Syntex), seguida, a las 48-72 hs, por una inyeccion de 25 Ul de
gonadotrofina corionica humana (hCG; Sigma). Doce a 15 hs luego de la administracion de

hCG, las hembras fueron sacrificada y sus oviductos recuperados. Los complejos ovocito-
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cumulus fueron obtenidos mediante puncion de la ampulla, y las células del camulus fueron
disociadas mediante incubacion con hialuronidasa 1 mg/ml (type IV, Sigma) en PBS-BSA
4 mg/ml. Los ovocitos libres de células fueron lavados por 5-6 pasajes sucesivos por gotas
de medio RFM. Luego, la zona pelicida (ZP) fue removida mediante tratamiento con
solucion acida de Tyrode (pH 2,5) (Nicolson et al., 1975) durante 10-20 seg, y posterior
lavado en medio RFM. Todos estos procedimientos se realizaran bajo lupa estereoscopica

con un aumento de 60x.

5.2. Ensayo de fusion de gametas

Los ovocitos sin ZP fueron colocados en gotas de 100 ul de RFM con o sin bicarbonato
cubiertas por aceite mineral, e inseminados con espermatozoides capacitados in vitro (tal
como se describié en el punto 2 de este capitulo) en una concentracion final de 0,5 a 1 x 10°
células/ml. La coincubacion de las gametas se llevd a cabo durante 2 a 3 hs en estufa a
37°C y cuando el medio contuvo bicarbonato, la misma fue realizada en una atmosfera de
5% de CO,. Finalmente, los ovocitos fueron lavados para remover los espermatozoides que
hubieran quedado débilmente unidos, y montados entre un portaobjetos (en el centro de 4
gotas de una mezcla 9:1 de vaselina liquida y parafina) y un cubreobjetos, para su posterior
evaluacion bajo microscopio optico (400 x). Se consideraron “penetrados” a aquellos
ovocitos que presentaban dos pronucleos y la presencia de la cola del espermatozoide

dentro del citoplasma del ovocito.

6. Medicion de los niveles de cAMP intracelulares

Radioinmunoensayo

Alicuotas de las suspensiones de espermatozoides fueron centrifugadas para remover el
medio y luego los espermatozoides fueron resuspendidos en 500 pl de etanol absoluto. A
continuacion, se realizd una nueva centrifugacion a maxima velocidad y el sobrenadante,
trasvasado a otro tubo, fue evaporado. Finalmente, se agregd a este ultimo tubo 200 pl
(cada 1 x 10° células) de buffer acetato de sodio 50 mM pH 6,2—ajustado con 4cido acético

glacial—.
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Para realizar la medicion de cAMP, se siguid la técnica descripta en Del Punta et al. (1996),
utilizando estdndares de concentracion del nucledtido entre 0 y 5000 fmoles (Sigma) en 100
ul de buffer acetato. Se realizaron duplicados de tanto los estdndares como de las muestras
(0,5 x 10° células). Ambos fueron acetiladas durante 10 min a TA por el agregado de 10 pl
de una mezcla de anhidrido acético y trietilamina (1:2 v/v). Posteriormente, se agregd a
cada tubo 25.000 cpm de TME-AMPc (Sigma) marcado con I'** (por Dr Omar Pignataro,
IByME) en 100 pl de buffer acetato, y el anticuerpo anti-AMPc (cedido por Dr. Parlow del
National Hormone and Peptide Program, Harbor-UCLA Medical Center, CA, EEUU)
diluido 1/17.500 en 100 pl de buffer acetato, continuando la incubacién a 4°C durante toda
la noche. Al dia siguiente, se agreg6 a cada tubo 50 ul de BSA 2% y 2 ml de etanol ftrio, y
las muestras centrifugadas a 3000 rpm en rotor H6000A (Sorvall, Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA, EEUU) durante 12 min. El sobrenadante fue descartado y la
radioactividad del pellet determinada en contador Beckman para rayos gamma. Los
controles utilizados fueron, por un lado, sin muestra o estandar (unién maxima del
anticuerpo al trazador), y por el otro, sin muestra o estdndar y sin anticuerpo (pegado

inespecifico del trazador).

7. Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media £ SEM para cada grupo de experimentos.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa “GraphPad Prism”, (version
3,02, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU). Los porcentajes de migracion de la
proteina DE y los porcentajes de ovocitos penetrados fueron analizados con el test X2,
mientras que la acumulacion de cAMP fue analizada con el test de Student. Los resultados

fueron considerados significativamente diferentes a un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

Como fuera descripto anteriormente, el primer objetivo de este trabajo consistio en
evaluar la influencia del 16n bicarbonato sobre la migracion de la proteina DE al SE y sobre
otros dos fendmenos asociados a la capacitacion tales como la fosforilacion de proteinas en

tirosina y la expresion de la capacidad fusogéncia.

1. Efecto de la ausencia de bicarbonato sobre diferentes eventos asociados

a la capacitacion

1.1. Migracion de la proteina DE

Con el objetivo de evaluar la influencia del bicarbonato sobre este fendmeno,
espermatozoides motiles obtenidos del cauda epididimario fueron incubados en el medio
RFM con 6 sin el agregado del anion durante 5 hs. Posteriormente, los espermatozoides
fueron fijados y sujetos a IFI utilizando anti-DE y anti-IgG acoplado a FITC, como primer
y segundo anticuerpo, respectivamente. Los resultados mostrados en la Figura 1.1A,
indicaron que, en presencia de bicarbonato, el porcentaje de espermatozoides con DE en el
SE aumentaba en funcion del tiempo de capacitacion. Los espermatozoides incubados en
ausencia del i16n, por su parte, mostraron niveles significativamente menores de

redistribucion de DE.

Para determinar la reversibilidad del efecto causado por la ausencia de bicarbonato
sobre la migracion de DE, los espermatozoides fueron incubados en medio sin HCOj3™ por 3
hs, y luego expuestos al agregado del anion por 15, 30 6 60 min. Al cabo de los diferentes
tiempos, los espermatozoide fueron recuperados y sometidos a IFI, observandose que la
redistribucion de DE alcanzaba los niveles del control luego de 30 min de exposicion al

bicarbonato (Figura 1.1B).
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Figura 1.1: Efecto de la ausencia de bicarbonato sobre la migracion de la proteina DE al SE del
espermatozoide.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio con 6 sin HCO;™ durante 5 hs (A) 6 sin HCO5y’
por 3 hs agregando luego el i6n al medio y continuando la incubacion por 15, 30, 60 o 120 min adicionales
(B). Alicuotas de espermatozoides fueron recuperadas a diferentes tiempos y la redistribucion de DE al SE
analizada por IFI. Los datos representan el promedio = SEM de 6 experimentos independientes. (A) linea
llena vs linea de guiones; p < 0,02. (B) linea punteada vs linea de guiones, p < 0,05.

1.2. Fosforilacion de proteinas en tirosina

A pesar de haber sido descripta en otras especies, la fosforilacién de proteinas en
tirosina no habia sido estudiada atin en el modelo de rata, razén por la cual, en paralelo a
los estudios de migracion de DE, se investigd la ocurrencia de este evento en
espermatozoides de rata y su regulacion por bicarbonato durante la capacitacion. Para ello,
en primer lugar, espermatozoides epididimarios fueron incubados en el medio RFM,
evaluandose la ocurrencia de la fosforilacién de proteinas en tirosina a diferentes tiempos

de capacitacion y mediante dos metodologias que proporcionan datos complementarios.
En el primer caso, las proteinas fueron extraidas con SDS y B-mercaptoetanol y

separadas por electroforesis y Western Blot, utilizando anti-fosfotirosina como primer

anticuerpo. Los resultados mostrados en la Figura 1.2A revelaron un aumento en la
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fosforilacion de residuos tirosina de proteinas de peso molecular entre 30 y 120 kDa a
medida que transcurre el proceso de capacitacion. Mientras que los espermatozoides no
capacitados no presentaron proteinas con dicha modificacion post-traduccional,
espermatozoides incubados por al menos 4 hs mostraron un patrén maximo de proteinas
fosforiladas. Como control negativo se incluyd un extracto de proteinas de espermatozoides

capacitados por 5 hs y sujetos a la inmunodeteccion omitiendo el primer anticuerpo.
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Figura 1.2: Fosforilacion de proteinas en tirosina durante la capacitacion del espermatozoide de
rata.

(A) Alicuotas de espermatozoides recuperadas a distintos tiempos de la capacitacion (1 a 5 hs) fueron
sujetas a Western Blot. Se realizaron 3 experimentos independientes, mostrandose uno representativo. NC:
espermatozoides no capacitados. C: espermatozoides capacitados por 5 hs y revelados omitiendo el primer
anticuerpo. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en kDa. (B) Microfotografias de
contraste de fase (izquierda) e IFI (derecha) de espermatozoides no capacitados (1,2) y capacitados por 5
hs (3, 4, 5, 6). La IFI fue realizada utilizando anti-fosfotirosina (4), u omitiendo el primer anticuerpo como
control (6). Escala =20 pm.

La segunda técnica utilizada fue la IFI, la cual proporciona informacion sobre la
localizacién de las proteinas fosforiladas. Para ello, los espermatozoides fueron fijados, ¢

incubados con anti-fosfotirosina y anti-IgG acoplados a FITC, como primer y segundo
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anticuerpo, respectivamente. Como en el caso anterior, el control negativo consistio en la
omision del primer anticuerpo. Los resultados obtenidos fueron consistentes con los
hallados con la metodologia anterior, observandose una reaccidbn negativa en
espermatozoides no capacitados y una marca fluorescente localizada en las piezas media y

principal del flagelo en el 80% de los espermatozoides capacitados por 5 hs (Figura 1.2B).

El siguiente paso consisti6 entonces en evaluar el efecto de la ausencia de
bicarbonato sobre este mismo fendémeno. Para ello, espermatozoides epididimarios fueron
incubados en medio con 6 sin el agregado del i6n, determinandose la ocurrencia de este
evento mediante Western Blot e IFI tal como se describiera anteriormente. Los resultados
indicaron que, a diferencia de lo observado en espermatozoides control, los
espermatozoides incubados en ausencia de bicarbonato no mostraron el patron
caracteristico de proteinas fosforiladas (Figura 1.3A), ni la marca fluorescente en la cola
(la imagen obtenida fue idéntica a la mostrada en el panel 2 de la Figura 1.2B). Sin
embargo, una banda correspondiente a una proteina de aproximadamente 45 kDa fue
detectada por Western Blot atin en espermatozoides incubados en ausencia de HCO;5". La
especificidad de esta banda fue confirmada por el hecho de que la misma no estaba presente

cuando el primer anticuerpo era omitido (control negativo mostrado en la Figura 1.2A).
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Figura 1.3: Efecto de la ausencia de bicarbonato sobre la fosforilacion de proteinas en tirosina.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio con (+) o sin (-) HCO3 durante 3 6 5 hs (A) 6
sin (—) HCO5 por 3 hs agregando luego el i6n al medio y continuando la incubacién por 15, 30 6 60 min
adicionales (B). Alicuotas de espermatozoides fueron recuperadas a diferentes tiempos y la fosforilacion
de proteinas en tirosina analizada por Western Blot. Se realizaron 3 experimentos independientes,
mostrandose uno representativo. NC: espermatozoides no capacitados. A la izquierda de cada panel se
muestran los marcadores de peso molecular en kDa.
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Para determinar la reversibilidad del efecto causado por la ausencia de bicarbonato,
espermatozoides incubados en medio libre del ion por 3 hs, fueron expuestos al mismo y la
fosforilacion de proteinas en tirosina evaluada a diferentes tiempos luego del agregado. Los
resultados indicaron que el patron maximo de proteinas fosforiladas fue alcanzado a s6lo 15

min luego del agregado del bicarbonato al medio (Figura 1.3B).

1.3. Capacidad fusogénica del espermatozoide

Con el fin de estudiar la influencia del bicarbonato sobre la expresion de la
capacidad fusogénica, espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio RFM en
presencia 6 ausencia de bicarbonato durante 4 hs y luego utilizados para inseminar ovocitos
de rata sin ZP, evaludndose el porcentaje de ovocitos penetrados al cabo de 3 hs de
coincubacion. Tal como se muestra en la Figura 1.4A, a diferencia de los espermatozoides
incubados con bicarbonato durante todo el proceso, las células incubadas en ausencia del
i6n fueron incapaces de penetrar los ovocitos sin ZP (1 ovocito penetrado de un total de

61).

Para investigar si el anion resultaba esencial para la capacitacion o para la fusion de
gametas en si, espermatozoides incubados en ausencia del bicarbonato fueron coincubados
con los ovocitos en medio completo y viceversa. Los resultados indicaron que los
espermatozoides incubados sin bicarbonato durante la capacitacion no fueron capaces de
penetrar a los ovocitos, independientemente de la presencia del i6n durante la coincubacion
de la gametas. Contrariamente, los espermatozoides capacitados en medio completo
mostraron una capacidad fusogénica independiente del medio utilizado durante la
coincubacion de la gametas. Estos resultados demuestran que el bicarbonato seria necesario
para la adquisicion de la capacidad fusogénica, que ocurre durante la capacitacion

espermatica, y no para el evento de fusion en si mismo (Figura 1.4A).
El siguiente paso consistio en evaluar la reversibilidad de este efecto observado, y

para ello, los espermatozoides fueron incubados en medio sin HCO; por 3 hs, luego

expuestos al agregado del anién por diferentes periodos, y finalmente utilizados para
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inseminar ovocitos de rata sin ZP. Los resultados indicaron que mientras los
espermatozoides incubados en ausencia de bicarbonato no fueron capaces de penetrar los
ovocitos, aquellos expuestos durante 15, 30 6 60 min al idn mostraron un aumento en el

porcentaje de penetracion (Figura 1.4B).
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Figura 1.4: Efecto de la ausencia de bicarbonato sobre la capacidad fusogénica de los
espermatozoides.

(A) Espermatozoides epididimarios fueron incubados en presencia (+) 6 ausencia (—) de bicarbonato por 4
hs (1), y luego coincubados con ovocitos sin ZP con (+) 6 sin (=) HCO;™ (2), evaluandose el porcentaje de
ovocitos penetrados al cabo de 2-3 hs. Los datos representan el promedio = SEM de 6 experimentos
independientes. a vs b, p < 0,001. (B) Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio sin (-)
HCOj; por 3 hs evaluandose el porcentaje de ovocitos sin ZP penetrados a diferentes tiempos (15, 30 y 60
min) luego del agregado del i6n al medio. Los datos representan el promedio £ SEM de 6 experimentos
independientes. a vs b, p < 0,05.

En conjunto, los resultados encontrados hasta el momento, indican que tanto la
migracion de la proteina DE al SE, como la fosforilacion de proteinas en tirosina, y la
expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide, serian eventos dependientes de la

presencia de bicarbonato durante el proceso de capacitacion.
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2. Senalizacion intracelular del bicarbonato a través de la via

SAC/cAMP/PKA

Estudios en diferentes especies sugieren que el bicarbonato actuaria durante la
capacitacion activando la cascada de sefializacion intracelular dependiente de cAMP
(Revision de trabajos: Visconti et al., 2002). En el raton, se demostrd que este i6n podria
entrar al espermatozoide a través de un cotransportador Na'/HCOs". Una vez dentro de la
célula, el bicarbonato interactuaria con una isoforma soluble y testicular de la enzima
adenilato ciclasa (sAC), la cual aumentaria los niveles intracelulares de cAMP activando de

esta forma a la proteina quinasa A (PKA).

Con el fin de investigar si el efecto del i6n bicarbonato sobre los tres parametros
estudiados estaba mediado por esta cascada de sefalizacion, primeramente se estudio la
influencia de dicho i6n sobre la acumulacion de cAMP intracelular durante la capacitacion.
Para ello, espermatozoides de rata fueron incubados durante la capacitacién en presencia 6
ausencia de bicarbonato y en presencia de un inhibidor de fosfodiesterasa: PTX,
recuperandose alicuotas de los mismos al cabo de diferentes periodos. Posteriormente, el
cAMP intracelular fue extraido con etanol y sus niveles determinados por
radioinmunoensayo utilizando cAMP I'* radioactivo (marcado por el Dr. Pignataro) y
anticuerpos anti-cAMP (cedidos por el Dr. Parlow). En el Figura 1.5 se observa, que en
condiciones capacitantes, se produce un aumento en la acumulaciéon de cAMP respecto al
control sin capacitar (t = 0), el cual alcanza un méximo a los 30 min de capacitacion. Por su
parte, espermatozoides incubados por diferentes tiempos en ausencia de bicarbonato
presentaron niveles de acumulaciéon de cAMP muy similares entre si y no diferentes a los

espermatozoides control.
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Figura 1.5: Efecto de la ausencia de bicarbonato sobre la acumulacién de cAMP durante la

capacitacion.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados con (M) o sin (@) bicarbonato y PTX durante 4 hs.
Alicuotas de espermatozoides fueron recuperadas a diferentes tiempos, determinandose el contenido de
cAMP por RIA. Este experimento se realizo 4 veces obteniendo resultados similares, mostrandose un

experimento representativo. Los datos representan el promedio de los duplicados + el error estandar.

Evidencias previas en espermatozoides de hamster demuestran que los ésteres de
forbol inducen la acumulacion de cAMP bajo condiciones capacitantes (Visconti & Tezon,

1989) y en presencia de bicarbonato en el medio de capacitacion (Visconti et al., 1990).

Con el objetivo de estudiar si el bicarbonato era capaz de inducir este camino de
produccion de cAMP en la rata, espermatozoides epididimarios fueron incubados bajo
condiciones capacitantes, determindndose la acumulacion de cAMP 30 min luego del
agregado del éster de forbol: PMA. Debido a que el PMA se resuspende Unicamente en
DMSO, en estos experimentos se incluyd como control un tratamiento con DMSO a igual
concentracion final que la utilizada con PMA. Los resultados presentados en la Figura 1.6
muestran que los espermatozoides incubados en presencia de bicarbonato y PMA
presentaron un aumento significativo en los niveles de cAMP comparados con el

tratamiento sin PMA ¢ con s6lo DMSO. Asimismo, el control de espermatozoides no
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capacitados presentd niveles muy bajos de cAMP comparables a experimentos anteriores.
Cuando se realizaron estos mismos experimentos en ausencia de bicarbonato, no se registré

el aumento en la acumulacion de cAMP por incubacion con PMA (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Estimulacién de la produccién de cAMP por ésteres de forbol.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados con (+) o sin (-) HCO; y 10 uM de PMA y/o DMSO,
determinandose la acumulacion de cAMP al cabo de 30 min. NC: espermatozoides no capacitados. Las
datos estan normalizados respecto a HCO;3™ (+) y representan el promedio £+ SEM de 4 experimentos
independientes. a, ¢ vs b, p <0.05: a vs d, NS.

Tal como se mencionara anteriormente, evidencias previas indican que el
bicarbonato actuaria directamente estimulando a la enzima sAC especifica de testiculo
(Okamura et al., 1985; Garty & Salomon, 1987; Visconti et al., 1990; Chen et al., 2000).
Resultados recientes de otro laboratorio muestran la existencia de un inhibidor especifico
de esta enzima en el raton, denominado KH7 (Hess et al., 2005). Estos datos, junto a
nuestros resultados previos, nos llevaron a analizar la ocurrencia de los tres eventos antes

descriptos, en presencia del inhibidor KH7 gentilmente cedido por el laboratorio productor.
En primer lugar se estudiaron las condiciones experimentales requeridas para

evaluar el efecto del inhibidor en el modelo de la rata ya que originalmente habia sido

utilizado en el raton. Para ello, espermatozoides epididimarios de rata fueron incubados

59




Capitulo I -Resultados

bajo condiciones capacitantes, determindndose la acumulaciéon de cAMP luego del
agregado de KH7. Como control, se incluyeron espermatozoides de raton incubados con el
inhibidor tal cual fuera descripto por el laboratorio productor. Los resultados muestran que,
mientras la presencia de KH7 produjo una clara inhibicién en la acumulacion de cAMP en
espermatozoides de raton, no se observo efecto alguno sobre los espermatozoides de rata
(Figura 1.7). Estos resultados indican que el compuesto KH7 seria especifico para la sAC
de raton, no existiendo por el momento ningln inhibidor para la enzima de rata que permita

evaluar la participacion de SAC en el proceso de capacitacion en esta especie.
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Figura 1.7: Inhibicion de la acumulaciéon de cAMP por un inhibidor especifico de sAC.

Espermatozoides de raton 6 rata fueron incubados bajo condiciones capacitantes con (+) 6 sin (—) 50
uM de KH7 y el contenido de cAMP determinado por RIA. . Las datos representan el promedio +
SEM de 3 y 4 experimentos independientes. raton: p < 0,05; rata: NS.

Habiendo determinado que el bicarbonato induce un aumento en los niveles de
cAMP, el proéximo paso consistié en estudiar si este 16n ejerce su efecto sobre los tres
eventos antes estudiados a través de la via cAMP/PKA. Para tal fin, se utilizaron dos
estrategias: primeramente, espermatozoides epididimarios fueron capacitados en ausencia
de bicarbonato y en presencia de PTX y un analogo permeable de cAMP: dbcAMP. En la

segunda estrategia, espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio completo
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con el agregado de H89 como inhibidor de la PKA. Dado que el H89 se resuspende en

DMSO, el DMSO sdlo fue utilizado como control de estos ultimos experimentos.

En cuanto a la migracion de la proteina DE al SE, los resultados indicaron que los
espermatozoides incubados en ausencia de bicarbonato y presencia de dbcAMP y PTX
mostraron niveles de redistribucion significativamente inferiores al control con el i6n y no
significativamente diferentes al control sin bicarbonato, sugiriendo que la presencia de
dichos reactivos no logré reemplazar al anién en cuanto a su capacidad de inducir la
relocalizacion de DE (Figura 1.8A). Este resultado fue luego respaldado por la observacion
de que la incubacion con H89 tampoco fue capaz de inhibir el fenomeno de redistribucion
(Figura 1.8B). El DMSO utilizado como control no mostréd efecto alguno sobre el

pardmetro estudiado.
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Figura 1.8: Influencia del bicarbonato sobre la migracion de la proteina DE a través de la via
cAMP/PKA.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio con (+) 6 sin (-) HCOj3', 6 en medio sin HCO;5
conteniendo 5 mM de dbcAMP y 3 mM de PTX (A) 6 en medio completo y con (+) 6 sin (—) 30 uM de
H89 y/o DMSO (B). Al cabo de 5 hs, el porcentaje de espermatozoides con DE en el SE fue determinado
por IIF. Los resultados estan representados como el promedio + SEM de 7 (panel A) 6 4 (panel B)
experimentos independientes. Panel A: p <0,05. Panel B: NS.
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Por su parte, la evaluacion de la fosforilacion de proteinas en tirosina indicé que los
espermatozoides incubados sin bicarbonato y tratados con dbcAMP y PTX presentaron un
patron idéntico al de los espermatozoides incubados en medio control (Figura 1.9A).
Asimismo, en ambos tratamientos, el nimero de espermatozoides con marca fluorescente
en la cola no fue significativamente diferente (C: 69% + 4%; dbcAMP +PTX: 83% = 3%; n
= 3; NS). Por su parte, los resultados obtenidos en presencia de H89 indicaron que mientras
una concentracion 10 pM del inhibidor no afectd el patron caracteristico de proteinas
fosforiladas en tirosina, 30 uM de H89 redujo en forma importante el nimero de bandas
reactivas. Dicha inhibicion no se incremento por exposicion a 100 pM del inhibidor.

(Figura 1.9B) y no fue observado en presencia de DMSO solo.
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Figura 1.9: Influencia del bicarbonato sobre la fosforilacion de proteinas en tirosina a través de la
via cAMP/PKA.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio con (+) 6 sin (—) HCO;, 6 en medio sin
HCOs conteniendo 5 mM de dbcAMP y 3 mM de PTX (A) 6 en medio completo y con (+) 6 sin (-)
diferentes concentraciones de H89 y/o DMSO (B). Al cabo de 5 hs, la fosforilacion de proteinas en
tirosina fue evaluada por Western Blot. Se realizaron tres experimentos independientes y se muestra uno
representativo. NC: espermatozoides no capacitados. A la izquierda de cada panel se muestran los
marcadores de peso molecular en kDa.

En relacion a la dependencia de cAMP para la expresion de la capacidad
fusogénica, los resultados obtenidos en ausencia de bicarbonato y en presencia de dbcAMP
y PTX, mostraron s6lo una recuperaciéon parcial en la capacidad fusogénica de los

espermatozoides comparados con el control (Figura 1.10A). Por su parte, los experimentos
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en los cuales PKA fue inhibida por H89 durante la capacitacion mostraron también sélo una
inhibicién parcial de la capacidad fusogénica mientras que el DMSO no produjo ningun

efecto sobre el porcentaje de ovocitos penetrados (Figura 1.10B).
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Figura 1.10: Influencia del bicarbonato sobre la capacidad fusogénica a través de la via cAMP/PKA.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio con (+) ¢ sin (-) HCOs', 6 en medio sin HCO5
pero conteniendo 5 mM de dbcAMP y 3 mM de PTX (A) 6 en medio completo y con (+) ¢ sin (-) 30 uM
de H89 y/o DMSO (B). Al cabo de 4 hs, los espermatozoides fueron coincubados con ovocitos de rata sin
ZP en medio con HCO7, evaluandose el porcentaje de ovocitos penetrados luego de 2-3 hs de
coincubacion. Los resultados estan representados como el promedio = SEM de 5 (panel A) 6 7 (panel B)
experimentos independientes. p < 0,0001.

Por otro lado, dado que el volumen que se agrega al inseminar los ovocitos arrastra
H89 a una concentracion final de 6 uM, se investigo si este compuesto era capaz de inhibir
la fusion al estar presente durante la etapa de fertilizacion. Los resultados indicaron que el
H89 afecta la capacidad fusogénica de los espermatozoides so6lo cuando el mismo es

agregado durante la capacitacion (Figura 1.11).
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Figura 1.11: Efecto de H89 sobre la fusion de gametas.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados en medio completo y con (+) 6 sin (=) 30 pM de H89
6 DMSO (1). Al cabo de 4 hs, los espermatozoides fueron coincubados con ovocitos de rata sin ZP en
medio con HCO', y con (+) 6 sin (-) 6 uM de H89 6 DMSO (2), evaluandose el porcentaje de ovocitos
penetrados luego de 2-3 hs de coincubacion. Los resultados estan representados como el promedio +
SEM de 3 experimentos independientes, p < 0,0001.

En resumen, los resultados obtenidos indican que si bien el bicarbonato regula tanto
la migracién de la proteina DE, como la fosforilacion de proteinas en tirosina y la expresion
de la capacidad fusogénica del espermatozoide de rata durante la capacitacion, las vias de
sefalizacion involucradas en dicha regulacion serian diferentes para cada uno de estos

eventos.
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DISCUSION

Tal como se mencionara anteriormente, la proteina epididimaria DE, originalmente
localizada en la region dorsal de la cabeza del espermatozoide, migra al SE durante la
capacitacion del espermatozoide. Este proceso, indispensable para que el espermatozoide
adquiera capacidad fertilizante, ocurre en el tracto reproductor femenino en donde las
concentraciones de bicarbonato aumentan comparadas con el tracto reproductor masculino
(Vishwakarma, 1962), siendo en algunas especies como el mono, ain superiores en el
momento posterior a la ovulacion (Maas et al., 1977). Diversas evidencias sugieren la
importancia del i6n bicarbonato para la fertilidad de un individuo. En relacion al macho, se
han generado diferentes lineas de ratones deficientes en proteinas sensibles a la accion del
bicarbonato, produciendo infertilidad (sAC: Esposito et al., 2004; intercambiador Na"/H':
Wang et al., 2003a); transportador de fosfolipidos: Wang et al., 2004). Por otro lado, se ha
descripto una correlacion entre hombres infértiles y una deficiencia en la activacion de la
AC dependiente de bicarbonato (Okamura et al., 1986; Ishikawa et al., 1989). En relacion a
la hembra, se demostré que una menor secrecion de bicarbonato en células uterinas esta

asociada con una bajada en la fertilidad (Wang et al., 2003b).

Dada la importancia del bicarbonato para la ocurrencia de la capacitacion, el primer
objetivo de esta tesis consistio en investigar la influencia de dicho i6n sobre la migracion de
la proteina DE al SE. En paralelo a estos estudios, se investigd el requerimiento de
bicarbonato para la ocurrencia de otros dos eventos estrechamente asociados al proceso de
capacitacion tales como la fosforilacion de proteinas en tirosina y la expresion de la

capacidad fusogénica del espermatozoide.

En primer lugar, nuestros estudios mostraron que la incubacion de los
espermatozoides en un medio libre de bicarbonato produjo una disminucion significativa en
el porcentaje de células con DE localizada en el SE. Estos resultados, conjuntamente con la
completa recuperacion de los niveles de redistribucion de DE luego del agregado del i6n al
medio, indican que el bicarbonato modularia la ocurrencia del fenémeno de migracion de
DE durante la capacitacion. Asimismo, el hecho de que el porcentaje de espermatozoides

con DE en el SE haya alcanzado el valor control luego del agregado del i6n indica que la
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falta de bicarbonato durante la incubacion no produjo ningtn efecto irreversible sobre los

espermatozoides.

Se ha descripto que el bicarbonato induce cambios en la organizacion de los lipidos
de la membrana plasmatica durante la capacitacion, produciendo un incremento en la
inestabilidad de dicha membrana que facilita la pérdida de colesterol y, probablemente,
debilita la unién de proteinas de superficie (revision de trabajos: Harrison & Gadella,
2005). Asimismo, se ha demostrado que el i6n genera pérdida o ganancia de sitios de union
a diversas lectinas durante la capacitacion de espermatozoides de carnero y cerdo
(Ashworth et al., 1995). La pérdida de proteinas de superficie podria también facilitar el
movimiento lateral de moléculas dentro de la membrana plasmatica, pudiendo explicar asi

el efecto del bicarbonato sobre la redistribucion de la proteina DE al SE.

En la literatura, existen otras proteinas que sufren relocalizacién entre diferentes
dominios de la membrana del espermatozoide durante la capacitacion, entre las que se
encuentra la proteina PH-20 de cobayo (Primakoff et al., 1985), cuya migracién es
dependiente de la presencia de Ca™ en el medio de capacitacion (Cowan et al., 1991). En
este sentido, es interesante mencionar que experimentos previos de nuestro laboratorio
indicaron que la migracion de DE estaria también regulada por este i6n, apoyando
fuertemente una asociacién entre este fendmeno de migracion y la ocurrencia de la RA
(Rochwerger & Cuasnicu, 1992). Esta idea esta respaldada por estudios in vivo en los
cuales se observd la localizacion de DE en el SE en el 20% de los espermatozoides
recuperados del oviducto, valor coincidente con el porcentaje de espermatozoides
reaccionados presentes en el fluido oviductal, y en el 100% de aquellos presentes en el

espacio perivitelino y obligatoriamente ya reaccionados (Rochwerger & Cuasnicu, 1992).

En paralelo, y para investigar la influencia del bicarbonato sobre la fosforilacion de
proteinas en tirosina, se examind la ocurrencia de este fendmeno a lo largo de la
capacitacion del espermatozoide de rata, ya que el mismo no habia sido aun descripto en
esta especie. Similarmente a lo que ocurre en otros modelos animales (Leyton & Saling,
1989a; Visconti et al., 1995a; Galantino-Homer et al., 1997; Leclerc et al., 1997; Kalab et
al., 1998; Pukazhenthi et al., 1998; Si & Okuno, 1999), los espermatozoides de rata
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incubados bajo condiciones capacitantes mostraron un incremento de proteinas con dicha
modificacion post-traduccional, dependiente del tiempo de incubacion. La observacion de
que a las 4 hs de capacitacion se obtuviera el patron maximo de proteinas fosforiladas es
consistente con el hecho de que la capacidad fusogénica del espermatozoide de rata se

evidencia a partir de dicho periodo de incubacion (Rochwerger et al., 1992).

En el transcurso de nuestros estudios, dos grupos independientes describieron la
ocurrencia del fenomeno de fosforilacion en la rata utilizando un medio de capacitacion
diferente (BWW: Biggers Whitten Whittingham). El primer grupo determiné el patron de
proteinas fosforiladas en espermatozoides incubados por 3 hs, observando, a diferencia de
nuestros resultados, muy bajos niveles de fosforilaciéon y ningiin aumento a lo largo del
tiempo (Lewis & Aitken, 2001). El segundo grupo evalud la fosforilacion luego de 5 hs de
incubacién obteniendo un mayor numero de proteinas fosforiladas que el grupo anterior,
pero no coincidentes con las halladas en nuestro trabajo (Roberts et al., 2003). Esta
discrepancia en los resultados podria atribuirse a diferencias en las condiciones de
capacitacion utilizadas por los otros grupos, las cuales podrian no ser suficientes para
completar el proceso. En este sentido, cabe mencionar que en nuestros estudios utilizamos
las mismas condiciones de capacitacion que las empleadas para los ensayos de fusion de
gametas y con las cuales obtenemos un 100% de fertilizacion de los ovocitos sin ZP.
Teniendo en cuenta que uUnicamente los espermatozoides totalmente capacitados y
reaccionados son capaces de fusionarse y penetrar los ovocitos, podemos asegurar que los
espermatozoides incubados bajo nuestras condiciones logran completar el proceso de

capacitacion.

Los estudios de IFI realizados en nuestro trabajo mostraron que, a diferencia de los
espermatozoides sin capacitar, el 80% de las células incubadas durante 5 hs en condiciones
capacitantes exhibieron proteinas fosforiladas en tirosina en el flagelo. Si bien en algunas
especies tales como el raton y el humano, el porcentaje de células tefiidas al cabo de la
capacitacion fue menor, alcanzando sélo un 50% (Urner & Sakkas, 2003), la localizacion
de las proteinas fosforiladas en tirosina en las piezas media y principal de la cola concuerda
con la descripta en espermatozoides de otras especies como raton (Urner et al., 2001), mono

(Mahony & Gwathmey, 1999), hamster (Si & Okuno, 1999) y humano (Naz et al., 1991;
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Carrera et al., 1996; Leclerc et al., 1997). Contrariamente a lo observado en nuestros
estudios, Lewis & Aitken (2001) no hallaron marca en el flagelo de los espermatozoide de
rata sino en el margen posterior del acrosoma de espermatozoides no capacitados, la cual se
pierde a lo largo de la incubacion. Una vez mas, esta diferencia en los resultados podria
deberse a las condiciones de incubacion empleadas. En este sentido, las evidencias en el
raton indican que la aparicion de marca en la cabeza denota un estado de inmadurez
funcional del espermatozoide (Urner & Sakkas, 2003) apoyando la idea de que las
condiciones utilizadas en los estudios de Lewis & Aitken (2001) no conducirian a una

completa capacitacion.

Existen evidencias que sugieren que la fosforilacion de proteinas en tirosina en la
cola podria estar relacionada con el desarrollo de la hiperactividad del espermatozoide
(Mahony & Gwathmey, 1999; Nassar et al., 1999; Si & Okuno, 1999) requerida para la
penetracion del cimulus y la ZP. Por otro lado, se ha observado que los espermatozoides de
raton unidos al oolema mantienen la fosforilacion en el flagelo, razén por la cual se postulod
que la misma podria estar asociada a una funcién espermatica necesaria para la fusion de
gametas (Urner & Sakkas, 2003). Asimismo, es posible que a diferencia de otros tipos
celulares, el espermatozoide dependa mas fuertemente de la fosforilacion de proteinas en
tirosina y de otras modificaciones post-traduccionales como reguladores de su funcién, ya
que el mismo es transcripcionalmente inactivo e incapaz de sintetizar proteinas. La
identificacion de las proteinas que sufren fosforilacion en tirosina ayudara a comprender el
papel que cumple dicha modificacion post-traduccional y su relevancia para la funcion

espermatica.

Los experimentos en los cuales los espermatozoides fueron incubados en un medio
sin bicarbonato indicaron la importancia del anion para la fosforilacion de proteinas en
tirosina. Los extractos de proteinas provenientes de estos espermatozoides no mostraron el
patron caracteristico de fosforilacion en tirosina, exhibiendo Unicamente una banda de
aproximadamente 45 kDa que se encuentra fosforilada incluso en espermatozoides sin
capacitar. En este sentido, se ha descripto una proteina de 116/95 kDa (con actividad
hexoquinasa) en el ratén, y una de 32 kDa en el cerdo, cuyas fosforilaciones no son

dependientes de bicarbonato (Tardif et al., 2003; Visconti et al., 1995a). Si bien el
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requerimiento de bicarbonato para la fosforilacion en la rata ha sido descripto
simultdneamente en los otros dos trabajos mencionados anteriormente, el patron de
proteinas fosforiladas en presencia del i6n fue diferente al observado en nuestros estudios
(Baker et al., 2003; Roberts et al., 2003). Asimismo, en todas las especies estudiadas hasta
el momento, exceptuando el cerdo (Tardif et al., 2003), el bicarbonato es esencial para la
ocurrencia de este fendmeno (Visconti et al., 1995a; Carrera et al., 1996; Galantino-Homer
et al., 1997; Visconti et al., 1999b; Baumber & Meyers, 2006). No sucede lo mismo para
otros iones, ya que el papel que juega el calcio en la fosforilacion es controversial pudiendo
actuar tanto como regulador positivo (Visconti et al., 1995a; Leclerc et al., 1998; Jaiswal &
Conti, 2003; Roberts et al., 2003) como negativo (Luconi et al., 1996; Baker et al., 2004) de

este evento.

El efecto de la ausencia de bicarbonato en la fosforilacion del espermatozoide de
rata fue confirmado por la rapida (15 min) y completa recuperacion del patron de
fosforilacion luego del agregado del bicarbonato al medio de incubacion. Esta recuperacion
en el patron de fosforilacion sugiere que otros componentes del medio podrian estimular los
eventos requeridos para la ocurrencia de la fosforilacion pero independientes de la
presencia de bicarbonato en el medio, que prepararian al espermatozoide para el estimulo
final con el i6n.. En este sentido, existen evidencias en el ratdbn que demuestran una
asociacion entre la glucosa, y sus productos metabolicos ATP y NADPH, y la fosforilacion
en tirosina (Travis et al., 2001). El ATP es necesario para la fosforilacion en si misma y
para la sintesis de cAMP (activada por bicarbonato) mientras que el NADPH es requerido

para la activacion de enzimas tales como la 6xido nitrico sintasa.

A pesar de que la fosforilacion de proteinas en tirosina representa un evento
intracelular necesario para la capacitacion, su ocurrencia no permite evaluar la complecion
de este proceso (Visconti et al., 1999b). Teniendo en cuenta que uUnicamente el
espermatozoide que esta capacitado y reaccionado es capaz de fusionarse con la membrana
plasmatica del ovocito, la capacidad fusogéncia del espermatozoide resulta un buen

indicador de un proceso de capacitacion completo.
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Nuestros resultados aportan evidencias de que el bicarbonato también regularia la
expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide de rata ya que espermatozoides
incubados en un medio sin bicarbonato fueron incapaces de penetrar ovocitos sin ZP
independientemente de la presencia del anion durante la coincubacion de las gametas. Dado
que la capacitacion y RA son necesarias para la fusion de gametas (Yanagimachi, 1994),
nuestros resultados indican que el bicarbonato seria esencial para la complecion del proceso
de capacitacion en la rata. La presencia de bicarbonato durante la capacitacion es también
requerida para la expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide de raton (Lee &
Storey, 1986) y humano (Aitken et al., 1998), pero es solamente beneficiosa para los
espermatozoides de hamster (Boatman & Robbins, 1991) y cobayo (Bhattacharyya &
Yanagimachi, 1988). De este modo, el requerimiento del bicarbonato para la expresion de
la capacidad fusogénica del espermatozoide durante la capacitacion difiere segun las

especies.

Dado que en los experimentos recién descriptos, la ausencia de bicarbonato podria
estar afectando a los espermatozoides en la capacitacion y/o durante la coincubacion de
gametas, se llevaron a cabo nuevos ensayos con el fin de evaluar, por separado, el efecto de
este 16n sobre ambas etapas. La observacion de que espermatozoides capacitados en
presencia de bicarbonato y coincubados con ovocitos en ausencia del anién presentan un
alto porcentaje de fertilizacion, indica que el bicarbonato no seria requerido para el evento
en si de fusion espermatozoide-ovocito. Este resultado esta de acuerdo con los publicados
por Bhattacharyya & Yanagimachi (1988), mostrando que los espermatozoides
reaccionados de cobayo son capaces de fertilizar a ovocitos sin ZP en un medio sin
bicarbonato. En este sentido, el bicarbonato difiere del Ca™, ya que este Gltimo es
imprescindible para la ocurrencia de la fusion de gametas (Yanagimachi & Usui, 1974;

Yanagimachi, 1978; Fraser, 1982).

Los experimentos de agregado de bicarbonato al medio luego de 3 hs de incubacion
de los espermatozoides en ausencia del i6n, mostraron que la capacidad fusogénica del
espermatozoide pudo ser parcialmente restablecida. Estos resultados indican que algunos
eventos dependientes de bicarbonato y relevantes para la expresion de la capacidad

fusogénica serian irreversibles.
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En todas las especies estudiadas hasta el momento, el cAMP es el efector de la
accion de bicarbonato sobre la capacitacion. En la rata, existe inicamente un trabajo en el
cual se describe una bajada, no estadisticamente significativa, en el contenido de este
segundo mensajero en ausencia de bicarbonato en el medio de capacitacion (Baker et al.,
2003). Con el fin de investigar la relevancia del cAMP en nuestras condiciones de
capacitacion, primeramente determinamos su acumulacién a lo largo de dicho proceso. Los
resultados mostraron que los niveles de cAMP intracelulares aumentan rapidamente durante
la capacitacion alcanzando un pico maximo a los 30 min, y disminuyendo levemente a la
hora. Esto no se deberia a una degradacion del mensajero dado que las fosfodiesterasas
estan siendo inhibidas por la incubacion con PTX, siendo muy posiblemente debido a la
captura del cAMP por sus proteinas efectoras. Dado que en ausencia de bicarbonato no se
observa el aumento descripto en el contenido de cAMP, este i6n seria esencial para la

sintesis de cAMP.

Teniendo en cuenta evidencias en otras especies indicando que la acumulacion de
cAMP intracelular podria ser inducida por la presencia de ésteres de forbol durante la
capacitacion, se agregd PMA al medio de incubacion de los espermatozoides. Los
resultados muestran que el PMA estimula la acumulacion de cAMP unicamente en
presencia de bicarbonato, coincidiendo con observaciones previas realizadas en hamster
(Visconti & Tezon, 1989; Visconti et al., 1990) y en el humano (Leclerc et al., 1996). Estos
resultados indican que la acumulaciéon de cAMP inducida por PMA seria bicarbonato
dependiente, confirmando, ademas, que dicho i6n activa la cascada de senalizacion

intracelular de cAMP durante la capacitacion del espermatozoide de rata.

Cabe mencionar que si bien la concentracion utilizada de PMA en nuestros estudios
fue superior al utilizado en la literatura, diversas evidencias sugieren que la permeabilidad
del espermatozoide de rata seria diferente a la de otras especies. A modo de ejemplo, en
otra serie de experimentos se probaron distintos inhibidores de las proteinas quinasas en
tirosina tales como genisteina o tirfostina, sin obtener efecto alguno en nuestro sistema.
Hasta el momento no se conocen los mecanismos por los cuales el PMA podria inducir la
acumulacion de cAMP libre. Este éster de forbol es un clasico inductor no fisiologico de la

PKC, sugiriendo que la PKC podria estar involucrada en la estimulacion de cAMP. En este

71



Capitulo I -Discusion

sentido, se ha demostrado que la via intracelular dependiente de cAMP y la via dependiente
de la PKC estéan interrelacionadas y convergen en ultima instancia en la activacion de la RA
en espermatozoides humanos (Breitbart et al., 2006; Doherty et al., 1995). Por otra parte, no
se puede descartar que el PMA esté activando otras enzimas relacionadas al metabolismo

del cAMP 6 bien directamente favoreciendo la entrada de bicarbonato al espermatozoide.

Existen controversias sobre los mecanismos moleculares implicados en la sintesis de
cAMP en el espermatozoide. En otras células, el cAMP es sintetizado a partir de ATP por
adenilato ciclasas transmembranas (tmAC) en respuesta a la activacion de receptores de
membranas. Sin cuestionar la esencialidad de estas tmAC para la funcién espermatica
(Livera et al., 2005), las evidencias indican que una isoforma testicular de la AC (Buck et
al., 1999) seria el principal componente de la maquinaria de produccion de cAMP en el
espermatozoide de ratén (Hess et al., 2005; Xie et al., 2006). Esta forma soluble de la AC
(sAC) se activa en respuesta al bicarbonato (Chen et al., 2000; Garty & Salomon, 1987;
Okamura et al., 1985; Visconti et al., 1990) y es esencial para la funcion espermatica ya que

los machos deficientes en esta enzima son estériles (Esposito et al., 2004).

Recientemente, se ha identificado un inhibidor para la sAC de raton a partir de una
biblioteca de 15.300 moléculas lipofilicas, el cual puede mimetizar in vitro el fenotipo de
esos ratones “knock out” (Hess et al., 2005). Nos parecid entonces muy interesante
investigar el efecto de este inhibidor sobre los tres parametros descriptos en este trabajo.
Para ello, contactamos al Dr. Buck (Cornell University; NY; EEUU), quien gentilmente nos
cedidé el inhibidor. Los resultados indicaron, sin embargo, que este inhibidor no seria
efectivo para los espermatozoides de rata, pudiendo reflejar diferencias de especie respecto
a la permeabilidad de la membrana del espermatozoide, 6 a las caracteristicas propias de la
sAC 6, menos probable, a la relevancia de SAC como productora de cAMP. Es interesante
mencionar que en el caso de las fosfodiesterasas, el inhibidor IBMX (3-isobutyl-1-
methylxanthine) utilizado en diferentes especies, también carece de efecto en el
espermatozoide de rata, sugiriendo la existencia de diferencias en cuanto a las
caracteristicas de las enzimas en la rata. El desarrollo de un inhibidor de la sAC funcional
para el espermatozoide de rata permitira, en el futuro, esclarecer el rol de esta enzima en

este modelo animal.
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Con el objetivo de determinar si el bicarbonato regulaba la migracion de DE a través
de la via clasica de cAMP/PKA, agonistas de cAMP, como dbcAMP, junto con el inhibidor
de la fosfodiesterasa PTX fueron agregados al medio de incubacion de los espermatozoides
en reemplazo del bicarbonato, sin observar efecto alguno sobre la redistribucion de DE.
Asimismo, la incubacién de los espermatozoides en presencia del i6n y del inhibidor H89
no modifico los niveles de migracion de la proteina respecto del control. En conjunto, estos
resultados sugieren que el bicarbonato regularia la redistribucion de DE a través de
procesos que forman parte de la capacitacion pero que son independientes de cAMP. La
reorganizacion de lipidos en la membrana plasmatica del espermatozoide durante la
capacitacion pareceria requerir la activacion de la via cAMP/PKA por el bicarbonato
(revision de trabajos: Harrison & Gadella, 2005). De este modo, esta desestabilizacion de la

bicapa podria ser necesaria pero no suficiente para la migracion de DE al SE.

Tal como se mencionara anteriormente, evidencias previas indican que la migracion
de DE sucederia concomitantemente con la ocurrencia de la RA (Rochwerger & Cuasnict,
1992). En este sentido, el trabajo que describe al inhibidor KH7 de la sAC respaldaria
nuestros resultados, dado que demuestra que la sAC estaria presente en la cola pero no en el
acrosoma del espermatozoide y que la RA inducida por ZP no requeriria la activacion de la
sAC (Hess et al., 2005). Asimismo, a pesar de que los ratones deficientes en sAC (Esposito
et al., 2004) muestran bajos niveles de fosforilacion de proteinas en tirosina, poseen niveles
normales de RA inducida por ionéforo 6 ZP (Hess et al., 2005). Queda por demostrar si
estas observaciones son independientes de cAMP/PKA, como en el caso de la migracion de
la proteina DE, 0 ocurren por mecanismos alternativos a SAC pero dependientes de cAMP,

tal como las tmAC.

Contrariamente a lo que se habia observado para la relocalizacién de DE, dbcAMP
y PTX fueron capaces de estimular completamente la fosforilacion de proteinas en tirosina
en un medio sin bicarbonato, al igual que en otras especies (Visconti et al., 1995b; Leclerc
et al., 1996; Osheroff et al., 1999; Visconti et al., 1999b). Resulta interesante que los
mismos investigadores que no observaban un incremento en la fosforilacion durante la
capacitacion por agregado de bicarbonato, obtuvieron el mismo patrén de fosforilacion de

proteinas y la misma localizacion en la cola descripta en nuestro estudio cuando los
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espermatozoides eran incubados durante 3 hs en presencia de bicarbonato y dbcAMP y
PTX (Lewis & Aitken, 2001). Estos resultados difieren de los de Baker et al. (2003),
quienes encontraron que, en presencia de los estimuladores, la fosforilacion de proteinas en
tirosina en la rata no alcanzaba los niveles del control. A pesar de que estos ultimos autores
proponen que esa observacion se debe a un bajo pH intracelular, nuestros resultados indican
que en la rata, como en el raton (Visconti et al., 1995b), el efecto del bicarbonato sobre la
fosforilacion de proteinas en tirosina se deberia a la capacidad del anioén de activar la via

dependiente de cAMP.

En todas las especies estudiadas hasta el momento, la accion del cAMP sobre la
fosforilacion de proteinas en tirosina resulta de la activacion de la PKA (Visconti et al.,
1995b; Leclerc et al., 1996; Galantino-Homer et al., 1997; Kalab et al., 1998; Visconti et
al., 1999b). Nuestros resultados mostrando que el H89, competidor de ATP por la PKA
(Chijiwa et al., 1990), previno la fosforilacién en los espermatozoides de rata, estdn de
acuerdo con lo hallado en los otros modelos animales. La unica banda observada en
presencia de 30 uM del inhibidor pareceria corresponder a la que se encuentra presente en
espermatozoides no capacitados, la cual no seria inducida por el bicarbonato. También para
este inhibidor debimos utilizar una concentracién un poco superior a la descripta en el raton
(10uM) (Visconti et al., 1995b) aunque inferior a la usada en el bovino (50 uM)
(Galantino-Homer et al., 1997), lo cual podria deberse nuevamente a diferencias especie-
especificas en cuanto a la permeabilidad de la membrana, 6 en este caso, a las

concentraciones endogenas de ATP.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el bicarbonato estimularia a la
fosforilacion de proteinas en tirosina en el espermatozoide de rata a través de la via clasica
cAMP/PKA, tal como fuera descripto para otras especies. Estos resultados confirman que
los reactivos empleados en nuestros estudios funcionan correctamente y que las condiciones
de incubacion son las adecuadas, garantizando asi la conclusion de que la migracion de DE

ocurriria por una via independiente de cAMP/PKA.

En los ultimos afios, se han descripto proteinas AKAP (A Kinase-Anchoring

Proteins), en la cola del espermatozoide (Ficarro et al., 2003), las cuales pueden unirse a las
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subunidades regulatorias de la PKA (Luconi et al., 2005). Las AKAP son fosforiladas en
tirosina durante la capacitacion (Carrera et al., 1996; Carr et al., 2001) y, por lo tanto, se
cree que serian el nexo entre la via de sefalizacion de sAC/cAMP/PKA y las quinasas en
tirosina (PTK). Recientemente, se demostrd en el espermatozoide de raton una asociacion
entre PKA y una PTK (denominada SRC), cuya fosforilacion en tirosina es estimulada por

esa asociacion (Baker et al., 2006).

La capacidad fusogénica de los espermatozoides, por su parte, pudo ser sélo
parcialmente restablecida reemplazando al anion por dbcAMP y PTX, como asi también
parcialmente inhibida por el agregado de H89, sugiriendo que el efecto del bicarbonato
sobre este evento no seria Unicamente a través de cAMP/PKA. Estos resultados estarian de
acuerdo con recientes evidencias que demuestran que los ratones deficientes en sAC y con
solo un 15% del contenido de cAMP normal, son capaces de fusionarse con ovocitos sin ZP
(Xie et al., 2006). Finalmente, dado que al inseminar los ovocitos se arrastra una cierta
concentracion de H89 que se encontraria presente durante la coincubacion de las gametas,
evaluamos el posible efecto de este inhibidor sobre la etapa especifica de fusion. Los
resultados indicando que el H89 inhibe la penetracion solo cuando esta presente durante la
capacitacion apoyan la idea de que la expresion de la capacidad fusogénica del

espermatozoide durante dicho proceso ocurriria a través de la via cAMP/PKA.

En conjunto, los resultados del presente trabajo indican que el bicarbonato seria
esencial para regular la migracién de la proteina DE al SE, como asi también otros dos
eventos asociados a la capacitacion del espermatozoide de rata, tales como la fosforilacion
de proteinas en tirosina y la expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide. Al
respecto, resulta muy interesante el hallazgo de que la relevancia de la cascada de
sefializacion intracelular dependiente de cAMP/PKA pareceria ser diferente para los
distintos eventos que ocurren durante la capacitacion. Asi, mientras la fosforilacion de
proteinas en tirosina estaria mediada por la via cAMP/PKA, y la expresion de la capacidad
fusogénica del espermatozoide pareceria requerir mas que la activacion de esta via, la
migracion de DE ocurriria por mecanismos no clasicos e independientes de la via

cAMP/PKA. (Esquema 1.1).
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Esquema 1.1: Modelo de regulacién del ion bicarbonato sobre la migracion de DE al SE,
fosforilacion de proteinas y expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide de rata. Una
vez dentro de la célula, el i6n bicarbonato activaria a la enzima sAC, la cual convierte ATP en cAMP. Por
otro mecanismo no conocido el PMA induciria la acumulacion de cAMP de manera dependiente de
bicarbonato. Este segundo mensajero activaria a la PKA, la cual estimularia indirectamente a la
fosforilacion de proteinas espermaticas en tirosina. Por otro lado, la enzima PKA activaria una cascada de
seflales que en Ultima instancia estimularia la expresion de la capacidad fusogéncia del espermatozoide.
Asimismo, y por algin otro 0 otros mecanismos desconocidos, el bicarbonato regularia la expresion de la
capacidad fusogéncia y la migracion de la proteina DE al SE.

Una posibilidad es que el efecto del bicarbonato sobre el pH intracelular (revision de
trabajos: Visconti et al., 2002) juegue un papel importante en los dos ultimos eventos
funcionales. Por otro lado, el bicarbonato podria ser capaz de interactuar y modular la
actividad de otras enzimas 0 moléculas importantes para la desestabilizacion de la
membrana plasmatica del espermatozoide que ocurre durante la capacitacion. En este
sentido, existen evidencias de que el bicarbonato estimula a la enzima PLA, (Gadella &
Harrison, 2000) a través de una via desconocida, generando segundos mensajeros que
actuarian como mediadores de la RA (Roldan & Fleming, 1989; Roldan & Fragio, 1993).
De esta forma, el bicarbonato prepararia a la célula para eventos posteriores como la

migracion de proteinas, la RA y la fusion espermatozoide-ovocito.
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Los resultados de este capitulo forman parte del trabajo publicado: “Bicarbonate is
required for migration of sperm epididymal protein DE (CRISP-1) to the equatorial
segment and expression of rat sperm fusion ability”. Da Ros V, Munuce M, Cohen D,
Marin-Briggiler C, Busso D, Visconti P & Cuasnicu P. Biology of Reproduction (2004) 70:
1325-1332.

77



CAPITULO I

“DE y el proceso de fertilizacion”
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas macho adultas (3-9 meses de edad), y hembras prepuberes (25-30 dias de
edad) de la cepa Sprague-Dawley. Los mismos fueron mantenidos a 23°C en el bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, con alimento y agua ad libitum y con un
ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad. Los experimentos con animales fueron llevados
a cabo siguiendo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicada por NIH
(Bethesda, MA, EEUU).

2. Produccion de proteinas recombinantes

2.1. Clonado

2.1.1. PCR

Cada uno de los tubos utilizados contenia: 100 ng de ADNc de longitud completa de DE
en el buffer apropiado; 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs; 0,5 uM de cada “primer”
especifico y 1 U de la polimerasa termoestable Pfu (Promega, Madison, WI, EEUU) en un
volumen final de 50 pl. Los “primers” fueron disefiados mediante el programa “Oligo”
(version 6,45, Molecular Biology Insights Inc., Cascade, CO, EEUU) conteniendo sitios
de corte para enzimas de restriccion en el extremo 5. Las secuencias de dichos “primers”

fueron:

F6 | forward: 5" TAGGATCCAGGTGCATTTACAATGACAG 3’ (BamHI)

reverse: 5" ACTCTGCAGTTATGGGCCGAAACCGAAGAC 37 (Pstl, stop)

F7 | forward: 5" GCGGATCCAAAGTTGGTGTTAAAGTCGGA 3" (BamHI)

reverse: 5" TCTACAAGCTTAATTGCCACCAGGACAA 3’ (HindlIIl, stop)
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La amplificacion se realizd en el termociclador “Mastercycler gradient” (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) para tubos eppendorfs, bajo las siguientes condiciones de tiempos y

temperaturas:

5 min a 94°C

1 min a 94°C
1 min a 400C 5 CiClOS
1 min a 72°C

1 min a 94°C
1 min a 50°C | 30 ciclos
1 min a 72°C

5 min a 72°C

2.1.2. Electroforesis en geles de agarosa

Alicuotas de las soluciones conteniendo ADN fueron sometidas a electroforesis en geles
de agarosa en TBE 0,5 X (Tris borato 45 mM; EDTA 1 mM, pH 8) conteniendo 0,5 pg/ml
de bromuro de etidio. Se utilizo TBE 0,5 X como buffer de corrida y las bandas fueron

visualizadas con un transiluminador de luz UV.

2.1.3. Purificacion del ADN

El ADN fue precipitado con isopropanol 0,7 vol y 3 M acetato de sodio 0,1 vol (pH 5,2),
lavado con etanol 70% y resuspendido en TE (Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM pH 8).
En otros casos, el ADN fue purificado por columnas de sephacryl™ S-400 (columnas
“MicroSpinTM S-400 HR”; Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire,

England) segun instrucciones del proveedor.

2.1.4. Amplificacion y obtencion de plasmido

El vector pMAL-c2 (New England BioLabs, Beverly, MA, EEUU) fue introducido en
bacterias E.coli DH5 a 6 BL21 mediante la técnica de transformacion. Las bacterias
conteniendo el plasmido fueron seleccionadas y luego amplificadas. Para la purificacion
del plasmido a partir del cultivo de bacterias se utilizd la técnica de lisis por alcali
detallada en Sambrook et al (1989). La preparacion de bacterias competentes y la técnica

de transformacion se detallan a continuacion.

80



Capitulo Il — Materiales y Métodos

Preparacion de bacterias competentes: A partir de un stock de glicerol de bacterias se
obtuvieron colonias independientes, una de las cuales fue utilizada como in6culo en 3 ml
de medio LB (triptona 1%:; extracto de levadura 0,5%; NaCl 1%). El cultivo fue incubado
a 37°C con agitacion hasta alcanzar una densidad optica a 550 nm (DOssg) = 0,3. Luego el
mismo fue utilizado para inocular 100 ml de medio LB incubdndolo a 37°C con agitacion
hasta alcanzar una DOssy = 0,48. El cultivo fue enfriado en hielo y centrifugado a 3000
rpm en rotor GS3 (Sorvall) durante 5 min a 4°C. El medio fue descartado y el precipitado
resuspendido cuidadosamente en hielo con 40 ml de Ttb I (acetato de potasio 30 mM; KCI
100 mM; CaCl, 10 mM; MnCl, 50 mM; glicerol 15%, pH 5,8 —ajustado con acido acético
glacial-). Las muestras fueron incubadas en hielo por 5 min y luego fueron centrifugadas
en tubos tipo Corex de 30 ml a 3000 rpm en rotor SS34 (Sorvall) por 5 min a 4°C. El
precipitado fue resuspendido cuidadosamente en hielo con 4 ml de Tfb II (MOPS 10 mM;
CaCl, 75 mM; KCI1 10 mM; glicerol 15%, pH-6,5-ajustado con KOH-) e incubado en
hielo por 15 min. Finalmente, las células fueron fraccionadas en tubos eppendorf estériles

guardandose los mismos a —70°C hasta su uso.

Transformacion de células competentes: Una alicuota de 50 pl de bacterias competentes
fue descongelada en hielo y luego mezclada con 1 ng de pldsmido. La mezcla fue
incubada en hielo por 30 min seguido de un shock térmico a 42°C durante 90 seg. Al cabo
de este tiempo, el tubo fue colocado rapidamente en hielo, adicionando 0,7 ml de LB. La
mezcla de bacterias y plasmido fue incubada a 37°C durante 30 min, y luego centrifugada
a 4000 rpm durante 2 min y resuspendida en 100 ul de LB. Las células recuperadas fueron
plaqueadas en LB agar (NaCl 1%; peptona 1%:; extracto de levadura 0,5%; agar 2%) con
50 pg/ul de ampicilina e incubadas a 37°C por 16 hs.

2.1.5. Digestiones enzimdticas
El ADN fue digerido con diferentes enzimas de restriccion segun las indicaciones de cada

proveedor. La correcta digestion fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa.
2.1.6. Estimacion de la masa de ADN

La masa de ADN fue estimada por absorbancia a 260 nm y/o por electroforesis en geles de

agarosa comparando con un estandar de masa.
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2.1.7. Ligacion y transformacion de bacterias

Veinte ng de vector fueron utilizados mientras que los insertos fueron agregado en
diferentes proporciones molares con respecto al vector (1:1, 3:1 y 5:1). Las mezclas de
vector e inserto fueron incubadas con 400 U de la ligasa de ADN del fago T4 (New
England Biolabs) en el buffer de ligacion provisto, que contiene ATP, en un volumen final
de 10 ul. Los tubos fueron incubados durante 4 hs a TA. Luego, alicuotas de 50 ul de
bacterias competentes E.coli DH5 o 6 BL21 fueron transformadas con 5 pul del producto

de la ligacion.

2.1.8. Secuenciacion del inserto

Un pg de cada construccion junto con 8 pmoles de cada uno de los “primers” comerciales
malE y M13/pUC (New England Biolabs) (volumen final = 18 pl) fue enviado al servicio
de secuenciacion del Biotechnology Resource Center, Cornell University, NY, EEUU.
Estos “primers” aparean por afuera del sitio de clonado multiple permitiendo una

completa secuenciacion del inserto.

2.2. Expresion de proteinas

Bacterias E. coli BL21 conteniendo las distintas construcciones fueron crecidas a 37°C en
medio LB con ampicilina 2% y glucosa 0,2% hasta una DOgy = 0,5. Posteriormente, se
adicioné a los cultivos 0,3 mM final de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG;
Promega) y la incubacion continu6 por 5 hs a 26°C. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion durante 20 min a 4000 x g y luego resuspendidas en buffer Tris-HCI 20 mM
pH 7,4; NaCl 1M; EDTA 1mM. Las células fueron luego sonicadas y centrifugadas a 9000
x g durante 30 min. El sobrenadante fue pasado por una columna de resina amilosa (New
England Biolabs) equilibrada con Tris-HCI 20 mM pH 7,4; NaCl 1M; EDTA 1 mM,
eluyéndose la proteina de fusion con maltosa 10 mM. Las fracciones conteniendo el eluido
fueron analizadas por espectrometria a 280 nm y geles de poliacrilamida 10% y luego

dializadas 24 hs contra H,O seguido de una liofilizacion.
La concentracion proteica de las muestras se determind utilizando el reactivo “Protein

Assay” (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del

proveedor.

82



Capitulo Il — Materiales y Métodos

2.3. Separacion electroforética, tincion de proteinas y Western Blot

Los polipéptidos recombinantes fueron diluidos en buffer de siembra conteniendo Tris-HCl
50 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0,1% y luego separados
mediante electroforesis en geles de acrilamida 10% (tal como se describiera en el capitulo 1
punto 4.1). Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa

(ver capitulo 1 punto 4.1.) y sujetas a Western Blot.

Inmunodeteccion: se utiliz6 como primer anticuerpo un suero policlonal anti-MBP (1/500;
New England Biolabs) y un segundo anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a biotina
(1/500; Sigma). Luego de los lavados correspondientes, las membranas de nitrocelulosa
fueron expuestas a extravidina conjugada con peroxidasa (1/1000 diluido en solucion de
bloqueo) durante 1 h. Por ultimo, las bandas reactivas fueron reveladas utilizando el
sustrato diaminobencidina (40 pg/ml, H,O, 0,01% en Tris-HClI 0,1 M pH 7.,5),
deteniéndose la reaccion con un exceso de agua corriente. Tanto el bloqueo como las
incubaciones con los anticuerpos y la enzima fueron realizados en presencia de un extracto

proteico de bacterias E. coli con el fin de competir con sitios de unidn inespecifica.

3. Produccion de péptidos sintéticos

Los péptidos, conteniendo un residuo de biotina en su extremo N-terminal, fueron
sintetizados por Yale University Peptide Synthesis Facility (New Haven, CT, EEUU). Las
secuencias de cada péptido fueron:

Péptido 1: GHYTQVVWNST

Péptido 2: FYVCHYCPGGNY

Péptido scramble: VGCNYGPCHYYF
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4. Evaluacion de la actividad biologica de los fragmentos y péptidos

4.1. Capacidad de los fragmentos y péptidos de unirse a la membrana plasmatica del

ovocito. Inmunofluorescencia indirecta de ovocitos de rata

Los ovocitos sin ZP obtenidos tal como se describe en el punto 5.1. del capitulo 1, fueron
incubados con 6 uM de cada fragmento recombinante, 6 con 6 a 30 uM de cada péptido a
37°C. Al cabo de 30 min de incubacion, los ovocitos fueron fijados en PFA 2% en PBS
durante 45 min a TA y luego sometidos a 3 lavados con PBS-BSA 4 mg/ml. Para la
deteccion de los fragmentos, los ovocitos fueron incubados en SCAN 5% en PBS-BSA 4
mg/ml durante 30 min a 37°C para bloquear los sitios inespecificos y posteriormente
incubados durante 1 h a 37°C con suero anti-MBP (1/100) diluido en SCAN 1% en PBS-
BSA 4 mg/ml. Luego, los ovocitos fueron lavados tres veces en PBS-BSA 4 mg/ml, e
incubados durante 30 min a 37°C con anticuerpos anti-IgG de conejo acoplados a FITC
(1/50 en PBS-BSA 4 mg/ml). Para el caso de los péptidos, el bloqueo fue realizado con
PBS-BSA 4 y los anticuerpos primario y secundario utilizados fueron anti-biotina (Vector
Laboratories) y anti-IgG de cabra acoplados a FITC (Sigma) diluidos 1/100 en PBS-BSA 4.
En todos los casos, luego del segundo anticuerpo, los ovocitos fueron sometidos a una
segunda serie de lavados, montados con glicerol 90%, y finalmente observados en un
microscopio Nikon Optiphot (Nikon) equipado con lentes epifluorescentes bajo un aumento

de 250 x.

4.2. Capacidad de los fragmentos y péptidos de interferir en la fusion de gametas de

rata

4.2.1. Obtencion y tratamiento de los ovocitos con los fragmentos o péptidos

Luego de la obtencién de ovocitos sin ZP (tal como se describi¢ anteriormente), los
mismos fueron colocados en gotas de 50 pul de medio RFM bajo aceite mineral e
incubados a 37°C durante 30 min solos 6 con diferentes concentraciones (6 a 60 uM) de

cada fragmento 6 péptido en gotas de medio RFM.
4.2.2. Ensayo de fusion de gametas

- La técnica de transferencia de colorante Hoescht fue utilizada para determinar la

ocurrencia de la fusion espermatozoide-ovocito en presencia de los fragmentos. Para ello,
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ovocitos sin ZP fueron incubados durante 5 min en 500 ul de RFM conteniendo 1 pg/ml
de Hoechst 33342 (Sigma) y luego lavados 3 veces en 500 ul de medio fresco durante 20
min (cada lavado). Posteriormente, los ovocitos tratados con los fragmentos fueron
inseminados con espermatozoides capacitados en medio con bicarbonato tal como se
describe en el capitulo 1 (concentracion final de 0,5 a 1 x 10° espermatozoides/ml). La
coincubacion de las gametas continu6 durante 30 min a 37°C en un incubador de gaseo
automatico conteniendo una atmdsfera de 5% de CO,. Seguidamente, los ovocitos fueron
lavados e incubados con PFA 2% en PBS durante 10 min. Luego de ser fijados, los
mismos fueron observados a 250 x en un microscopio Nikon Optiphot (Nikon) equipado
con lentes de epifluorescencia y luz de mercurio, determinandose el porcentaje de ovocitos
con espermatozoides fusionados (espermatozoide con cabeza fluorescente). Como control
negativo, en cada experimento se agregd una gota de coincubacion de gametas en medio

. +2 ., ., . .
sin Ca“, condicion en la cual no ocurre fusion (Yanagimachi, 1978).

- El ensayo de penetracion de ovocitos fue utilizado para el estudio de la actividad
biologica de los péptidos sintéticos. Los ovocitos incubados con los péptidos fueron
inseminados y tratados como se describio previamente en el capitulo 1 punto 5.2 (para

estos experimentos sélo se utilizé medio con bicarbonato)

- Para evaluar el efecto de F7 sobre la penetrabilidad de los ovocitos, los ovocitos
expuestos a Hoechst fueron incubados con F7 por 30 min, lavados y transferidos a gotas
de medio fresco. Posteriormente, los mismos fueron inseminados como se describid

anteriormente.

4.2.3. Determinacion de la motilidad de los espermatozoides
La motilidad fue evaluada colocando una alicuota de las suspensiones de espermatozoides
sobre portaobjetos precalentados, y por observacion subjetiva de no menos de 100 células

bajo microscopio Optico (400 x).
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5. Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media £ SEM para cada grupo de experimentos.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa “GraphPad Prism”, (version
3,02, GraphPad Software Inc.). Los porcentajes de ovocitos con espermatozoides
fusionados, ovocitos penetrados y motilidad de los espermatozoides fueron analizados con
el test X*. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes a un valor de p

<0,05.
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RESULTADOS

Tal como se describe en el capitulo 1, durante la capacitacion de los
espermatozoides, la proteina epididimaria DE migra al SE, localizacion en la cual participa
en el proceso de fusion de gametas a través de sitios complementarios presentes en la
superficie del ovocito. En los tltimos afios, nuestro laboratorio ha llevado a cabo diferentes
experimentos tendientes a comprender el mecanismo molecular por el cual DE se une a sus
sitios en el ovocito. Estudios de estructura-funcion revelaron que la actividad biologica de
DE, evaluada a través de su union al ovocito y su capacidad de inhibir el proceso de fusion
de gametas, residiria en la region peptidica de la misma (Ellerman et al., 2002). Dado que el
analisis de la secuencia aminoacidica de DE no arroj6é ningin dominio funcional conocido
que pudiera explicar la actividad de la proteina, se generaron una serie de fragmentos
recombinantes correspondientes a diferentes regiones de la molécula (Ellerman, 2001),
basados en la estructura descripta para la proteina recombinante homoéloga en ratdon
(Eberspaecher et al., 1995), la cual presenta un dominio N-terminal laxo (75% de la
molécula), y una region C-terminal compacta con 10 de las 16 Cys conservadas de la
familia CRISP. La actividad biologica de los fragmentos se estudio evaluando la capacidad
de los mismos de unirse al oolema (por IFI) y de inhibir el proceso de fusiéon de gametas
(mediante ensayos de fusion in vitro). Los distintos fragmentos generados, asi como la
actividad bioldgica de los mismos se muestran en el Esquema 2.1. Los resultados
obtenidos permitieron acotar dicha funcién a una region de 97 aminoécidos ubicados en la

region N-terminal de la molécula (Ellerman, 2001).
En base a lo observado, el segundo objetivo de esta Tesis ha consistido en

identificar el sitio activo por el cual DE interactia con los sitios complementarios en el

oolema.
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Actividad
biolégica
F1 (1-158) +
F2 (158-227) -
F3 (62-227) +
F4 (62-158) +

F5 (1-62) — -

Esquema 2.1: Estudio del sitio activo de DE a través de fragmentos recombinantes.

Estructura propuesta para la proteina recombinante de raton (Eberspaecher et al., 1995) y esquema de
los fragmentos recombinates de la proteina de rata. Entre paréntesis se indica la posicion de los
aminoacidos de inicio y terminacion de cada polipéptido siguiendo la numeracion de la proteina
completa sin péptido sefial. A la derecha se indica si el fragmento mantiene (+) 6 no (-) la actividad
bioldgica de la proteina completa.

1. Determinacion de la region de la proteina DE responsable de su union

al ovocito
1.1. Expresion y purificacion de los fragmentos recombinantes

De los 5 fragmentos generados y analizados en trabajos previos, se concluy6 que la
actividad de la proteina estaria en el fragmento denominado F4 (fragmento 4) abarcando

desde el aminoacido 62 al 158 (region N-terminal) de la proteina secretada (sin péptido

sefial) y conteniendo 6 de las 16 Cys de la molécula. A partir de estos resultados, decidimos
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generar dos nuevos fragmentos denominandolos: F6 (aa: 62 a 116) y F7 (aa: 114 a 158)

(Figura 2.1).

DE (1-227) ]
F4 (62-158)

F6 (62-116) —

F7 (114-158) —

Figura 2.1: Disefio de los fragmentos recombinantes F6 y F7.

Esquema de los fragmentos producidos (F6 y F7). Entre paréntesis se indica la posicion de los
aminoacidos de inicio y terminacion de cada polipéptido siguiendo la numeracion de la proteina completa
sin péptido sefial.

Para ello, la region codificante de cada fragmento fue amplificada por PCR a partir
de ADNc de epididimo de rata, utilizando “primers” disefiados especificamente para tal fin
y una enzima polimerasa de alta fidelidad. Los fragmentos de ADN asi obtenidos mostraron
el tamafio esperado en geles de agarosa tefiiddos con bromuro de etidio (Figura 2.2A). Con
el fin de facilitar el clonado de estos fragmentos, los “primers” contenian sitios para
enzimas de restriccion en sus extremos 5 coincidentes con dos de los que presenta el vector

de expresion elegido.

Para la expresion de estos fragmentos recombinantes, se utilizd el sistema
procariotico Escherichia coli junto al vector comercial pMAL-c2. Este vector de expresion
ya ha sido utilizado previamente en nuestro laboratorio con buenos resultados. Luego de
ocurrida la ligacion entre los fragmentos de ADN y el vector, las distintas construcciones
fueron utilizadas para transformar células BL21 y los clones recombinantes seleccionados
fueron enviados al exterior para su secuenciacion. Para ello, se utilizaron “primers”
universales complementarios a regiones adyacentes al sitio de clonado, permitiendo
verificar la correcta ubicacion del fragmento insertado. Los resultados indicaron la ausencia
de mutaciones y la correcta insercion de los fragmentos de ADN respecto al marco de

lectura del vector (Figura 2.2B).
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Figura 2.2: Produccion de los plasmidos recombinantes.

(A) La secuencia codificante de cada fragmento fue amplificada por PCR y luego separada por
electroforesis. Se muestran los marcadores de tamafio en pares de base. (B) Los plasmidos conteniendo las
secuencias codificantes de cada fragmento fueron secuenciados, mostrandose un ejemplo de los resultados
obtenidos para F7 con el “primer” M13/pUC. La secuencia del “primer” utilizado para la PCR se
encuentra subrayada y el codon de terminacion se indica en italicas.

Los cultivos de E. coli conteniendo los vectores recombinantes fueron crecidos en
presencia de IPTG para inducir la expresion del polipéptido deseado. El vector pMAL-c2
contiene la secuencia codificante para la proteina unidora de maltosa (maltose-binding
protein: MBP), por lo que la proteina final es una fusion entre MBP y la proteina deseada
(Figura 2.3A). Las proteinas recombinantes asi generadas fueron luego purificadas
mediante una cromatografia de afinidad utilizando una columna de resina acoplada a
amilosa (polimero de maltosa) y la identidad de las proteinas purificadas fue confirmada
por Western blot utilizando un suero anti-MBP. Los resultados presentados en la Figura
2.3B indicaron que el anticuerpo detectdé una banda en cada uno de los cultivos
correspondientes a los distintos fragmentos y otra de aproximadamente el doble del tamaiio

de cada polipéptido.
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Figura 2.3: Expresion de las proteinas recombinantes.

(A) Esquema del método utilizado para la expresion de los polipéptidos recombinantes. (B) Bacterias
transformadas con los plasmidos conteniendo las secuencias codificantes de F6 6 F7 fueron crecidas e
incubadas con IPTG. Al cabo de 5 hs, las proteinas fueron extraidas y separadas por electroforesis e
inmunodetectadas utilizando anti-MBP (6 pg proteina total/calle). A la izquierda de cada panel, se
muestran los marcadores de peso molecular en kDa.

1.2. Actividad biolégica de los fragmentos recombinantes

Una vez obtenidos los fragmentos recombinantes, los mismos fueron evaluados en
cuanto a su funcion bioldgica. En primera instancia, se investigd la capacidad de los
mismos de unirse a los sitios complementarios presentes en el oolema. Para ello, ovocitos
de rata sin ZP fueron incubados con concentraciones equimolares de cada uno de los
fragmentos, fijados y sometidos a IFI utilizando anti-MBP y anti-IgG acoplado a FITC. Los
fragmentos F4 y F5, generados previamente, fueron utilizados como controles positivos y
negativos, respectivamente. Tal como se muestra en la Figura 2.4, los ovocitos incubados
con F7 mostraron marca fluorescente en toda la superficie de la célula con excepcion de un
area negativa, igual a la observada en aquellos incubados con F4. Por el contrario, los
ovocitos incubados con F6 no presentaron marca fluorescente, al igual que los incubados

con F5.
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Figura 2.4: Capacidad de los fragmentos de unirse a la membrana plasmatica del ovocito.

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con 6 pM de cada fragmento durante 30 min, luego fijados, y
sometidos a IFI usando anti-MBP. Nétese la presencia de un area negativa (flecha). Barra = 10 um.

El proximo paso consistio en investigar si la uniéon de F7 al ovocito era capaz de
inhibir el proceso de fusidon espermatozoide-ovocito. Para ello, las gametas fueron
coincubadas en presencia de F6 6 F7, evaluandose el porcentaje de ovocitos con
espermatozoides fusionados. La premisa de este tipo de experimentos es que si la proteina 6
fragmentos a estudiar presentan la actividad biologica de DE, podrian unirse a los mismos
sitios a los que se une la proteina presente sobre el espermatozoide, ¢ inhibir

competitivamente la interaccion de gametas (Esquema 2.2).
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Esquema 2.2: Ensayo de fusion de gametas in vitro.

Segun los trabajos anteriores realizados con fragmentos recombinantes, la
concentracion necesaria para inhibir el ensayo de fusion fue superior a la requerida para la
IFI, por lo que la concentracion de cada fragmento en estos nuevos experimentos, fue igual
a la utilizada en los casos anteriores (60 uM). A diferencia de lo observado con el resto de
los fragmentos, F7 produjo un efecto detrimental sobre la motilidad de los espermatozoides
al cabo de 3 hs de incubacion, por lo cual la fusion de gametas fue estudiada por la técnica
de transferencia del colorante Hoechst, que evaltia especificamente la ocurrencia de la
fusion de gametas luego de s6lo 30 min de coincubacion de las mismas. Para ello, los
ovocitos fueron primeramente incubados con Hoechst, luego coincubados con los
fragmentos y, finalmente, inseminados con espermatozoides capacitados, evaludndose a los
30 min el porcentaje de ovocitos con espermatozoides fusionados. Ademas de la
disminucion en el tiempo de coincubacion, se probaron concentraciones menores de F7
para tratar de reducir al méximo el efecto toxico. Bajo estas condiciones, F7 no afect6 la
motilidad de los espermatozoides en ninguna de las concentraciones utilizadas (F7 60 uM:
55% = 5; Control sin proteina: 63% + 6; n = 3; NS). Los resultados indicaron que, a
diferencia de F6, F7 produjo una disminucion significativa y dosis-dependiente en el

porcentaje de ovocitos con espermatozoides fusionados (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Capacidad de F7 de inhibir la fusién espermatozoide-ovocito.

Ovocitos de rata sin ZP preincubados con Hoechst 33342 fueron incubados en medio sélo (C) 6 medio
conteniendo diferentes concentraciones de F7 (6-60 uM), 6 F6 (60 uM) durante 30 min. Los mismos
fueron luego inseminados con espermatozoides de rata capacitados, evaluandose el % de ovocitos con
espermatozoides fusionados al cabo de 30 min de coincubacion. Cada barra representa el promedio de 3
experimentos independientes = SEM. a vs b, p< 0,05; a vs ¢, p<0,001.

Cabe aclarar que el hecho de que haya algin fragmento, como F6, que no presenta
funcion bioldgica indica que MBP 6 algtn otro posible contaminante en comun arrastrado
de la expresion y purificacion de los fragmentos, no seria responsable de la actividad

bioldgica de F7.

Para descartar la posibilidad de que F7 tuviera un efecto toxico sobre los ovocitos,
los mismos fueron incubados con Hoechst y con los fragmentos, lavados y recién luego
inseminados. Los resultados no mostraron diferencias en el porcentaje de ovocitos
fusionados entre los controles sin proteina, y aquellos en los que F7 habia sido removido

por lavados previo a la inseminacion (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Toxicidad de F7 sobre los ovocitos.

Ovocitos de rata sin ZP preincubados con Hoechst 33342 fueron incubados en medio solo (control) 6
medio conteniendo F7 (60 uM) durante 30 min. Una fraccion de los ovocitos controles (C) y de los
incubados con F7 fueron luego lavados en medio fresco (Lavado). Posteriormente, se inseminaron todas
las gotas con espermatozoides capacitados determinandose el % de ovocitos con espermatozoides
fusionados al cabo de 30 min de coincubacion. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos
independientes = SEM. a,c vs b, p<0,001; a vs ¢, NS.

En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad biologica de DE residiria en

una region de la molécula de 45 aminoacidos comprendida entre los residuos 114 y 158.

1.3. Actividad biologica de los péptidos sintéticos

Tal como se mencionard anteriormente, la proteina DE pertenece a la familia de
proteinas CRISP, cuyos miembros comparten una alta homologia de secuencia y poseen
elementos estructurales conservados. Mediante el uso de una base de datos publica

denominada PROSITE (www.expasy.org/prosite, (Hulo et al., 2006), se analiz6 la region

de 45 aminodcidos de DE que mantiene la actividad biologica de la molécula completa. El
estudio indicé que esta region contiene los dos motivos caracteristicos de la superfamilia
CAP, denominados Signature 1 y 2 (n° de acceso PROSITE: PS01009 y PS01010,

respectivamente) (Tabla 2.1). Estos motivos poseen secuencias consenso de entre 11 y 12
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aminodcidos que estan presentes en todos los miembros de esta familia, atn en las proteinas
mas alejadas evolutivamente como las proteinas PR-1 de plantas y las V5 de insectos (ver

Introduccion).

Tabla 2.1: Signatures 1 y 2 de la superfamilia CAP. Se muestran las secuencias de los

“Signatures” de algunas de las proteinas de la superfamilia. Los niimeros a la izquierda de cada secuencia

denotan la ubicacion de estas regiones en la proteina completa (sin péptido sefial). HLTX: Helotermina

Signature 1 Signature 2
CRISP-1_RATA: 120-130 GHYTQVVWNST 148-159 FYVCHYCPGGNY
CRISP-1_RATON: 118-128 GHYTQVVWNST 146-157 YYVCHYCPVGNY

CRISP-1_ HUMANO: 122-132 DHYTQIVWATS 151-162 LYVCHYCHEGND

CRISP-2 RATA: 116-126 GHYTQLVWYSS 145-156 FYVCHYCPMGNN
CRISP-2 RATON: 116-126 GHYTQLVWYSS 145-156 FYVCHYCPMGNN
CRISP-2_ HUMANO: 116-126 GHYTQLVWYST  145-156 YYVCQYCPAGNN

CRISP-3 RATON: 118-128 GHHTQVVWKSN 146-157 FYVCRYCPVLNY
CRISP-3_HUMANO: 118-128 GHYTQVVWYSS 147-158 YYVCQYCPAGNW

CRISP-4 RATON: 123-133 DHYTQMVWAST 152-163 LYVCHYCHEGNH
CRISP-4 RATA: 127-137 YHYTQMVWAPS 156-167 LYVCHYCHEGNS

HLTX LAGARTIJA: 116-126 GHYTQVVWYRS 144-155 YQVCQYCPGGNI
NATRINA_SERPIENTE:113-123 GHYTQIVWYQT  141-152 FYVCQYCPSGNF

P14 TOMATE: 97-107 RHYTQVVWRNS  123-134 FISCNYDPVGNW
GAPR-1_HUMANO: 93-103 GHFTAMVWKNT  108-119 FVVARYFPAGNV
Vev 5_AVISPA: 159-169 GHYTQMVWANT  188-199 YLVCNYGPSGNF

Teniendo en cuenta estos dos motivos caracteristicos de las CRISPs, se sintetizaron,
dos péptidos biotinilados correspondientes a la secuencia de cada “Signature” presente en la
proteina DE de rata (Tabla 2.1). Se generaron entonces el Péptido 1 (P1) y Péptido 2 (P2)

correspondientes a los Signatures 1 y 2, respectivamente, con una pureza del 98%.

96



Capitulo II - Resultados

Con el fin de estudiar la actividad bioldgica de P1 y P2, en primer lugar se investigod
la capacidad de los mismos de unirse al ovocito de rata. Para ello, ovocitos sin ZP fueron
incubados con diferentes concentraciones de cada péptido, fijados y sometidos a IFI
utilizando anti-biotina y anti-IgG acoplado a FITC como primer y segundo anticuerpo,
respectivamente. Los resultados obtenidos indicaron que, mientras todos los ovocitos
incubados con P1 presentaron marcacion negativa, los ovocitos incubados con 15 6 30 uM
de P2 mostraron marca fluorescente sobre su superficie (Figura 2.7). Al igual que lo
observado para la proteina completa 6 F7, la fluorescencia se observaba sobre toda la

superficie del ovocito, con excepcion de un area discreta que no presentaba marca.

Para controlar que la secuencia, y no s6lo la composicion de aminoacidos en P2,
fuera necesaria para su union al ovocito, se sintetizd un nuevo péptido conteniendo los
mismos aminoacidos que P2 pero ubicados de forma desordenada, y al que se denomind
Scramble P2 (scP2). Cuando este péptido fue utilizado en ensayos de IFI, no se observo la
marca caracteristica observada ya sea para P2, F7 ¢ la proteina completa, sino que
unicamente se detectaron algunos pocos puntos fluorescentes en la superficie del ovocito

(Figura 2.7).

Figura 2.7: Capacidad de union de los péptidos a la membrana plasmatica del ovocito.

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con 30 uM de cada péptido durante 30 min, fijados, y sometidos
a IFI utilizando anti-biotina. Notese la presencia de un area negativa (flecha). Barra = 10 pm.
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A continuacion se estudi6 la habilidad de estos tres péptidos de inhibir la fusion de
las gametas in vitro. Los experimentos iniciales, utilizando los péptidos a una concentracion
de 15 6 30 uM, indicaron que ninguno de ellos fue capaz de inhibir el porcentaje de
ovocitos penetrados. Sin embargo, al aumentar la concentracion a 60 pM, P2 produjo una
inhibicion significativa, no observada ni para los ovocitos incubados con P1 6 con scP2, ni
para los controles (Figura 2.8). Para estos ultimos experimentos, los péptidos debieron ser
disueltos en DMSO, por lo que se agregd al ensayo de fusion un control adicional sin

péptido pero con DMSO en el medio de cultivo.
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Figura 2.8: Capacidad de los péptidos de inhibir la fusion espermatozoide-ovocito.

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados durante 30 min en medio s6lo (C), 6 medio conteniendo DMSO
1%, 6 medio conteniendo P1, P2 6 scP2 (60 puM). Los ovocitos fueron luego inseminados con
espermatozoides de rata capacitados evaluandose el % de ovocitos penetrados al cabo de 3 hs de
coincubacion. Cada barra representa el promedio de 4 experimentos independientes = SEM. a vs b, p<
0,0001; b vs ¢, p<0,001;a vs ¢, NS.

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la unién de DE a sus sitios
complementarios en el ovocito ocurriria a través de una region de 12 aminodcidos

correspondientes al Signature 2 (S2) de la familia CRISP.
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2. Especificidad de la interaccion entre el Signature 2 y los sitios

complementarios en el ovocito

Con el objeto de estudiar la especificidad de la asociacion entre el S2 de DE y los
sitios complementarios en el ovocito, se analiz6 la capacidad de diversas proteinas CRISP
de unirse a ovocitos de rata en relaciéon con la secuencia de aminodcidos de sus
correspondientes S2. Para ello, en primer lugar, se analizaron los resultados de
experimentos previos de IFI realizados por nuestro grupo de trabajo, en los cuales se
incubaron ovocitos de rata con las proteinas: Tpx-1/CRISP-2 de ratén (Busso, 2005),
ARP/hCRISP-1 de humano y helotermina de lagartija. Estos estudios mostraron que Tpx-1
de raton, a diferencia de ARP y helotermina, fue capaz de unirse al ovocito de rata (Figura
2.9). Asimismo, el andlisis de experimentos en los que se utilizaron ovocitos de otras
especies, revelaron que la proteina DE de rata fue capaz de unirse a ovocitos de raton pero

no a ovocitos de humanos (Cohen et al., 2000a; Cohen et al., 2001) (Figura 2.9).

En segundo lugar, se compararon las secuencias de los S2 de estas proteinas
respecto a la de DE (ver Tabla 2.1), observandose una correlacion con lo hallado por IFI
(Tabla 2.2). Mas precisamente, la proteina Tpx-1 de ratdon, capaz de reconocer el sitio
complementario a DE en el ovocito de rata, presenta un S2 con sdélo 2 aminoacidos
diferentes a DE, mientras que las proteinas ARP y helotermina, que no lograron unirse al
ovocito de rata, difieren en 4 aminodcidos en sus S2 respecto al de DE (Tabla 2.2). Del
mismo modo, la proteina DE es capaz de unirse al ovocito murino y presenta un S2 con
solo 2 sustituciones respecto al de su homologo en raton (AEG-1/CRISP-1), mientras que
no logra unirse al ovocito humano, y su S2 exhibe 4 sustituciones respecto al de su

homoélogo en humano (ARP/hCRISP-1) (Tabla 2.2).
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Figura 2.9: Capacidad de unién de diferentes proteinas CRISP a la membrana plasmatica del
ovocito.

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con DE (a), Tpx-1 (b), ARP (¢) 6 heloternima (HLTX) (d), 0
ovocitos de raton (e) 6 humano (f) fueron incubados con DE de rata. Todos los ovocitos fueron sometidos
a IFI utilizando anticuerpos especificos. Barra= 10 um.
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Tabla 2.2. Correlacion entre la capacidad de union de las proteinas CRISP y sus

secuencias aminoacidicas del Signature 2.

ovocito capacidad de n° de aa diferentes en
proteina CRISP (especie) union al ovocito S2 respecto a DE de
P por IFI rata
DE/CRISP-1 de rata rata + -
Tpl/CRISP2de | . 2
ARP/hCRISP-1 de rata i 4/12
humano
Helotern.l}na de rata ) 4/12
lagartija
DE/CRISP-1 de rata raton + 2/12°
DE/CRISP-1 de rata humano - 4/12°

* comparado con AEG-1/CRISP-1 de raton
b comparado con ARP/hCRISP-1 de humano

En conjunto, los resultados de este capitulo indican que la region responsable de la
uniéon de DE a la superficie del ovocito de rata residiria en una regiéon de 12 aminoécidos

correspondiente al Signature 2 de la superfamilia de proteinas CAP.
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DISCUSION

Evidencias de nuestro laboratorio indican que la proteina DE participaria en la
fusion espermatozoide-ovocito a través de su union a sitios complementarios en la
superficie del ovocito (Rochwerger et al., 1992). Estudios posteriores en los que se evalud
la capacidad de una serie de fragmentos recombinantes de DE de unirse a la superficie del
ovocito e interferir con la fusion de gametas, lograron acotar a 97 aminoacidos la region

que mantiene la actividad biologica de la proteina completa (Ellerman, 2001).

Con el fin de identificar el sitio activo por el cual DE se asocia al ovocito, en este
trabajo se expresaron dos fragmentos adicionales (F6 y F7) comprendidos dentro de la
region de 97 aminoacidos (denominada F4) del dominio N-terminal de DE. El sistema
utilizado para la expresion y purificacion de estos fragmentos fue el mismo que se utilizara
en los trabajos anteriores dando un buen rendimiento y eficacia. La expresion en el modelo
procaridtico de E. coli presenta, por un lado, la ventaja de mejorar la solubilidad de la
proteina de interés, y disminuir la probabilidad de que sufra proteolisis (Kapust & Waugh,
1999). Por otro lado, dado que la molécula recombinante se expresa como una proteina de
fusion podria requerirse el clivaje con una proteasa especifica para obtener la proteina libre.
Sin embargo, los experimentos previos demuestran que dicho clivaje no seria necesario.
Mientras varios fragmentos acoplados a MBP (F1, F3 y F4) resultaron biologicamente
activos, indicando que MBP no representaria un impedimento estérico, otros fragmentos no
retuvieron la actividad bioldgica de la proteina completa (F2 y F5), confirmando que el
MBP presente en los fragmentos funcionales no seria responsable de la inhibicion
observada. Estos resultados validan la utilizacion de este método de expresion y

purificacion de fragmentos para la determinacion del sitio activo de DE.

Tanto el clonado como la expresion y purificacion de los fragmentos F6 y F7 fueron
exitosos, obteniéndose buenos rendimientos de cada polipéptido. Con el fin de evaluar la
actividad biologica de los dos fragmentos generados, los mismos fueron utilizados en
experimentos de IFI y ensayos de fusion de gametas. Los resultados indicaron que
unicamente F7, el fragmento mas proximo al extremo C-terminal de esa region de 97

aminoacidos, fue capaz de unirse al oolema exhibiendo el mismo patrén de fluorescencia
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previamente observado para la proteina DE nativa (Rochwerger et al., 1992), para la
proteina recombinante entera (Ellerman et al., 2002) y para el fragmento recombinante F4
(Ellerman, 2001). En relaciéon a los ensayos de fusion de gametas, el fragmento F7, a
diferencia de F6, fue también capaz de competir con el espermatozoide y disminuir de
manera concentracion-dependiente el porcentaje de ovocitos fusionados. La concentracion
a la cual F7 inhibi¢ la fusién fue mayor que la que se requirié para visualizar su union al
ovocito, observacion que concuerda con lo hallado anteriormente para los otros fragmentos.
Esta diferencia podria explicarse por el hecho de que en los experimentos de IFI, los
ovocitos son fijados inmediatamente luego de su exposicion a los fragmentos, permitiendo
asi detectar asociaciones de baja afinidad. Por el contrario, en los ensayos de fusion, la
proteina nativa presente sobre el espermatozoide compite con los fragmentos unidos al

ovocito, desplazandolos de los sitios complementarios para DE.

Previamente, se habia observado que al utilizar fragmentos de un tercio del tamafio
de la proteina completa, se requeria una concentraciéon diez veces mayor para lograr la
inhibicion de la fusion, sugiriendo que otras regiones de la molécula que parecerian no ser
esenciales, podrian ser relevantes para lograr la correcta configuracion del sitio de union al
ovocito (Ellerman, 2001). En este caso, a pesar de que F7 tiene un tamafio de
aproximadamente la mitad del ultimo fragmento funcional identificado (F4) (45 vs 97),
logré inhibir la fusion a la misma concentracion que F4. Esta observacion indicaria que en
el caso de que otras regiones de la molécula fueran beneficiosas para formar el sitio activo,

las mismas parecerian estar localizadas por fuera de la region correspondiente al F4.

Por ultimo, la inhibiciéon de fusion obtenida por F7 no se deberia a un efecto
deletéreo sobre las gametas, ya que ni la motilidad de los espermatozoides al cabo de 30
min de incubaciodn, ni la penetrabilidad de los ovocitos, resultaron alteradas por exposicion

a este fragmento.
En conjunto, los resultados indican que a diferencia de F6, F7 es capaz de unirse a

los sitios complementarios para DE en la superficie del ovocito, e inhibir en forma

especifica la fusion de las gametas, a través de su unién a los sitios en el ovocito.
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Un hallazgo muy interesante fue el hecho de que la secuencia de 45 aminoacidos
correspondiente a F7 contuviera los dos motivos caracteristicos de la superfamilia CAP,
denominados Signature 1 y Signature 2, y presentes en todos los miembros de la misma.
Esta observacion nos llevo a investigar si la actividad bioldgica de DE se encontraba en
alguna de estas regiones conservadas de la molécula. El uso de péptidos sintéticos
correspondientes a estos dominios (P1 y P2, respectivamente) en ensayos de IFI y fusion,
indico que P2, pero no asi P1, fue capaz de unirse a la superficie del ovocito e interferir con
la fusion de gametas. En este sentido, resulta muy importante el hecho de que un péptido
conteniendo la misma composicion aminoacidica que P2 pero en forma desordenada (scP2)
no tuviera actividad bioldgica en ninguno de los dos ensayos utilizados, indicando que no
solo la composicion sino la secuencia aminoacidica de la region correspondiente a P2 serian

relevantes para su union al ovocito.

Es interesante mencionar que, al igual que para los fragmentos generados en
trabajos previos, tanto el fragmento F7 como el péptido P2, capaces de interactuar con el
ovocito, fueron también capaces de inhibir la fusion de gametas, mientras que aquellos
fragmentos 0 péptidos que no se unieron al ovocito (F6, P1, scP2) tampoco lograron
interferir con la interaccion de gametas. Esta consistente correlacion entre los dos

parametros apoya los resultados obtenidos y valida el uso de estos ensayos biologicos para

evaluar la actividad de DE.

En resumen, los resultados obtenidos usando tanto los fragmentos recombinantes
como los péptidos sintéticos indican que la actividad de DE residiria en una region de 12
aminoacidos correspondiente al S2 de la familia CRISP. Segln nuestro conocimiento, esta
es la primera vez que se describe un rol funcional para un motivo de la familia CRISP, y
que se logra delimitar la actividad de una proteina CRISP a una regién tan pequeiia.
Asimismo, estos resultados son particularmente interesante considerando que DE podria ser
utilizada para el desarrollo de un método anticonceptivo. Tal como se mencionara
anteriormente, evidencias de nuestro laboratorio indican que la inmunizacion de ratas
machos y hembras con DE purificada (Cuasnicu et al., 1990; Perez Martinez et al., 1995;
Ellerman et al., 1998) y recientemente con la proteina recombinante (Ellerman et al., en

prensa) es capaz de producir una inhibicidn especifica de la fertilidad en ambos sexos. Asi,
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el hecho de que la actividad de DE resida en una region de so6lo 12 aminoacidos representa
una contribucion importante para el futuro disefio de métodos nuevos y mas seguros de

regulacion de la fertilidad.

De acuerdo a lo obtenido, un modelo posible de participacion de DE en las distintas
etapas de la interaccion de gametas seria el representado en el esquema 2.3: A: el
espermatozoide capacitado e intacto se une al ovocito con la proteina DE localizada en la
region dorsal de la cabeza, B: Como en todas las especies estudiadas hasta el momento, la
ZP induce la RA del espermatozoide, lo cual gatilla la migracion de DE al SE, C:
localizada en la region fusogénica de la cabeza del espermatozoide, DE participaria en la
etapa especifica de fusion de gametas a través de la interaccion del S2 con los sitos

complementarios presentes en la superficie del ovocito

A B C

Esquema 2.3: Modelo de la participacion de DE en el proceso de fusion. En color negro sobre el
espermatozoide, se muestra la localizacion de la proteina DE, la cual se une a sus sitios complementarios
sobre la membrana plasmatica del ovocito a través del S2.
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Tal como se comentara en la introduccion, la superfamilia CAP (CRISP/Antigen-
5/PR-1) esta compuesta por proteinas CRISP presentes en mamiferos y reptiles, proteinas
VS5 en insectos y proteinas PR-1 en plantas y humanos. El alto grado de similitud entre las
secuencias de las proteinas permite asumir que las estructuras tridimensionales de estas
proteinas serian muy parecidas entre si, pudiendo extrapolar los conocimientos de la
estructura de una proteina hacia las demas. El andlisis cristalografico de algunos miembros
PR-1 como P14 a de tomate (Fernandez et al., 1997), tex31 de caracol (Milne et al., 2003) y
GAPR-1 recombinante de humano (Serrano et al., 2004), como asi también de Vev5 de
avispa (Henriksen et al., 2001) demostré la existencia de un plegamiento laxo en forma de
sandwich a-f-o Unico presente en esta superfamilia. Recientemente, se han publicado las
primeras estructuras cristalinas de miembros de la familia CRISP, stecrisp y natrina, las
cuales constan de dos dominios que son estabilizados independientemente por puentes
disulfuros y estan conectados por una pequeia regién que acttia de bisagra (Guo et al.,
2005; Wang et al., 2005). El dominio N-terminal se asemeja a la inica estructura hallada en
las proteinas PR-1 y V5, denominandose asi PR-1, mientras que el dominio C-terminal rico
en Cys, denominado CRD (cysteine rich domain), es tnico de las CRISP. Dado que atin no
se ha descripto la cristalografia de la proteina DE vy, teniendo en cuenta la similitud de
secuencia de DE con stecrisp y natrina, nuestros resultados indican que la capacidad de DE
de unirse al ovocito residiria en lo que se conoce como el dominio PR-1. Resultados
similares fueron descriptos para la proteina testicular Tpx-1/CRISP-2, cuya funcion
propuesta es mediar la unioén entre células espermatogénicas y de Sertoli a través de 101

aminodcidos localizados en la region N-terminal (Maeda et al., 1998).

El hecho de que estas proteinas de la superfamilia conserven una estructura similar
entre ellas (dominio PR-1) sugiere que las mismas cumplirian una funcién también similar
en los distintos organismos. En este sentido, existen evidencias que indican que el dominio
PR-1 podria actuar como un modulador enzimatico. Por un lado, los andlisis de estructuras
revelaron la existencia de un bolsillo en la superficie de las proteinas P14 a, GAPR-1, Vev5
y stecrisp, formado por dos pares de histidinas y glutamatos altamente conservados
sugerido como un posible sitio enzimatico. Por otro lado, estudios recientes indicaron que
Tex31 posee actividad proteolitica dependiente de serina (Milne et al., 2003). Sin embargo,

hasta el momento no se ha demostrado actividad enzimatica para otras CRISPs (Guo et al.,
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2005), lo cual abre la posibilidad de que este dominio PR-1 esté implicado en funciones
adicionales. En este sentido, los resultados de nuestro trabajo indicando que la capacidad de
DE de unirse a la membrana del ovocito esta localizada en una region de PR-1 diferente al
sitio con actividad enzimatica propuesto, apoya fuertemente la idea de que el dominio PR-1

contendria una variedad de funciones y sitios activos.

A pesar de lo expuesto anteriormente, no se puede descartar la relevancia del
dominio CRD para otras posibles funciones de DE. Dada la inusual concentracién de Cys
en esta region, y la estricta conservacion de las posiciones de este aminoacido entre los
miembros de la familia CRISP, se ha sugerido que el dominio CRD cumpliria una funcion
importante para la actividad de estas proteinas. Recientemente, se sugirid que una region
conservada del dominio CRD podria mediar asociaciones entre proteinas CRISP y otras
proteinas posiblemente localizadas en matrices extracelulares, postulando asi al CRD como
modulo de interaccion con cofactores, sustratos especificos 0 receptores, independiente del
dominio PR-1 (Guo et al., 2005). Dado que DE se asocia al espermatozoide mientras
transita por el epididimo (Kohane et al., 1980b), a través de un mecanismo aun
desconocido, existe la posibilidad de que el CRD sea requerido para dicha interaccion.
Asimismo, las evidencias indican que las proteinas CRISP de venenos de serpientes
(Yamazaki & Morita, 2004; Wang et al., 2005; Wang et al., 2006), asi como Tpx-1/CRISP-
2 de raton (Gibbs et al., 2006), poseen actividad reguladora de canales idnicos posiblemente
localizada en el CRD. En este sentido, es interesante mencionar que DE pareceria tener
actividad inhibidora de la fosforilacion de proteinas en tirosina en el espermatozoide
(Roberts et al., 2003), evento que, tal como se menciond en el capitulo anterior, depende de
la regulacion de diversos canales i6nicos (revision de trabajos: Visconti et al., 2002).
Teniendo en cuenta la existencia de una poblacion de DE débilmente unida al
espermatozoide que se libera del mismo durante la capacitacion (Cohen et al., 2000b), es
posible que DE actue como factor decapacitante, regulando canales i6nicos a través de su

dominio CRD.

Asi, a pesar de compartir una organizacion estructural comun, es posible que
diferentes miembros de esta familia hayan evolucionado para llevar a cabo una variedad de

funciones que dependen de diferentes regiones de la molécula (Esquema 2.4).
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PR-1 S2 CRD
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Esquema 2.4: Diagrama ilustrando los dominios estructurales de las proteinas CRISP y su relacion
con las actividades funcionales propuesta.

Los miembros de la familia CRISP contienen un dominio N-terminal denominado PR-1 y un dominio C-
terminal conocido como CRD, conectados entre si por una region que actiia de bisagra. La region de DE
responsable de su unidn al ovocito residiria en el Signature 2 (S2) localizado en el dominio PR-1.

Resultados de nuestro laboratorio indican que, al igual que DE de rata, los
homologos epididimarios en raton y humano también participan de la fusion de gametas
(Cohen et al., 2000a; Cohen et al., 2001). Mas aun, recientemente describimos que las
proteinas Tpx-1/CRISP-2 de raton y humano también estarian involucradas en el proceso
de fusion a través de sitios complementarios en el ovocito (Busso et al., 2005; Busso et al.,
2007). Ya que todas estas proteinas poseen un alto grado de conservacion y, ademas, una
actividad biologica en comun, es logico pensar que actlien a través de mecanismos
moleculares muy similares. Sin embargo, el hecho de que la capacidad de DE de unirse al
ovocito resida en una de las regiones mas conservadas de la molécula, plantea la duda de
como esta region comun podria poseer la especificad necesaria para interactuar con

diferentes ovocitos.

Para contestar esta pregunta, se analiz6 la capacidad de distintas CRISPs de unirse
al ovocito en relacion a la secuencia de aminodcidos de sus correspondientes S2. Este
estudio reveld que, por un lado, en aquellos casos en los cuales la proteina era capaz de
unirse al ovocito de otra especie (Tpx-1 de raton a ovocitos de rata 6 DE de rata a ovocitos
de raton), las secuencias del S2 de las proteinas de las dos especies poseian una alta
homologia (s6lo 2 aminoacidos diferentes). Por otro lado, el estudio indic6 que en aquellos
casos en los cuales las proteinas no eran capaces de interactuar con los ovocitos (ARP 6
helotermina con ovocitos de rata, 6 DE de rata con ovocitos humanos) las secuencias de los

S2 eran menos conservadas (4 aminoacidos diferentes). En conjunto, estas observaciones
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apoyan la participacion del S2 en la fusion de gametas y sugieren que diferencias en la
secuencia de aminoacidos de esta region podrian ser responsables de la especificidad de la

union de cada CRISP al ovocito de su correspondiente especie.

El hecho de que el S2 de DE y Tpx-1/CRISP-2 difieran en sélo 2 aminoacidos, y
que ambas proteinas participen en el proceso de fusion de gametas a través de su union a
sitios complementarios en el ovocito, abrié la posibilidad de que dichas proteinas
compartan los sitios de unién. En ese sentido, resultados recientes de nuestro grupo indican
que DE y Tpx-1/CRISP-2 compiten por el mismo sitio de unién en el ovocito, sugiriendo la
existencia de una cooperacion funcional entre estas moléculas homologas durante la

fertilizacion (Busso et al., 2007).

Ademas de la interaccion de las proteinas CRISP con el ovocito, otros miembros de
la superfamilia CAP presentan capacidad de asociarse a membranas de diferentes células,
tales como: Na-ASP-2 a fagocitos (Ehlers, 2000; Asojo et al., 2005), XCRISP a “hatching
gland cells” (Schambony et al., 2003), 6 allurina a espermatozoides (Olson et al., 2001). Sin
embargo, los mecanismos moleculares implicados en estas interacciones aun son
desconocidos. Los resultados de este trabajo abren la posibilidad de que la region
conservada del Signature 2 juegue un papel similar en la funciones de otras proteinas de la

familia que interactiian con la membrana de células en diferentes sistemas bioldgicos.

En conclusion, el hecho de que la capacidad de DE/CRISP-1 de unirse al ovocito
resida en una region de la molécula muy conservada evolutivamente, brinda nueva
informacion sobre el mecanismo molecular involucrado en la participacion de las proteinas
CRISP-1 en la fusion de gametas de mamiferos, con importantes implicancias en la relacion
estructura-funcion de otros miembros de esta familia de proteinas ampliamente distribuida

entre los organismos vivientes.

Los resultados de este capitulo forman parte del trabajo publicado: “Sperm protein
DE mediates gamete fusion through an evolutionarily conserved site of the CRISP family ™.
Ellerman D, Cohen D, Da Ros V, Morgenfeld M, Busso D & Cuasnicu P. Developmental
Biology (2006) 297: 228-237.
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Capitulo IIl — Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Los ratones generados y luego utilizados para los experimentos de este capitulo fueron
mantenidos a 23°C en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental, con
alimento y agua ad libitum y con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad. Los
experimentos con animales fueron llevados a cabo siguiendo “Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals” publicada por NIH (Bethesda, MA, EEUU).

2. Identificacion y aislamiento del gen murino CRISP-1
2.1. Estrategia de PCR
2.1.1. “Long PCR”

Diferentes reacciones de “Hot Start” PCR fueron llevadas a cabo utilizando como molde
100 ng de ADN genomico de células embrionarias totipotenciales de ratén de la cepa
129SvEv (cedido por el Dr. Diego Gelman, INGEBI) 6 5 pl de un eluido de una PCR
previa. Por cada tubo ademas se mezclaron: 1-2 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTPs; 0,5 uM de
cada “primer” especifico y 2 ul de la polimerasa termoestable Elongase® (Invitrogen
Corporation, Carlsband, CA, EEUU) en un volumen final de 50 pl. Las secuencias de los

“primers” utilizados fueron:

forward: 5" ACTTCCTGCAGAACAACGC 3”7
2,8 kb

reverse: 5" CCATTAATGCCATGGCTAG 3°

forward: 5" CAGACAAGGGTACCTTCAGT 3
2,45 kb

reverse: 5" CGTCAGATGTCAGATCTTTG 3°

forward: 5" GCCCAAGATCTTACATATGATG 37
3,65 kb

reverse: 5 ACCAACTGCAGATGCAACT3’
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La amplificacion se realizo en el termociclador “Mastercycler gradient” (Eppendorf) para

tubos eppendorfs, bajo las siguientes condiciones de tiempos y temperaturas:

2 min a 94°C

1 min a 94°C
1 min a 52°C + 4°C 15 ciclos
3 min a 68°C

1 min a 94°C
1 min a 52°C + 4°C 20 ciclos
3 min + 15 seg/ciclo a 68°C

5 min a 68°C

Los fragmentos amplificados fueron posteriormente separados por electroforesis en geles
de agarosa 0,8% como se describiera anteriormente. En algunos casos, el ADN fue

purificado del taco de agarosa utilizando el kit comercial “GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification” (Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.1.2. Southern Blot

Al finalizar la separacion por electroforesis de las reacciones de PCR antes descriptas, se
tomo6 una foto del gel. Luego el mismo fue incubado en una soluciéon de HCI 0,25 M
durante 15 min seguido de una incubacién en una solucion desnaturalizante (NaOH 0,5 N;
NaCl 1,5 M) por 40 min, ambas incubaciones con agitacion suave. Posteriormente, el gel
fue incubado en una solucion neutralizante (Tris-HCI 0,5 M pH 7,4; NaCl 1,5 M; EDTA 1
mM), 2 veces por 30 min y luego el ADN fue transferido por capilaridad (Sambrook et al.,
1989) a membranas de nylon no cargadas Hybond-N (Amersham Biosciences). A
continuacion, el ADN fue fijado a las membranas con luz UV y posteriormente
prehibridizado en una solucién conteniendo buffer fosfato 25 mM, pH 7,2; SSC 6X; EDTA
1 mM; Denhardt 5X; SDS 0,5%; formamida 50% y 100 mg/ml de ADN de esperma de
salmoén durante 4 hs a 42°C. Las hibridaciones fueron llevadas a cabo en la misma solucion
de prehibridacion durante 16 hs a 42°C con el agregado de la sonda marcada. Al finalizar la
hibridacion, la membrana fue sometida a una serie de lavados, los cuales fueron realizados

de la siguiente manera: 2 lavados iniciales de 15 min en SSC 2X; SDS 0,1%, a TA, y 2
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lavados finales de alta rigurosidad con SSC 0,1X; SDS 0,1%, a 65 °C. Una vez finalizados
los lavados, las membranas fueron expuestas a placas Biomax MS (Eastman Kodax
Company), junto con pantallas intensificadoras de sefial, a —70 °C. El tiempo de exposicion
de las peliculas autorradiograficas vario segiin la marca radioactiva detectada en los filtros
luego de los lavados. Finalmente, las placas fueron reveladas por pasajes sucesivos en

soluciones de revelador, lavado y fijador.

Como sonda se utilizaron 300 ng de oligonucledtidos complementarios a porciones de los
exones 1 y 5 (exon 1: 5" CTCATTCTACTCTGAAGCCAGCA 3’; exon 5: 57
ATGTTGGCCCAAAGCAACCTGATAGTGTGGTTGGACATTATACTCAG 3" y 5
GCATCATGGTCTTCTGCAATCCAAGGATGGTATAATG 3° marcados con ATP-y>°P
radioactivo por accidén de la enzima polinucledtido quinasa (New England Biolabs) segin
las indicaciones del proveedor. Luego de 30 min de incubacion a 37°C, el ADN fue
precipitado a -70°C durante 15 min por la adicién de 2 pl de sssDNA (20 pg/ul; Gibco
BRL, Rockville, MD, EEUU); 50 ul de acetato de amonio 5 M y 2,5 vol de etanol 100%. A
continuacion, el mismo fue lavado con etanol 70% y resuspendido en 100 ul de TE. La
incorporacion de radioactivo al ADN fue estimado por mediciéon de una alicuota de la

solucidn en el contador Bioscan QC 2000 (Bioscan Inc, WA, EEUU).

2.1.3. Clonado en vectores comerciales

ADN amplificado y luego eluido segin 2.1.1, fue sujeto a una ligaciéon con el vector
comercial pGEM-T (Promega) siguiendo las indicaciones del proveedor. La técnica de
transformacion de bacterias se describio en el capitulo 1. Las colonias resistentes fueron
crecidas, y sus ADN purificados y analizados por digestiones enzimaticas con Sal I y Not |

(Gibco) y geles de agarosa 0,7% tefiidos con bromuro de etidio.

2.1.4. “Colony Hybridization”

Al dia siguiente del plaqueo de colonias, las placas fueron tratadas con el objetivo de
transferir por duplicado el ADN a membranas de nitrocelulosa Hybond N (Amersham

Bioscience) tal como se describe en Sambrook et al. (1989). E1 ADN fue luego fijado a las
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membranas por exposicion a luz UV y la hibridizacion se continud tal como se describe en

2.1.2.

2.2. “Screening” de una biblioteca de cosmidos

2.2.1. Preparacion de la sonda

La sonda fue obtenida por PCR utilizando como molde 100 ng del ADNc¢ de CRISP-1/DE
de rata. La reaccion fue realizada tal como se describe en el punto 2.1.1. del capitulo 2
excepto por lo siguientes cambios: 2,5 U de taq ADN polimerasa (Gibco BRL) y 2 mM de
MgCl,. Las secuencias de los “primers” utilizados fueron: forward: 5’
ACGGATCCCAAGATACCACTGATGAATG 3’ y reverse: 5° TCTACAAGCTTAATTG
CCACCAGGACAA 3’. Las condiciones en cada ciclo fueron:

5 min a 94°C

1 min a 94°C
1 min a 50°C
1 min a 72°C

30 ciclos

5 min a 72°C

El ADN fue aislado por electroelucion mediante una electroforesis preparativa en geles de
agarosa 2%. Luego de efectuada la separacion e identificadas las bandas, el taco de agarosa
conteniendo el ADN deseado fue cortado y colocado dentro de un tubo de didlisis. El
mismo fue colocado nuevamente en la cuba de electroforesis orientando la membrana de
forma tal que el campo eléctrico generado sea perpendicular a la longitud maxima de la
bolsa de didlisis, durante 30 min a 10-12 V/cm. Luego el medio liquido fue recuperado y
sujeto a extracciones sucesivas con 1 vol de fenol (equilibrado con Tris-HCl pH 8) -
cloroformo-isoamilico (25:24:1) y 1 vol de cloroformo-isoamilico (24:1). EI ADN fue
precipitado con 0,1 vol de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 y 2,5 vol de etanol 100% a -70°C

durante 10 min, lavado con etanol 70% y resuspendido en 50 ul de TE.

La marcacion del ADN se llevo a cabo por el método de iniciacion al azar (random

priming) utilizando un kit comercial “RadPrime Labeling System” (Invitrogen Corporation)
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siguiendo las indicaciones del proveedor. Luego del agregado del “Stop Buffer”, el ADN

fue precipitado tal como se describio en 2.1.3. del capitulo 2.

2.2.2. Titulacion de la biblioteca

Una alicuota, de volumen conocido, fue recuperada del stock de la biblioteca de ADN
gendmico de ratén de la cepa 129/SvEv fabricada en césmidos (SuperCos 1 cosmid vector,
Stratagene, La Jolla, CA, EEUU) y luego diluida en medio LB sin ampicilina. Diluciones
seriadas de esa solucion fueron plaqueadas en placas de Petri de 90 mm de diametro de LB
agar incubando luego a las mismas durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se
determind el nimero de colonias por placa, y se calculd el titulo de la biblioteca (n°
colonias/pl de biblioteca) conociendo el volumen utilizado de la misma. Esta titulacion fue
repetida 3 veces obteniéndose un nimero promedio. Dicho titulo fue utilizado para los

plaqueos siguientes.

2.2.3. Hibridizacion
El plaqueo de las bacterias fue llevado a cabo tal como se describié para la titulacion
aunque en este caso se utilizaron placas de Petri de 150 mm. Se utilizé6 una concentracion

de bacterias tal que la cantidad de colonias en cada placa de Petri fuera de 100.000.

La transferencia e hibridizacion se continud tal como se describe en 2.1.4. y 2.1.2,
respectivamente. Las membranas fueron, finalmente, expuestas a placas Biomax MS
(Eastman Kodax Company) por 3 dias, con pantallas intensificadoras de senal, a —=70°C y

reveladas por pasajes sucesivos en soluciones de revelador, lavado y fijador.

2.3. “Screening” de una biblioteca de fagos

2.3.1. Preparacion de la sonda

ARN de epididimo de ratén fue extraido utilizando el reactivo Trizol® (Gibco BRL)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Luego, la integridad y cantidad del ARN fueron
evaluadas por medio de una electroforesis en geles de agarosa 1% con formaldehido

(Sambrook et al., 1989) y visualizacion en transiluminador con luz UV.
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Cinco pg del ARN total fueron incubados a 65°C durante 5 min, seguido de una incubacién
en hielo. Por otro lado, la mezcla de reaccion contuvo 300 Ul de la enzima transcriptasa
reversa M-MLV (Promega); 2,5 uM de un oligonucledtido de timidinas (oligo dT) utilizado
como “primer”; 80 Ul de un inhibidor de RNasas (Promega) y 0,3 mM de dNTPs. Todos
estos reactivos fueron agregados en el buffer apropiado en un volumen final de 15 pl. La
mezcla de reaccion, junto con el ARN, fue incubada durante 10 min a TA, seguido por 1 ha

37°C y por tltimo 5 min a 94°C.

Dos pl del producto de la transcripcion reversa fueron sometidos una PCR utilizando los
siguientes “primers” especificos: forward: 5> ACTTCCTGCAGAACAACGC 3’ y reverse:
5’ ACCAACTGCAGATGCAACT 3’. La mezcla de reaccion, las condiciones de
amplificacion, la eletroelucion y la marcacion fueron descriptas en el punto 2.2.1. de este

capitulo.

2.3.2. Titulacion de la biblioteca

Para el plaqueo de los bacteriofagos se crecid un cultivo de células E. coli LE 392 en 50 ml
de FRM (NaCl 0,5%; Mg,SO4 0,2%; peptona 1%; extracto de levadura 0,5%; maltosa
0,2%) sin antibiotico, hasta alcanzar un DOgyo = 0,4. El cultivo fue centrifugado a 2000 rpm
en rotor SS34 (Sorvall) por 10 min, y las células fueron resuspendidas en 18 ml de medio
Mg,SO4 10 mM. En un tubo estéril, se mezclaron 200 ul de esta suspension de bacterias
con diluciones en medio SM (Mg,SO4 10 mM; NaCl 0,58%; Tris-HCI 50 mM pH 7.,5;
gelatina 0,5%) de la biblioteca de ADN gendémico de raton de la cepa 129/SvEv fabricada
en un derivado del fago A (A Dash® II vector kit, Stratagene) durante 25 min a 37°C.
Luego, se agregaron 2,5 ml de “top agar FRM” (FRM adicionado con agarosa 0,7%)
calentado a 55°C. Una vez homogenizado, el contenido del tubo fue esparcido rdpidamente
sobre una placa de 90 mm de LB agar. Luego de la solidificacion del “top agar”, la placa
fue cultivada a 37°C durante 8 hs. Al cabo de ese tiempo, se colocaron las placas de petri en
la heladera y luego de unas horas, se determind el numero de placas de lisis por placa de
Petri. Segun la dilucion de los fagos sembrada en cada placa y el numero de placas de lisis,
se obtuvo el titulo de la biblioteca. Este procedimiento se realizd 3 veces obteniéndose un

titulo de biblioteca promedio. Este nimero fue utilizado para los plaqueos siguientes.
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2.3.3. Hibridizacion

El plaqueo de los fagos fue llevado a cabo tal como se describio para la titulacion excepto
por los siguientes cambios. En este caso, se utilizaron placas de Petri de 150 mm, por lo
cual se plaquearon 600 pl de bacterias y se agregaron 7 ml de “top agar”. Se utiliz6 una

concentracion de bacteriofagos tal que la cantidad de placas de lisis en cada placa de Petri

fuera de 50.000.

Dos hs después de colocar las placas de Petri en la heladera, se procedi6 a la transferencia y
luego a la hibridizacion de la misma manera que fuera descripto en el punto 2.1.4. y 2.1.2,

respectivamente.

Las placas de lisis positivas fueron extraidas del agar con un “tip” de 1 ml con el extremo
cortado y colocadas en un tubo eppendorf conteniendo 200 ul de medio SM y 20 pl de
cloroformo por 12 hs a 4°C. Estos fagos fueron utilizados para un nuevo “screening”
empleando tres diluciones diferentes y placas de Petri de 100 mm. La transferencia y la
hibridacion fueron realizadas siguiendo los mismos pasos anteriores. Luego de tres rondas
adicionales de “screening”, los clones positivos fueron aislados y guardados en medio SM

con cloroformo 10%.

2.4 Clonado del gen CRISP-1

2.4.1. Extraccion del ADN a partir de bacteriofagos

El ADN contenido en los fagos fue extraido y purificado mediante la siguiente técnica.
Primeramente, la cantidad de particulas de fagos presentes en cada taco positivo fue
determinada como se menciond anteriormente. Una vez obtenido el titulo, un cultivo de
bacterias LE 392 (DOggo = 0,5) resuspendido en Mg,SO4 10 mM, fue incubado con 2 x 10°
particulas en medio RFM liquido durante 8 hs con agitacion. Seguidamente, se agregaron 4
ml de cloroformo por cada 200 ml de cultivo continuando la incubacién con agitacion. Al
cabo de 30 min, el cultivo fue centrifugado a 8000 rpm en rotor GS3 (Sorvall) por 12 min,
y el sobrenadante fue tratado con 600 pl de RNasa A (1 mg/ml) durante 30 min a 37°C. A
continuacion, se agregaron 11,68 gr de NaCl por cada 200 ml de cultivo disolviéndolo con
agitacion en un bafio térmico a 37°C. Luego de 1 h en reposo en hielo, la solucion fue

centrifugada a 8000 rpm en rotor GS3 durante 10 min a 4°C y el sobrenadante fue incubado
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con 20 gr de PEG 8000 por cada 200 ml de cultivo inicial durante toda la noche a 4°C con
agitacion. Al dia siguiente, la solucidon fue centrifugada a 8000 rpm en rotor GS3 durante
20 min a 4°C y el precipitado resuspendido en medio SM. Luego de una nueva
centrifugacion a 6000 rpm en rotor SS34 (Sorvall) durante 10 min a 4°C, el sobrenadante
fue recuperado y sujeto a una extraccion con cloroformo. La fase acuosa fue recuperada y
ultracentrifugada en rotor T865.1 (Sorvall) a 29000 rpm durante 2 hs a 4°C. Luego, el
precipitado fue resuspendido en medio SM vy la proteinas fueron digeridas por incubacion
con Proteinasa K 50 pg/ml; SDS 0,5% y EDTA 1 mM durante 2 hs a 55°C con agitacion.
Posteriormente, el ADN fue purificado por 2 rondas de extracciones sucesivas de 1 vol de
fenol (equilibrado con Tris-HCl pH 8) -cloroformo-isoamilico (25:24:1) y 1 vol de
cloroformo-isoamilico (24:1). Finalmente, el ADN fue precipitado por centrifugacion luego
del agregado de 1 vol de isopropanol a TA durante 10 min, lavado con etanol 70% y

resuspendido en 100 pl de TE.

2.4.2. Estimacion de la masa de ADN
La masa de ADN fue estimada por absorbancia a 260 nm y por electroforesis en geles de

agarosa comparando con un estandar de masa.

2.4.3. Digestiones enzimdticas
Diez pg de ADN fueron digeridos con 225 U de la enzima de restriccion Not I (Gibco
BRL) durante 3 hs a 37°C.

2.4.4. Preparacion del vector
El vector pBluescript® II KS (Stratagene) fue amplificado en bacterias E.coli DHS a y
purificado mediante lisis por alcali, seguido de un gradiente continuo de CsCl y bromuro de

etidio (Sambrook et al., 1989).

2.4.5. Purificacion del ADN
El vector y los insertos fueron purificados de un gel de agarosa utilizando el kit comercial
“GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham Biosciences) siguiendo las

instrucciones del proveedor.
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2.4.6. Remocion del grupo fosfato de extremos del ADN
Los extremos del vector (2,5 ng) fueron desfosforilados por incubacion con 5U de la
enzima “shrimp alkaline phosphatase” (Promega) en el buffer apropiado durante 1 h a

37°C. La enzima fue luego inactivada a 65°C durante 15 min.

2.4.7. Ligacion y transformacion de bacterias

Se utilizaron 15 ng de vector mientras que el inserto fue agregado en diferentes
proporciones molares con respecto al vector (1:1, 2:1 y 3:1). La mezcla fue incubada
durante toda la noche a 16°C con 2 U de la ligasa de ADN del fago T4 (Gibco BRL) en el
buffer correspondiente, en un volumen final de entre 10 a 30 pl. Luego, bacterias
competentes E.coli DH5 o fueron transformadas con el producto de la ligacion segun el

protocolo descripto en 2.1.7. del capitulo 2.

3. Construccion del vector de recombinacion homologa

Para la construccion del vector de recombinacion homologa se parti6 del plasmido pBS32
(tamano = 17,5 kb), el cual estaba formado por el vector pBluescript y el clon 32
(proveniente de la placa 15) obtenido por el “screening” de la biblioteca de fagos, que

contiene las secuencias que flanquean al exon 2 del gen de CRISP-1.

3.1. Subclonado del brazo de homologia 5°

1- Un fragmento de 8,1 kb liberado del plasmido pBS32 por doble digestion con Xba I y
EcoR V, fue ligado sobre si mismo, conformando el plasmido pBS32-8.

2- Un fragmento de 1,4 kb fue liberado del plasmido pBS32-8 por doble digestion con Sca |
y Nco L. Por otro lado, el vector pUCtkneo (cedido por el Dr. E. Mitch Eddy, NIEHS-NIH,
Research Triangle Park, NC, EEUU) fue digerido con la enzima Hpa I y luego sometido a
“fill in”. Este fragmento con este vector fueron ligados en “blunt”, conformando el
plasmido pUCtkneo-14. Unicamente una de las dos orientaciones posibles de insercion fue

elegida.
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3.1.1. Ligacion

Se utilizaron 150 ng de vector mientras que el inserto fue agregado en proporcion molar 1:2
6 1:5 con respecto al vector, para ligaciones de extremos cohesivos o “blunt”,
respectivamente. La mezcla fue incubada durante 2 hs a TA con 1ul de la ligasa de ADN
“Fast Link™” (Epicentre, Madison, WI, EEUU) y 0,75 ul de ATP (10 mM) en el buffer
correspondiente en un volumen final de 15 pl, siguiendo las recomendaciones del

proveedor

3.1.2. “Fill in”
Para rellenar los extremos salientes, se incubd durante 1 h a 37°C el ADN con la enzima
polimersa del fago T4 (New England Biolabs), dNTPs 0,1 mM en el buffer apropiado y

siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.2. Subclonado del brazo de homologia 3"

1- Un fragmento de 2,1 kb fue liberado del plasmido pBS32 por doble digestion con Xba I
y EcoR V. Asimismo, el vector pBluescript fue digerido con las mismas enzimas de
restriccion siendo sometido luego a ligacidén con el fragmento. Este nuevo plasmido fue
denominado pBS32-2.

2- Un fragmento de 2,6 kb fue liberado del plasmido pBS32 por digestion con Xba I. Por
otro lado, el vector pBS32-2 fue digerido con la misma enzima y ligado con el fragmento,
conformando el plasmido pBS32-46. Unicamente una de las dos orientaciones posibles de

insercion fue elegida.

3.3. Armado del vector final

Un fragmento de 4,7 kb fue liberado del plasmido pBS32-46 por doble digestiéon con Not I
y Cla 1. Por otro lado, el vector pUCtkneo-14 fue digerido con la enzima Pme I y luego
sometido a “fill in”. Este fragmento con este vector fueron ligados en “blunt”, conformando
el plasmido KO que fue utilizado como vector de recombinacién. Unicamente una de las

dos orientaciones posibles de insercion fue elegida.
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4. Electroporacion de células y seleccion de clones positivos
4.1. Electroporacion

Esta técnica fue realizada en el laboratorio del Dr E. Mitch Eddy. Para ello, se sigui6 el

protocolo descripto anteriormente (Dix et al., 1996; Nagy et al., 2003).

4.2. Analisis del ADN de los clones resistentes

4.2.1. Extraccion de ADN genomico

Los clones resistentes al tratamiento con G418 y ganciclovir fueron incubados en una
solucion de lisis (Tris-HC1 50 mM pH 8; EDTA 100 mM; SDS 0,5%) y Proteinasa K 0,5
mg/ml a 55°C por 16 hs. Las impurezas incluyendo las proteinas fueron extraidas
sucesivamente con 1 vol de fenol (equilibrado con Tris-HCI pH 8) -cloroformo-isoamilico
(25:24:1) y 1 vol de cloroformo-isoamilico (24:1). El ADN fue precipitado con 0,7 vol de
isopropanol, lavado con etanol 70% y resuspendido en 50 ul de TE. Finalmente, la masa de

ADN fue cuantificada mediante espectrofotometria a 260 nm.

4.2.2. PCR

La reaccion fue realizada tal como se describe en el punto 2.2.1. de este capitulo excepto
por lo siguientes cambios: 100 ng de ADN genomico, 1,25 U de amplitag ADN polimerasa
(Applied Biosystems, Foster City, MA, EEUU), 1,5 mM de MgCl,, en un volumen final de
20 pul (pH 8,5). Las secuencias de los “primers” utilizados fueron: forward: 5’
CAAACCAGTAGCCAACATCAAAGTAA 3’ y reverse: 5> CTGCACGAGACTAGTGA

GACGT 3’. Las condiciones en cada ciclo fueron:

2 min a 94°C

30 seg a 94°C
30 seg a 60°C 35 ciclos
2 min a 72°C

7 min a 72°C

Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1%.
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4.2.3. Southern Blot

Se utilizaron diferentes sondas marcadas con un kit comercial “RadPrime Labeling System”
(Invitrogen) ya descripto en el punto 2.2.1. Para el andlisis del extremo 5" de la
recombinacion, se utilizé un fragmento (1,2 kb) complementario al intron A amplificado
con los “primers”: forward: 5" ATAAGAACTTTGTGTTTGGGGCAGAC 3" y reverse: 5’
TGGATTTTAAGATGGGCTTGGTGAT 3°. Para el extremo 3°, se amplifico un
fragmento (440 pb) complementario al intron C con los “primers”: forward: 5’
GTTTCTCCATCTGGCAGTGACTT 3" y reverse: 5" GAGAGGGAGAGGCAATAACAC
AGT 3".

Quince pug de ADN genomico fueron digeridos con 50 UE de la enzima de restriccion Pvu
II, Hinc I 6 Sca I por 12-14 hs. Luego se realiz6 una digestion adicional por 2 hs,
agregando 20 UE de la misma enzima. El ADN digerido fue precipitado con 2,5 vol de
etanol, resuspendido en TE y luego sembrado en geles de agarosa 0,8%. La transferencia e

hibridizacion se detallan en 2.1.2.

5. Microinyeccion en blastocistos y transferencia embrionaria

Esta técnica fue realizada en el laboratorio del Dr E. Mitch Eddy. Para ello, se siguio el

protocolo descripto en Nagy et al. (2003).

6. Analisis del genotipo
6.1. Extraccion de ADN genémico

Para tal fin se cortaron trozos de colas de los animales hibridos C57BL/6 x 129SvEv, los
cuales fueron incubados tal como se describe en el punto 4.2.1. de este capitulo. Por otro
lado, pequenos trozos de orejas de los animales fueron tratados utilizando el kit comercial
“Wizard® SV Genomic DNA purification” (Promega) siguiendo las instrucciones del
proveedor. En ambos casos, la masa de ADN fue cuantificada mediante espectrofotometria

a 260 nm.
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6.2. PCR

La reaccion fue realizada tal como se describe en el punto 4.2.2. de este capitulo excepto
por lo siguientes cambios: 100 ng de ADN genomico, 1,25 U de gotaq ADN polimerasa
(Promega) en un volumen final de 20 pl. Las secuencias de los “primers” utilizados fueron:
forward: 5’ AGACAAAGAGACCACCAACAGATT 3’ y reverse especifico de CRISP-1:
5S"AGTACAGCAGCCAAGAAGAACAG 3’ y reverse especifico de “neo”: 5’"CTACCCG

CTTCCATTGCTC 3'. Las condiciones de amplificacion fueron iguales que en el punto
4.2.2. de este capitulo excepto que el tiempo de elongacion en cada ciclo fue de 1 min. Los

fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 2%.

7. Analisis de expresion de la proteina CRISP-1

7.1. RT-PCR

La extraccion de ARN y sintesis del ADNc se realizé tal como se detalld en el punto 2.3.1.
de este capitulo. Para la PCR se utilizaron las mismas condiciones que en 6.2. con los

siguientes “primers” forward:

1-8 forward: 5" ACTTCCTGCAGAACAACGC 3’

2-8 forward: 5° AAGCCATCAGAATTCCAAGATAGCTCTCAG 3’

4-8 forward: 5" CAGACAAGGGTACCTTCAGT 3’

En todos los casos, el “primer” reverse fue: 5" CTGCTGCAGGTCTGGAATTATTTCAAT
GTC 3’. Como control del molde, se utilizaron “primers” comerciales para actina
(Biodynamics SRL). Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis en

geles de agarosa 1,5%.
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7.2. Western Blot

Los epididimos ¢ testiculos fueron disgregados en frio, mediante cortes con tijeras, hasta
obtener una preparacion homogénea. Posteriormente, se agregaron 1,5 vol de una solucion
Tris-HClI 50 mM pH 7,4 conteniendo 0,2 mM de PMSF, completandose la
homogeneizacion mediante la utilizacion de un homogeneizador Polytron (Omni
International, Marietta, GA, EEUU). Finalmente, la preparacion resultante fue centrifugada
durante 20 min a 10000 x g a 4°C y el sobrenadante centrifugado nuevamente. Las
fracciones obtenidas se dializaron en tube-o-dyalizer (Biosciences, St Louis, MO; EEUU)
contra 200 ml de una solucién de Tris-HCI 50 mM pH 6,8, durante 6 hs con un cambio de
buffer. La concentracion proteica de las muestras se determind utilizando el reactivo

“Protein Assay” (Bio-Rad Laboratories) siguiendo las instrucciones del proveedor.

La técnica de Western Blot se desarroll6 siguiendo el protocolo ya descripto en el capitulo 1
punto 4.1., excepto que el primer anticuerpo utilizado fue anti-DE (1/200) 6 anti-AA1
(concentracion original: 4,95 mg/ml; 1/1000) (Busso et al., 2007).

8. Evaluacion de la fertilidad

Un macho salvaje (CRISP-1"), heterocigotas (CRISP-1") 1 homocigotas (CRISP-17)
para la mutacion en el gen CRISP-1 (8-16 semanas de edad) fue puesto en apareo con 2
hembras wild type (al menos una de las dos de fertilidad comprobada) por un periodo de 14
dias. Al cabo de ese periodo, las hembras fueron separadas en jaulas independientes y
evaluadas en cuanto a signos de prefiez o paricion durante las siguientes 3 semanas. Este
esquema se repitid 4 veces para cada macho. El comportamiento sexual fue evaluado por la
presencia de tapon vaginal todas las mafianas durante el periodo de apareo. La tasa de
fertilidad de cada macho fue determinada contando los animales nacidos por cada hembra y
luego realizando un promedio entre todas las hembras por cada macho. De la misma
manera, se analizo el peso de la camada como asi también el tiempo que transcurrié desde

el primer dia de la puesta en apareo hasta la paricion.
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9. Analisis de parametros funcionales del espermatozoide

9.1. Obtencion y capacitacion de espermatozoides

Los epididimos fueron obtenidos, limpiados y los espermatozoides colectados por puncion
de los tiibulos del cauda. El medio utilizado fue una modificacion del descripto por Fraser y
Drury (1975), al cual se le suplementdé BSA 3%. La capacitacion fue llevada a cabo en
gotas de 200 pl de medio bajo vaselina. En cada gota se sembr6 una alicuota de la
suspension original de forma tal que la concentracion final resulté de 0,1-1 x 107 células/ml
determinada por conteo en hemocitometro. La incubacién continud por un periodo de 90-

120 min a 37°C en estufa con gaseo automadtico conteniendo una atmosfera de 5% de CO..

9.2. Evaluacion de la motilidad

Para ello, alicuotas de 10 ul de suspenciones de espermatozoides fueron dispuestas entre
portaobjetos y cubreobjetos mantenidos a 37°C, evaluandose el porcentaje de motilidad por
microscopia optica a un aumento de 400 x. En todos los casos se evalué un minimo de 100

células por determinacion.

9.3. Evaluacion de la reaccion acrosomal

Alicuotas de 50 pl de suspensiones de espermatozoides fueron tratadas con PFA 4% en
PBS durante 1 h a 4° C, y luego sometidas a 3 lavados con acetato de amonio 0,1 M pH 9.
La suspension fue luego colocada en un portaobjetos, dejandose secar al aire. Los
portaobjetos fueron lavados por inmersion consecutiva en agua, metanol y agua (5 min en
cada uno) y, posteriormente, incubados en una solucion de 0,22% Coomassie Brillant Blue
en 50% metanol, 10% acido acético durante 2 min. Al cabo de esa incubacion, los
portaobjetos fueron lavados con agua destilada, montados y observados inmediatamente al
microscopio optico (400 x) para evitar la difusion del colorante. En todos los casos se
evalu6 un minimo de 100 células por determinacion. Los espermatozoides fueron
clasificados como intactos cuando presentaban una coloracidon azul intensa en la region

acrosomal, y como reaccionados cuando esa regioén no presentaba color.
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9.4. Evaluacion histologica de los organos reproductivos

Los ratones fueron anestesiados y sus testiculos y epididimos removidos y fijados por
inmersion en solucion de Boin durante 24 horas. Los organos fueron luego incluidos en
parafina, y cortados en microtomo. Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y

observados bajo microscopio optico.

9.5. Ensayos de interaccion de gametas
9.5.1. Obtencion de ovocitos de raton

Hembras wild type adultas fueron superovuladas mediante la inyeccion de 5 Ul de eCG
seguida por una de 5 Ul de hCG 48 hs mas tarde. Doce a 15 hs luego de la administracion
de hCG, las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical, sus oviductos
recuperados y los cimulos de ovocitos (CCO) obtenidos mediante una puncién en la region
de la ampulla. En algunos casos, dichos CCO fueron incubados con hialuronidasa 0,3
mg/ml en PBS BSA 4 mg/ml durante 5 min a 37°C con el fin de liberar las células del
cumulos, y lavados con medio fresco. En otros casos, con el objetivo de remover la ZP, los
ovocitos fueron tratados con una solucién de Tyrode 4cida (pH 2,5) (Nicolson et al., 1975)
durante 5 a 15 seg y posterior lavado con medio fresco. Todos los tratamientos y lavados

fueron realizados bajo aceite mineral.

9.5.2. Fertilizacion in vitro

Los CCO u ovocitos con ZP fueron inseminados con espermatozoides previamente
capacitados in vitro (ver punto 9.1 de este capitulo) en una concentracion final de 0,5-2 x
10° células/ml y las gametas fueron coincubadas a 37°C en estufa con gaseo automatico por
3 hs. Los ovocitos sin ZP, en cambio, fueron inseminados con espermatozoides en una
concentracion final de 0,5-1 x 10* células/ml continuando la coincubacién por 1 h. En todos
los casos, al concluir la coincubacion, los ovocitos fueron lavados en medio fresco con el
fin de remover los espermatozoides débilmente unidos. Posteriormente, los mismos fueron
fijados con PFA 2% durante 10 min a TA y tefiiddos con 1 pg Hoescht 33342 (Img/ml)

durante 10 min a TA. Todos los tratamientos fueron realizados bajo aceite mineral.
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Finalmente, los ovocitos fueron lavados y observados a 250 x en un microscopio Nikon
Optiphot (Nikon) equipado con lentes de epifluorescencia y luz de mercurio,
determinandose el porcentaje de ovocitos con espermatozoides fusionados (espermatozoide

con cabeza fluorescente).

9.5.3. Ensayos de competencia in vitro

Dos poblaciones de espermatozoides provenientes de animales de diferente genotipo fueron
capacitados por 1,5 h, tal como se describiera previamente. Indistintamente, una poblacion
fue incubada con 100 nM de MitoTracker® Green FM (Invitrogen Corporation; preparado
en 20 uM en DMSO) durante los ultimos 15 min de la capacitacion. Posteriormente, las
poblaciones espermaticas (una marcada y la otro no) fueron utilizadas de forma individual o
conjunta para inseminar ovocitos sin ZP, continuando el protocolo descripto en el punto
anterior. En este caso, no se realizo la fijacion de los ovocitos luego de la coincubacion de

las gametas.

10. Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media £ SEM para cada grupo de experimentos.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa “GraphPad Prism”, (version
3,02, GraphPad Software Inc). Los porcentajes de RA, ovocitos fertilizados y motilidad
fueron analizados con el test X°. Los datos del resto de los experimentos fueron analizados
por el test de Student. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes a

un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

Tal como se describiera anteriormente, nuestros estudios indican que tanto la
proteina epididimaria de rata DE (CRISP-1), como sus homoélogos en raton y humano,
participan en el proceso de fusion de gametas a través de sitios complementarios en los
respectivos ovocitos. (Rochwerger et al., 1992, Cohen et al., 2000a; Cohen et al., 2001).
Estudios de inmunizacion de ratas con DE sugieren que esta proteina no solo participaria en
el proceso de interaccion de gametas sino que podria ser relevante para la fertilidad de un
individuo (Cuasnicu et al., 1990; Perez Martinez et al., 1995; Ellerman et al., 1998). Con el
fin de investigar mas profundamente la relevancia de DE/CRISP-1 tanto para la fertilidad
como para el proceso de fertilizacion, el tercer objetivo de esta Tesis consistié en generar
una linea de ratones “knock out” para la proteina CRISP-1 y analizar el fenotipo de los
mismos. La estrategia utilizada para obtener esta linea murina fue interrumpir el gen
correspondiente en el genoma de células embrionarias totipotenciales (Embryonic Stem
Cells: células ES) mediante recombinacion homologa (revision de la técnica: Muller,

1999).

Cabe aclarar que en este capitulo nos referiremos a la proteina DE como CRISP-1
ya que en el ratén la misma esta descripta con los nombres AEG-1 6 CRISP-1 (Mizuki &
Kasahara, 1992; Haendler et al., 1993), utilizando la denominaciéon DE exclusivamente para

la proteina de rata.

1. Generacion de una linea de ratones “knock out” para CRISP-1

1.1. Construccion del vector de recombinacion homologa

El primer paso en la produccion de animales “knock out” (ko) es la generacion de
un vector de recombinacién homdloga. Para ello, se selecciona la region del gen que sera
eliminada, construyéndose luego el vector conteniendo las regiones flanqueantes

denominadas brazos de homologia. Para la construccion de este vector, se establecié una
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colaboracion con el grupo del Dr. Marcelo Rubinstein (INGEBI), de reconocida experiencia

en el desarrollo de esta metodologia, quien nos brindo el asesoramiento técnico necesario.

Al comienzo de este trabajo no se conocia aun la secuencia del genoma de ratén,
por lo que la estrategia utilizada para la construccion del vector fue disefiada en base a
estudios previos en donde se describe la caracterizacion del gen CRISP-1 (Schwidetzky et
al., 1997). En dicho trabajo se describi6 la secuencia de los exones y Unicamente el tamafo
de los intrones, los cuales abarcan el 93,6% de la longitud total del gen. Con el fin de
producir ratones con mutaciones nulas en el gen CRISP-1, se eligio eliminar al exon 2

debido a que en éste reside el sitio ATG de iniciacion traduccional.

- Aislamiento del gen CRISP-1

Una vez elegida la region a eliminar, se procedio a la obtencion de los brazos de
homologia. Para ello, se requeria aislar el gen completo 6 bien directamente producir estos
fragmentos utilizando la técnica de PCR. Ya que disponiamos de algunos datos del gen
para disefiar los “primers” correspondientes, se decidid obtener las regiones homoélogas por
PCR a partir de ADN genomico de células ES de la cepa 129SvEv de raton. El objetivo
consistia en amplificar tres fragmentos (Esquema 3.1): el primero de ellos, de
aproximadamente 2,8 kb y conteniendo al intrén A, seria el brazo de homologia 5°; los
otros dos fragmentos, luego de ser ligados entre si, formarian el brazo de homologia 3" con

un tamano total de 6,1 kb.

1 A 2 B 3C4 D 5 E 6 F 7 G 8
| | | | I | | .
I 1 | | 1 1 I
<> <> —
D S —
28kb L, 16 2,45 kb 365 Kb

Esquema 3.1: Representacion del gen CRISP-1.

Se muestran los exones representados por rectangulos verticales (con sus correspondientes nimeros), los
intrones (marcados con letras), y el sitio de inicio de la traduccion (ATG). Los fragmentos que seran
amplificados estan marcados con flechas. Barra = 0,5 kb.
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Ya que estos fragmentos eran de gran tamafio como para ser amplificados por las
técnicas de PCR convencionales, se siguieron las indicaciones recomendadas para realizar
“long PCR” utilizando enzimas ADN polimerasas especiales de diversos proveedores y

ciclos de amplificacion apropiados.

A pesar de haber probado diferentes temperaturas de “annealing”, tiempos de
elongacion, diluciones del molde, y concentraciones de magnesio, como asi también
diferentes equipos de PCR y haber incluido glicerol en la mezcla de reaccion de algunos
experimentos, no se lograron visualizar los fragmentos deseados en geles de agarosa
tefiiddos con bromuro de etidio. Un inconveniente de esta estrategia fue que no existia la
posibilidad de controlar correctamente la eficiencia de la “long PCR”. Aun realizando una
PCR sobre el ADNc de CRISP-1 de ratén utilizando los mismos “primers”, no hubiera
funcionado como un buen control ya que los fragmentos esperados serian de un tamafo
mucho menor por no haber intrones. El tnico control que se pudo realizar fue sobre el
molde utilizando otros “primers” tales como el que se emplearia para el gen de la
fibronectina. Al obtener una buena amplificacion de este fragmento control, se descarto la

posibilidad de que la preparacion de ADN gendmico contuviera algun inhibidor de la PCR.

Ya que existia la posibilidad de que la amplificacion fuese poco eficiente y, por este
motivo, no se lograsen obtener las bandas esperadas, se intentd compensar esta dificultad
mediante varias metodologias diferentes. En primer lugar, luego de realizada la “long PCR”
como en el caso anterior, la mezcla de la misma fue sometida a una segunda PCR vy,
finalmente separada en geles de agarosa sin obtener resultados positivos. Asimismo, se
intentd sin éxito esta reamplificacion a partir de un eluido del gel de agarosa a la altura
esperada (en pares de base) proveniente de la primera PCR. La opcion siguiente consistid
en intentar visualizar los fragmentos esperados mediante la técnica de Southern Blot. Para
ello, los productos de una tnica PCR fueron separados en geles de agarosa, transferidos a
membranas de nylon e hibridizados con oligonucledtidos complementarios a porciones de
los exones 1 y 5 marcados radioactivamente. Para los tres fragmentos se detectaron bandas
de los tamafios esperados, aunque también otras a diferentes alturas (Figura 3.1). De todos
modos, este resultado fue en cierta medida alentador ya que indicaba que la reaccion de

PCR habia funcionado.
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Fragmento 2.8 2,45 3,6
(kb)

Figura 3.1: Deteccion de los brazos de homologia por Southern Blot.

Los productos de PCR fueron sometidos a Southern Blot utilizando oligonucledtidos marcados como
sondas. Para los dos primeros fragmentos se sembraron en el gel de agarosa diferentes reacciones de PCR.
Las bandas de interés estan marcadas con circulos.

Finalmente, se probd clonar los productos de PCR para aumentar la masa de ADN.
Para ello, se eluyd el ADN proveniente de la primera “long PCR” del gel de agarosa a la
altura esperada, y se sometio al mismo a una ligacion con vectores comerciales disefiados a
tal fin. Esta ligacion fue luego utilizada para transformar bacterias, y el ADN de las
colonias resistentes fue analizado por cortes con enzimas de restriccion apropiadas. Al no
encontrarse clones positivos mediante esta metodologia, se analizaron las colonias
resistentes mediante la técnica de “Colony Hybridization” en donde el ADN de las mismas
se transfiere a membranas de nylon realizando luego una hibridizacion convencional. Con
el fin de obtener una mejor sonda, se extrajo ARN de epididimos de ratén, al cual se le
realiz6 una RT-PCR utilizando los “primers” disefiados para la “long PCR”. En esta
oportunidad, se obtuvieron todos los fragmentos esperados confirmando que dichos

“primers” habian sido adecuadamente disefiados (Figura 3.2)
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1m

3,’5: L 2

0,2m -

“primers” 1-6 4-6 1-5

Figura 3.2: Generacion de fragmentos complementarios al ADNc de CRISP-1 murino.

ARN de epididimo de raton fue sometido a RT-PCR utilizando “primers” complementarias a los exones 1,
4,5y 6y luego analizado por electroforesis. A la izquierda, se muestran los marcadores de tamaio en kb

De esos fragmentos obtenidos, se clon6 uno de 500 pares de base (pb) que abarca
desde el exdn 1 al 6, el cual fue utilizado como sonda. Como control positivo, se incluyeron
colonias conteniendo un plasmido con el fragmento de 500 pb. A pesar de haber realizado

varios intentos, no se logré clonar los fragmentos deseados.

En conclusion, el tiempo y esfuerzo invertidos en tratar de obtener los brazos de
homologia mediante la técnica de PCR lamentablemente no brindaron resultados positivos,

razon por la cual se realizo la estrategia méas compleja que se detalla a continuacion.

En este nuevo esquema se decidio aislar el gen CRISP-1 a partir del “screening” de
una biblioteca genomica de raton 129SvEv. Para ello, contabamos con una biblioteca
fabricada en cosmidos y otra en fagos provistas por nuestro colaborador, el Dr Rubinstein.
El “screening” de una biblioteca se basa en la técnica de “Colony Hybridization” en la cual
se analiza un nimero tal de colonias bacterianas ¢ placas de lisis (segun contengan
cosmidos o fagos) que contenga 4 veces todo el genoma de raton. Para la biblioteca en
cosmidos, estos valores correspondian a un total de 4 x 10° clones crecidos en 4 placas de
Petri de 15 cm de diametro (1 x 10° colonias/placa) mientras que para la biblioteca de

fagos, correspondian 1 x 10° clones en 18 placas de igual tamafio (5 x 10* pfu/placa).
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Debido a la menor cantidad de placas que deberian ser analizadas, se comenzo6 utilizando la

biblioteca de cosmidos.

Para ello, primeramente se determino el titulo de la biblioteca, el cual fue 3,2 x 10°
colonias/pl de biblioteca. Seguidamente, se procedid al plaqueo de las bacterias, a la
transferencia del ADN a membranas de nylon (por duplicado, es decir, 2 membranas por
cada placa) y, finalmente, a la hibridizacion utilizando la misma sonda y el mismo control
positivo que cuando se realizé “Colony Hybridization” sobre los productos de PCR. A
pesar de que la técnica funciond correctamente, no se detectdé ningun clon positivo para el
gen CRISP-1 en esta biblioteca. Se repitio el “screening” dos veces y se probaron diferentes

temperaturas de hibridizacion sin hallar resultados positivos.

Finalmente, optamos por analizar la biblioteca fabricada en fagos, cuyo titulo
resulto de 8 x 10° pfu/ul de biblioteca. En este caso, antes del plaqueo de las bacterias, se
realiz6 la infeccion de las mismas con los fagos, y luego se contintio de igual manera que
para el “screening” anterior, utilizando también la misma sonda y control positivo.
Afortunadamente, en esta biblioteca se detectaron 10 posibles clones positivos (Figura
3.3), los cuales fueron sujetos a 3 rondas adicionales de “screening” hasta aislar 6 clones
independientes positivos (Tabla 3.1). A continuacion, se extrajo el ADN de los fagos
positivos y, el inserto liberado con la enzima Not I, fue subclonado en el plasmido

comercial pBluescript.

Figura 3.3: “Screening” de una biblioteca genémica construida en fagos.

Se muestra un revelado de placa representativo, el cual pertenece al 4° “screening” del clon positivo de la
placa n°7.
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Tabla 3.1: Resultados del “screening” de la biblioteca genémica. Se muestran las placas y el

resultado de cada ronda de “screening” para cada una de ellas. El signo + denota la presencia de una marca

positiva en el relevado de la placa, mientras que el signo —, la ausencia de positivos.

N° Placa 1°" “screening” | 2%° “screening” | 3" “screening” | 4 “screening”
+ + +
+
1 + -
+
+ + +
+ -
2 +
3 -
4 R
4 -
5 +
+ -
6 + - - -
+ - + +
7
+ -
8 -
9 -
10 -
11 -
12 -
13 -
_l’_ -
14 +
+ + +
+ - -
+ + + +
15
+ - + -
+ + +
16 -
17 -
18 -
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Con el objeto de caracterizar cada uno de los clones positivos, se realizaron mapeos
de restriccion con diversas enzimas e hibridizaciones con sondas complementarias a
regiones especificas de los exones. En ese momento, grupos internacionales completaron la
secuenciacion del genoma de ratéon y, por ende, la secuencia del gen CRISP-1 fue
finalmente publicada (http://www.informatics.jax.org, IDs: MGI: 102553). Esta secuencia,
junto con los datos obtenidos por los mapeos de restriccion e hibridizaciones, revelo el
contenido de cada uno de clones, encontrandose que el clon n°32 (proveniente de la placa
15) contenia las regiones génicas de interés que se requerian para la construccion del vector
de recombinacion. Por otro lado, el andlisis de la secuencia completa del gen identificé una
discrepancia entre esta informacion y la previamente reportada por Schwidetzky et al.
(1997) con respecto a la longitud del intron A. La ultima secuenciacion arrojo un tamafio de
6,1 kb mientras que el trabajo del afio 1997 habia descripto un tamafio de 2,8 kb. Este dato
era de suma importancia para nuestro estudio ya que parte de este intrén seria el brazo 5" de
homologia. Por esta razon, mediante mapeos de restriccion y secuenciacion, se determiné la
longitud de este intrén en la cepa de nuestro estudio 129/SvEv, coincidiendo con el tamafio

descripto en el proyecto genoma de raton (comparar Esquema 3.1 con Figura 3.4).

- Construccion del vector final

Tal como se adelantara previamente, dado que se eligié delecionar al exén 2 del
gen, los brazos de homologia debian incluir regiones adyacentes a ese exén. Teniendo en
cuenta que el clon n°32 abarca desde la mitad del intron A hasta casi el final del intrén E
(ver Esquema 3.1), se lo utiliz6 como base del vector de recombinaciéon. Sin embargo, la
obtencién de los brazos 5” y 3" de homologia no fue una tarea sencilla, debiéndose probar
diferentes estrategias ya sea por PCR o utilizando diferentes enzimas de restriccion y de
ligacion, para lograr finalmente clonar dichos fragmentos en el vector pUCtkneo (cedido
por el Dr. E. Mitch Eddy, NIEHS-NIH, Research Triangle Park, NC, EEUU). Brevemente

el procedimiento exitoso consistid en:

1- El brazo de homologia 5" (1,4 kb) fue obtenido por digestiones enzimadticas a partir

del clon n°32 aislado de la biblioteca de fagos, y clonado en el vector pUCtkneo.
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2- El brazo de homologia 3" (4,7 kb) fue obtenido en dos pasos de subclonados en
vectores intermedios. Finalmente, el fragmento completo fue ligado al vector

pUCtkneo que ya contenia al brazo de homologia 5.

Por lo tanto, la construccién final posee el gen de la timidina kinasa (TK) del virus
Herpes simple (seleccion negativa), el brazo 5° de homologia conteniendo una region del
intron A del gen CRISP-1, el gen de resistencia a neomicina (seleccion positiva), y el brazo
3" de homologia que abarca desde el intron B hasta el intrén D del gen CRISP-1 (Figura
3.4). El fin de esta construccion es que una vez ocurrida la recombinacion homdloga, el gen
“neo” se intercambiard por una region de 2 kb que incluye al exdn 2 interfiriendo asi con la

traduccion normal del gen en estudio.

1 2 3 4 5
. | 1 1 1
Alelo salvaie - i l ] I_
L» ATG
tk neo 3 4
Vector de recombinacion [ | [ | = =
1 neo 3 4 5
Alelo mutado : [ ' | i :

Figura 3.4: Esquema del alelo salvaje, mutado y vector de recombinacion homoéloga.

Se muestra el alelo salvaje para el gen CRISP-1, el vector de recombinacioén, y el alelo mutado luego de la
recombinacion. En ellos se indican los exones como rectangulos verticales, con sus correspondientes
numeros, el sitio de inicio de la traduccion (ATG), y los genes de seleccion timidina quinasa (tk) y de
resistencia a neomicina (“neo”). Barra = 0,5 kb.

1.2. Recombinacion homologa en células embrionarias totipotenciales

Una vez obtenida la construccion, la misma fue utilizada para la electroporacion de

células ES. Para ello, iniciamos una colaboracion con el Dr. E. Mitch Eddy (NIEHS-NIH,
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Research Triangle Park, NC, EEUU), quien ha utilizado esta metodologia desde hace 10
afnos para el estudio de diversos genes asociados a la fertilidad. En este sentido cabe
mencionar que debido a sus conocimientos y experiencia en el tema, el Dr Eddy ha
colaborado con numerosos grupos de investigacion para la generacion de animales ko
dentro del area de reproduccion. Luego de la electroporacion, las células ES de raton
129SvEv fueron plaqueadas en presencia de G418 y ganciclovir, recuperandose el ADN de

288 clones que sobrevivieron a la seleccion.

- Determinacion de clones positivos

La ocurrencia de la recombinacién homologa entre el vector y el gen CRISP-1 vy,
por ende, la interrupcion del gen, fue evaluada en nuestro laboratorio mediante las técnicas

de PCR y Southern Blot.

En primer lugar, se analizo el extremo 5” de la recombinacion, para lo cual se llevo
a cabo una PCR alelo-especifica sobre el ADN de todas las colonias resistentes incluyendo
so6lo un set de “primers”. Uno de los “primers” es complementario al brazo 5" de
homologia, mientras que el otro aparea tnicamente con el alelo mutado. En este caso, la
banda esperada en las células en donde habia ocurrido la recombinacion, era de 1,75 kb
(Figura 3.5A). De este modo, se obtuvieron 7 clones independientes y positivos para la
mutacion (Figura 3.5B). Luego de haber descartado un gran numero de clones, se
analizaron los 7 clones positivos mediante Southern Blot. Para ello, se digirio al ADN con
las enzimas de restriccion Hinc II 6 Pvu II y se utilizd6 un fragmento de 1,2 kb
complementario a una region del intréon A, como sonda de la hibridizacion. Asi se obtendria
una banda de 5,3 kb con Hinc II y 14,3 con Pvu II para el alelo salvaje, y de 7,1 kb y 6,3
kb, respectivamente, para el alelo mutado (Figura 3.5A). Debido a que la sonda que se
utilizo era externa a la region de homologia, este segundo analisis permitié descartar los
clones que se hubieran insertado al azar en el genoma y no especificamente en el gen
CRISP-1. Los resultados indicaron que la recombinacién habia sido correcta en el extremo

5" en 4 de los 7 clones identificados por la PCR (J25, L44, M22 y N43) (Figura 3.5C).
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Figura 3.5: Identificacion de clones positivos para el extremo 5” de la recombinacién.

A) Esquema de los alelos salvaje y mutado mostrando el fragmento que sera amplificado con un “primer”
especifico del neo que no aparea en el alelo salvaje. También se indican la posicion de los sitios de cortes
de las enzimas de restriccion y de las sondas utilizadas en el Southern Blot, y los fragmentos que seran
revelados para cada alelo mediante dicha metodologia. H: Hinc II, P: Pvu II. Barra = 0,5 kb. B) El ADN
de los clones resistentes fue sometido a una amplificacion utilizando los “primers” antes descriptos y
luego analizado por electroforesis. En el control (C), no se incluyd ADN. A la derecha, se muestran los
marcadores de tamafio en kb. C) El ADN de los clones positivos para la PCR anterior fue digerido con la
enzima de restriccion Hinc II (izquierda) 6 Pvu II (derecha) y luego sometido a Southern Blot utilizando
una sonda complementaria al intron A. A la derecha, se muestran los marcadores de tamafio en kb.
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Respecto a la recombinacion en el extremo 3°, la misma fue verificada mediante
Southern Blot sobre el ADN de los clones que fueron positivos en el extremo 5°. Para ello,
se digirié al ADN utilizando 2 enzimas diferentes (Pvu Il y Sca I) empleando como sonda
un fragmento de 400 pb amplificado por PCR, complementario a una parte del exon 3 y del
intron C (sonda interna a la region de homologia). De esta forma, el alelo salvaje generaria
una banda de 14,3 kb con Pvu Il y 6,6 kb con Sca I, mientras que el alelo mutado la haria
de 6,4 kb y 8,5 kb, respectivamente (Figura 3.6A). Los resultados indicaron que los
mismos 4 clones que mostraron una correcta recombinacion en el extremo 5 (J25, L44,
M22 y N43), fueron positivos para el “screening” 3" (Figura 3.6B). En resumen, 4 clones

sobre un total de 288 (eficiencia = 1,4%) resultaron positivos mediante las técnicas

utilizadas.
A
1 2 3 4 5
Alelo salvaje ! ! ! !
J a 7y A 1 A
P S S sonda s P
) Pvu II: 14,3 kb i
PPN >
Sca I: 6,6 kb
1 neo 3 4 5
Alelo mutado f: 7y I ? I :_ : yY Ir
: d N
P P sonda P

Sca I: 8,5 kb

Figura 3.6: Identificacion de clones positivos en el extremo 3.

A) Esquema de los alelos salvaje y mutado en donde se indican la posicion de los sitios de cortes de las
enzimas de restriccion y de la sonda utilizadas en el Southern Blot, y los fragmentos que seran revelados
para cada alelo mediante dicha metodologia. P: Pvu I, S: Sca I. Barra = 0,5 kb. B) El ADN de los clones
positivos para la PCR anterior fue digerido con la enzima de restriccion Pvu II (derecha) 6 Sca I
(izquierda) y luego sometido a Southern Blot utilizando una sonda complementaria al exon 3 e intrén C.
En el control (C) no se incluyéo ADN. A la derecha, se muestran los marcadores de tamafio en kb.
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1.3. Microinyeccion en blastocitos y obtencion de quimeras

En el laboratorio del Dr. Eddy se microinyectaron los 4 clones positivos en un total
de 428 blastocistos de raton C57BL/6, los cuales fueron transferidos al utero de hembras
pseudoprenadas C57BL/6. Como resultado nacieron 39 quimeras de ambos sexos y con
diferentes grados de quimerismo (Tabla 3.2). Cabe aclarar que los animales quimera se
distinguen de los restantes por la presencia de dos colores diferentes (agouti y negro) en su

pelaje (Figura 3.7).

Tabla 3.2. Resultados de la microinyeccion de blastocistos.

linea cant. blastocistos crias quimeras sexo*y % quimerismo&
125 44 8 4 3M >90%, 1M 30-60%
34 3 2 IM TH >90%,
L44 48 6 3 3M >90%
64 3 3 3IM >90%
46 24 14 9M 5H <30%
M22 36 12 8 4M <30%, 3M 60-90%,
1H <30%
42 8 4 1M >90%, 3M <30%
38 5 0
N3 45 2 1 1M <30%
31 5 0

* M = macho, H = hembra.
& el % de quimerismo se evalua de forma subjetiva sobre el pelaje del animal, agrupandolo en <30%, entre
30-60%, entre 60-90%, 6.>90%.

140



Capitulo I1I - Resultados

Figura 3.7: Quimera.

Fotografia de un ratéon quimera. Notese los distintos colores del pelaje.

Las quimeras macho fueron puestas a aparear con hembras C57BL/6 y la progenie
fue analizada en cuanto al genotipo para el gen CRISP-1 (ver mas adelante, Figura 3.10).
Dos machos provenientes de 2 clones celulares independientes (L44 y J25) transmitieron la
mutacion a su descendencia. Por otro lado, estas 2 quimeras produjeron alrededor de un

60% de animales portadores y una proporcion normal de crias macho y hembra.

- Obtencion de animales carentes de CRISP-1

Los animales heterocigotas (CRISP-1"") provenientes de las dos lineas celulares
fueron enviados al bioterio de nuestro instituto (IByME). Dichos animales crecieron
normalmente y sin ninguna anomalia evidente. Con el fin de obtener animales homocigotas
para la mutacion (CRISP-17), se pusieron en apareo parejas de heterocigotas manteniendo
separados los animales segun el origen clonal. El analisis del genotipo de la cria indicé una
distribucion normal de individuos salvaje 6 “wild type” (CRISP-1""), heterocigotas y
homocigotas para la mutacion, segin las leyes de herencia de Mendel (Tabla 3.3).
Asimismo, estos datos indicaron que la mutacién no produce ningin efecto letal a nivel

embrionario.
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Tabla 3.3. Analisis de la distribucion de genotipos para el gen CRISP-1 en la progenie

de la cruza CRISP-1"" x CRISP-1"". Se indica la cantidad de animales y, entre paréntesis, el

porcentaje de cada genotipo. A la derecha se muestra la distribucion por sexo: H = hembra, M = macho.

Cantidad total de animales analizados = 366.

CRISP-1"* CRISP-1*" CRISP-1" Sexo (H/ M)
linea J25 34 (18) 100 (54) 51 (27) 42% / 58%
linea L44 44 (24) 86 (48) 50 (28) 46% / 54%
total 78 (21) 186 (51) 101 (28) 44% / 56%

Los ratones CRISP-17 ", tanto machos como hembras, se desarrollaron normalmente,
no encontrandose diferencias significativas en cuanto al peso de los mismos comparando

con animales salvajes de la misma edad (Figura 3.8).

A B
25 25-
5020 5204 T
- -
3 154 L 5 154
= =
1 1
S 10- S 104
=] =]
] ]
& 54 & 54
0 0

wt het ko wt het ko

Figura 3.8: Determinacion del peso corporal de los animales.

Ratones tanto hembras (A) como machos (B) fueron pesados al mes de su nacimiento. Los datos
representan el promedio =+ SEM de por lo menos 4 experimentos independientes. No se encontraron
diferencias significativas entre los genotipos. wt: animales CRISP-1""; het: animales CRISP-1"; ko:
animales CRISP-1"".
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- Analisis del genotipo de los animales

El genotipo de los animales fue determinado por la técnica de PCR. En dicha
reaccion se incluyeron un “primer” que aparea con los dos alelos, un “primer” que aparea
con el alelo mutado, y uno complementario al alelo salvaje. De este modo, se obtuvo una
banda de 894 pb para el alelo salvaje y otra de 611 pb para el alelo mutado en geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio, distinguiéndose asi los animales de cada genotipo

(Figura 3.9).

m"'—q

— ay
0,5 [W—
—

wt het ko

Figura 3.9: Anélisis del genotipo de los ratones.

El ADN extraido de biopsias de colas de los ratones fue sometido a amplificacion utilizando 3 “primers”.
Uno de ellos complementario a una region homologa entre el alelo salvaje y mutado, y los otros dos
especificos de cada alelo. Las muestras amplificadas fueron analizadas en geles de agarosa. A la izquierda
se muestran los marcadores de tamafio en kb.

- Verificacion de la ausencia de CRISP-1

La confirmacion de que la mutacion en el gen CRISP-1 impedia efectivamente la
expresion de la proteina correspondiente, se analizd tanto a nivel de ARNm como de
proteina. En primer lugar, se extrajo ARN de epididimos de ratones de los tres genotipos,
cuya integridad fue evaluada en geles de agarosa (Figura 3.10A). Posteriormente, se
realizd RT-PCR utilizando el “primer” oligo dT para la RT y diferentes combinaciones de
“primers” para la PCR: un set que aparea en los exones 1 y 8 (860 pb) (a); 2 y 8 (780 pb)
(b); y 4 y 8 (620 pb) (c). Como control del molde de la PCR, se llevd a cabo una
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amplificacion sobre el ADNc de cada genotipo incluyendo “primers” para el gen de actina.
Como se muestra en la Figura 3.10B, se observo la banda de 290 pb correspondiente a
actina en los tres genotipos, mientras que para la amplificacion del gen CRISP-1 se
obtuvieron diferentes resultados para cada set de “primers” y genotipo. En todos los casos,
los animales CRISP-1""" mostraron las bandas esperadas. Sin embargo, los ratones CRISP-
1" produjeron una banda de menor tamafio que la observada en los animales salvajes, al
emplear el set de “primers” (a), probablemente debido a la falta del exén 2. Como era de
esperar, no se observo ninguna banda para el set (b) en los animales ko. Para el tercer set de
“primers”, se amplificé a partir del ARNm de los ratones ko una banda de igual tamafio que
en los ratones salvajes, debido a que el “primer forward” aparea después del sitio

eliminado.

A B

= i
il et
1 |- - 4
s o -
0,5 |- -

—

wt het ko wt het ko wt het ko wt het ko wt het ko

(a) (b) (¢) actina

Figura 3.10: Analisis de la expresion de CRISP-1 a nivel de ARNm.

(A) El ARN fue extraido de ratones de los tres genotipos y analizados en geles de agarosa. (B) El ARN
fue utilizado como molde en una RT-PCR utilizando diferentes combinaciones de “primers” en la
amplificacion, y luego separado por electroforesis. Las letras en la parte inferior del gel indican el set de
“primer” empleado. A ambos lados del gel se muestran los marcadores de tamafio en kb.

Para analizar la expresion de la proteina, se realizaron extractos proteicos de
epididimos de ratones de los tres genotipos, los cuales fueron luego sometidos a separacion
electroforética e inmunodeteccion utilizando anti-DE y anti-tubulina como control. Tanto

en las muestras de epididimos de los animales salvajes como en las de los heterocigotas, se
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observaron las bandas de tamafios esperados para las proteinas CRISP-1 y tubulina,
mientras que en las de los animales CRISP-1"" tnicamente se detecto la banda de tubulina
(Figura 3.11). La posible expresion de fragmentos menores de CRISP-1 se investigo
utilizando geles de poliacrilamida de mayor concentracién. Bajo estas condiciones,

tampoco se detecté ninguna bandas que pudieran corresponder a CRISP-1

anti-DE

36=—

30—

anti-tubulina

=t L.J |

wt het ko

Figura 3.11: Analisis de la expresion de CRISP-1 a nivel proteico.

Las proteinas fueron extraidas de epididimos de ratones de los tres genotipos y sometidas a Western Blot
utilizando anti-DE (panel superior) 6 anti-tubulina (panel inferior) como primer anticuerpo. A la izquierda
del gel se muestran los marcadores de peso molecular en kDa.

Teniendo en cuenta resultados previos revelando que una proteina originalmente
identificada como especifica de epididimo presentaba cierta expresion a nivel testicular
(Gaudreault et al., 1999), también se analiz6 la posible presencia de CRISP-1 en extractos
testiculares. Los resultados indicaron la ausencia de bandas correspondientes a CRISP-1 en

las muestras de los tres genotipos (datos no mostrados).

Trabajos recientes en animales ko para proteinas espermaticas detectaron
modificaciones en los niveles de expresion de otras proteinas pertenecientes a la misma
familia que la proteina eliminada (Drabent et al., 2000; Stein et al., 2005; Kim et al.,
2006a). En base a estas observaciones, se evaluo la expresion del homologo testicular Tpx-

1/CRISP-2, el cual participa en el proceso de fusidon a través de su interaccion con los
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mismos sitios a los que se une CRISP-1 en el ovocito (Busso et al., 2005; Busso et al.,
2007). El ensayo de Western Blot utilizando un anticuerpo especifico contra CRISP-2 (anti-
AA1) detectd6 una banda del tamafio esperado para dicha proteina en las muestras
provenientes de animales de los tres genotipos. La cuantificacion de las bandas observadas

indico que la expresion de esta proteina no se modificada por la ausencia de CRISP-1

(Figura 3.12).

anti-AA1l anti-tubulina

so—| e " -

wt het ko wt het ko

1.5
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Figura 3.12: Determinacion del nivel de expresion de la proteina CRISP-2.

Las proteinas fueron extraidas de testiculos de ratones de los tres genotipos y sometidas a Western Blot
utilizando anti-AA1l (panel izquierda) 6 anti-tubulina (panel derecha) como primer anticuerpo. A la
izquierda del gel se muestran los marcadores de peso molecular en kDa. La cuantificacion de las bandas
observadas se muestra en el histograma. Los datos representan el promedio + SEM de 5 experimentos
independientes. No se encontraron diferencias significativas entre los genotipos.

En conjunto, los resultados correspondientes a la primera parte de este objetivo
muestran la falta de expresion de CRISP-1 en los epididimos de los animales ko, indicando

que la estrategia de eliminacion del gen CRISP-1 murino fue exitosa.
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2. Evaluacion de la ausencia de CRISP-1 sobre la fertilidad de los

animales y sobre diversos parametros funcionales del espermatozoide

2.1. Evaluacion de la fertilidad de los animales

Con el fin de evaluar el efecto de la falta de CRISP-1 sobre la fertilidad de los
animales, se establecieron apareos entre machos de los tres genotipos con hembras CRISP-
1" y/6 CRISP-1"". El esquema consistié en colocar un macho con dos hembras (al menos
una de fertilidad comprobada) en la misma jaula durante dos semanas registrando la
presencia de tapon vaginal cada mafiana. Al cabo de ese periodo, las hembras fueron
separadas y observadas peridodicamente en cuanto a signos de prefiez 6 paricion. Este

esquema se repitio 4 veces analizando un total de entre 6 y 8 hembras por macho.

Los resultados mostraron que los machos carentes de la proteina en estudio,
presentaban un comportamiento sexual normal en comparacion con los machos control, a
juzgar por la presencia de tapon vaginal en las hembras apareadas al cabo del mismo
periodo de apareo. Asimismo, no se registraron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto al promedio de crias por camada entre los animales con distinto genotipo (Tabla
3.4). El peso promedio de la camada y tiempo desde el inicio del apareo hasta la paricion

tampoco mostraron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Analisis de la fertilidad de los animales. Los datos representan el promedio = SEM de

los animales estudiados, cuyo niimero se indica entre paréntisis.

CRISP-1""* CRISP-1"" CRISP-1"
crias/camada* 7,3+0,3(6) 6,3+0,5(7) 6,5+0,4(12)
peso/camada* (gr) 14,1+1(7) 15,5+ 0,4 (19) 14,8+ 0,4 (22)
dias hasta paricion* 27,4 +3(6) 31,7+ 3 (5) 28,5+2(11)

* no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos.
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2.2. Histologia de los organos reproductivos

Con el fin de analizar si la falta de CRISP-1 producia algin efecto a nivel de los
organos reproductivos, se llevd a cabo el analisis histologico de los testiculos y epididimos
provenientes de ratones salvajes y ko. Dicho estudio fue gentilmente realizado por la Dra.
Livia Lustig (FCM, UBA). Los resultados obtenidos indicaron la ausencia de diferencias en
los tejidos provenientes de ambos grupos de animales, observandose tibulos seminiferos y
epididimarios con un didmetro normal y abundantes células espermatogénicas y/o

espermatozoides en el lumen (Figura 3.13).

2.3. Evaluacion de parametros funcionales de los espermatozoides

Habiendo analizado la fertilidad de los animales, el proximo paso consistio en la
evaluacion de diferentes parametros espermdticos de los animales que no presentaban
expresion de CRISP-1 (ko), respecto a aquellos en los que se detectd expresion de la
proteina (“wild type”/heterocigotas) y a los que nos referiremos de aqui en adelante como
animales control (C). El fin de estos experimentos fue detectar la existencia de alguna falla
en el funcionamiento de los espermatozoides de los ratones ko que pudiera haber sido

compensada en el sistema in vivo, resultando finalmente en una fertilidad no modificada.

- Morfologia y Motilidad

La morfologia de los espermatozoides epididimarios fue estudiada bajo microscopio
optico, no encontrandose diferencias entre los tres grupos analizados. Por su parte, la
motilidad de los espermatozoides fue analizada tanto inmediatamente luego de su
recuperacion del epididimo, como al cabo de un periodo de capacitacion in vitro. Tal como
se resume en la Tabla 3.5 los porcentajes de motilidad hallados en cada grupo no fueron

significativamente diferentes entre si.
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testiculo <

epididimo <

Figura 3.13: Histologia de los 6rganos reproductivos.

Cortes de testiculo y epididimo de ratones wt y ko fueron analizados bajo microscopio optico a 10 x (a, b,
eyf) y20x (c,d, gyh). Barra= 10 pm.
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Tabla 3.5. Determinacion de la motilidad de los espermatozoides. Los datos representan el

promedio £ SEM de los animales estudiados cuyo nimero se indica entre paréntesis.

animales control animales ko
frescos 63,2+ 3,8(5) 66,7 +£4,3 (6)
capacitados® 58,9+3,3(5) 63,8 4,2 (6)

* no se encontraron diferencias significativas entre genotipos.

- Reaccion acrosomal

A continuacién, se evaluo la capacidad de los espermatozoides de sufrir la RA
espontanea durante el proceso de capacitacion. Para ello, espermatozoides epididimarios
fueron incubados bajo condiciones capacitantes, recuperandose alicuotas de los mismos a
diversos tiempos durante la incubacion. Dichas células fueron tefiidas con Coomassie Blue
y luego contabilizadas en cuanto a la presencia o ausencia del acrosoma tefiido de azul. Los
resultados mostrados en la Figura 3.14 indican que tanto los espermatozoides de animales
ko como de los controles presentan un incremento en el porcentaje de células reaccionadas
a medida que transcurre la capacitacion, sin encontrarse diferencias significativas entre

ambos grupos a ningun tiempo estudiado.

% espermatozoides
reaccionados

0 I I I I
0 30 60 920 120

tiempo (min)

Figura 3.14: Evaluacion de la ocurrencia de la RA en los espermatozoides.

Espermatozoides epididimarios fueron incubados bajo condiciones capacitantes recuperandose alicuotas
cada 30 min. Las células fueron fijadas y tefiidas con Coomassie Blue evaluandose el % de aquellas que
no presentaban el acrosoma. Los datos representan el promedio = SEM de 5 experimentos independientes.
O: animales control;A : animales ko
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- Capacidad fertilizante

Con el objetivo de estudiar la capacidad fertilizante de los espermatozoides de
animales sin CRISP-1, se llevaron a cabo, en paralelo, tres esquemas diferentes de

fertilizacion in vitro que se describen a continuacion:

a) Fertilizacion de ovocitos con cumulus

En este caso, se utiliz6 un sistema completo en donde los ovocitos directamente
recuperados de la ampulla de hembras superovuladas fueron inseminados con
espermatozoides capacitados. De este modo, los ovocitos se encontraban rodeados tanto de
células del camulus y su matriz extracelular, como de ZP al momento de la inseminacion.
Al cabo de 3 hs de coincubacidén en medio de fertilizacion y bajo condiciones apropiadas,
los ovocitos fueron recuperados y lavados en medio fresco para remover los
espermatozoides que estuvieran débilmente unidos. Posteriormente, los ovocitos fueron
fijados, tefiidos con el colorante Hoechst 33342 de union al ADN, y observados al
microscopio, registrandose el numero de aquellos que presentaban al menos un nucleo
espermatico descondensado en su citoplasma. Los resultados de estos experimentos se
muestran en la Figura 3.15 e indican que, bajo estas condiciones, los espermatozoides
provenientes de animales carentes de CRISP-1 poseen la misma capacidad de fertilizar a los

ovocitos que los espermatozoides de animales control.

b) Fertilizacion de ovocitos con ZP y sin cumulus

En un segundo esquema, se utilizaron ovocitos desprovistos de las células del
cumulus y su matriz extracelular, con el fin de examinar el posible efecto de la ausencia de
CRISP-1 sobre la etapa de interaccion espermatozoide-ZP. Los ovocitos rodeados s6lo de
su ZP fueron inseminados con espermatozoides capacitados y, al cabo de 3 hs, fueron
recuperados, teflidos con Hoechst como se describiera anteriormente, y observados al
microscopio. Bajo estas condiciones, tampoco se observaron diferencias en el porcentaje de

ovocitos fertilizados entre los grupos estudiados (Figura 3.16).
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Figura 3.15: Evaluacion de la capacidad fertilizante de los espermatozoides en un sistema completo.

Espermatozoides epididimarios de los ratones fueron capacitados por 120 min y luego utilizados para
inseminar complejos cumulos-ovocitos (CCO). Al cabo de 3 hs de coincubacion, los CCO fueron tefiidos
con Hoescht 33342 determinandose el % de ovocitos fertilizados. Los datos representan el promedio +
SEM de 8 experimentos independientes. ¢ vs ko: NS.
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Figura 3.16: Evaluacion de la capacidad fertilizante de los espermatozoides con ovocitos con ZP.

Espermatozoides epididimarios fueron capacitados por 120 min y luego utilizados para inseminar ovocitos
con ZP. Al cabo de 3 hs de coincubacion, los ovocitos fueron teiiidos con Hoescht 33342 determinandose
el % de ovocitos fertilizados. Los datos representan el promedio =+ SEM de 8 experimentos
independientes. ¢ vs ko: NS.
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¢) Fertilizacion de ovocitos sin ZP

Como se mencionara a lo largo de este trabajo, los estudios in vitro de nuestro
laboratorio apoyan la participacion de CRISP-1 en la etapa de fusion de gametas. Por este
motivo, finalmente, se estudio si la falta de la proteina CRISP-1 afectaba la capacidad
fusogénica de los espermatozoides. Para ello, ovocitos desprovistos tanto de células de
cumulus como de ZP, fueron inseminados con espermatozoides capacitados. Luego de 1 h
de coincubacion, los ovocitos fueron lavados, tefiiddos con Hoechst y observados al
microscopio. En este caso, los espermatozoides provenientes de ratones ko mostraron una
reduccion significativa en su capacidad de fusionarse con los ovocitos respecto a los
espermatozoides control, apoyando nuestros resultados previos obtenidos in vitro (Figura

3.17).
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Figura 3.17: Evaluacion de la capacidad fusogénica de los espermatozoides.

Espermatozoides epididimarios fueron capacitados por 90 min y luego utilizados para inseminar ovocitos
sin ZP. Al cabo de 1 h de coincubacion, los ovocitos fueron teflidos con Hoescht 33342, determinandose
el % de ovocitos fertilizados. Los datos representan el promedio + SEM de 10 experimentos
independientes. ¢ vs ko, p<0,0001.

Como otra aproximacion al estudio de la capacidad fusogénica de los

espermatozoides de animales ko, se llevaron a cabo ensayos de competencia in vitro en los
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cuales los ovocitos sin zona fueron inseminados al mismo tiempo con concentraciones
iguales de espermatozoides de animales control y ko. Para distinguir las diferentes
poblaciones espermaticas, una de las mismas fue previamente marcada con un colorante
fluorescente que se detecta al momento de la evaluacion de la fusion. Los resultados
indicaron que, en presencia de espermatozoides de animales control, los espermatozoides
de animales ko exhibieron una capacidad de fusionarse con los ovocitos significativamente
menor que la descripta previamente (Figura 3.18) indicando que en una situacion de
competencia, los espermatozoides de animales ko poseen una clara desventaja frente a los
espermatozoides control. Cabe aclarar que los resultados obtenidos fueron iguales

independientemente de la poblacion espermatica que estuviera marcada.
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Figura 3.19: Evaluacién de la capacidad fusogénica de los espermatozoides en ensayos de
competencia.

Espermatozoides epididimarios provenientes de animales controles y ko fueron capacitados por 90 min,
marcados con Mito Tracker (una de las dos poblaciones) y luego utilizados para inseminar ovocitos sin
ZP en forma individual (a) o en forma conjunta (b). Al cabo de 1 h de coincubacion, los ovocitos fueron
tefiidos con Hoescht 33342, determinandose el % de ovocitos fertilizados por espermatozoides marcados o
control. Los datos representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes. a vs b, p<0,05; a vs
¢, p<0,0001; b vs ¢, p<0,05.
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En conclusion, en el presente trabajo hemos logrado generar con éxito una linea de
ratones knock out para la proteina CRISP-1. La caracterizacion de estos animales indico
que si bien la proteina no seria esencial para la fertilidad de los machos, seria requerida para

la etapa de fusion de gametas durante el proceso de fertilizacion.
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DISCUSION

El presente trabajo describe la generacidon de una linea murina carente en la proteina
CRISP-1, homdloga a la proteina DE de rata (82%), ambas implicadas en el proceso de
fusion espermatozoide-ovocito (Rochwerger et al., 1992; Cohen et al., 2000a). Segun
nuestro conocimiento, este es el primer animal ko generado para una proteina identificada
en el pais. Asimismo, y dado la gran cantidad de miembros que posee la familia CRISP, el
presente trabajo representa una contribucion importante al estudio de estas proteinas y sus
funciones bioldgicas, ya que constituye también la primera linea de animales ko producido

para una proteina de este familia.

La metodologia empleada para modificar el gen CRISP-I1 de ratdon se baso en la
recombinacion homologa en células ES. Desde sus inicios, 15 afios atrds, esta técnica ha
revolucionado el campo de la genética murina permitiendo el andlisis de diversos aspectos
de la funcién génica en el contexto del animal completo. A pesar de que esta tecnologia ha
sido mejorada a lo largo de los afios, la recombinaciéon homologa en células ES es atin muy
ineficiente, requiriendo mucho esfuerzo y tiempo para lograr obtener la linea de ratones
modificados. Esto se ve reflejado en la literatura dado que s6lo el 10% de los 30.000 genes

murinos ha sido analizado mediante este abordaje (Coumoul & Deng, 2006).

En los ultimos cinco afios, varios laboratorios han desarrollado la tecnologia de
“knock down” mediante ARN interferencia (ARNi), como una opcion alternativa al clasico
“knock out”. La ventaja mas importante de esta segunda metodologia es la rapidez con la
cual se alcanza el objetivo. Sin embargo, la dificultad del ARNi reside en lograr un método
eficiente que incorpore al ARN en la célula deseada. Recientemente, Fox y colaboradores
(2006) describieron la electrotransferencia de construcciones dominantes negativas a las
células del segmento inicial del epididimo. Sin embargo, la aplicacion de esta técnica a
nuestro sistema presenta el inconveniente de que el silenciamiento de CRISP-I en las
células epididimarias deberia durar lo suficiente como para lograr una oleada de
espermatozoides sin la proteina. Otra opcion para nuestro caso seria generar animales
transgénicos portadores del ARNi tal como se describio recientemente para la fosfolipasa

CC espermatica (Knott et al., 2005), metodologia que conlleva la desventaja de las
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consecuencias de la insercion al azar del transgen en el genoma (Kioussis & Festenstein,
1997). Asimismo, se debe tener en cuenta que el silenciamiento de genes por ARNi no es
total, habiendo alrededor de un 10% de expresion del gen endogeno (Coumoul & Deng,
2006). Por lo tanto, hasta el momento, y para nuestro modelo de estudio, la estrategia
elegida para estudiar la funcion bioldgica de CRISP-1 in vivo contintia siendo la mas

apropiada.

La caracterizacion del gen CRISP-1 murino habia sido reportada previamente por el
grupo de investigacion de los Laboratorios Schering (Schwidetzky et al., 1997). La misma
revel6 que el gen esta organizado en 8 exones cuyos tamafios varian entre 55 y 750 pb, y 7
intrones entre 1 y 4 kb. Posteriormente, la secuenciaciéon completa del genoma de raton
evidencid una diferencia en cuanto a la longitud del intrén A, siendo de 6 kb en vez de 2,8

arrojando un tamafio génico total de 25 kb (http://www.informatics.jax.org, IDs: MGTI:

102553). El gen estéa localizado en el cromosoma 17, muy cerca de otros miembros de la
familia CRISP, como CRISP-2 y CRISP-3, con los cuales comparte ademds una estructura
génica muy similar. El andlisis de la secuencia de CRISP-/ mediante la base de datos del
proyecto “Ensembl” indicé la existencia de un unico transcripto de 1,4 kb

(http://www.ensembl.org, ID: ENSMUSG00000025431). El estudio del promotor mostrd

sitios de uniodn al factor de transcripcion PEA3 especifico de epididimo y cerebro como asi
también sitios funcionales respondedores a androgenos (Schwidetzky et al., 1997). En
concordancia con estos datos, la presencia de la proteina fue detectada en epididimos de
ratones desde los 22 dias de edad, con un fuerte aumento en los niveles de expresion

alrededor del dia 40 (Haendler et al., 1997).

La construccion del vector de recombinacion homologa para llevar a cabo la
modificacion en el gen CRISP-I fue sumamente ardua. La obtencion de los brazos de
homologia implicé mayor tiempo y esfuerzo del esperado. Por un lado, la discrepancia en el
tamafio del intrén A retraso el trabajo ya que la estrategia utilizada para la obtencion del
brazo 5” contemplaba un tamafio de intrén menor al real. Por otro lado, los intrones del gen
representando el 93,6% del tamafio total del mismo, no fueron secuenciados hasta un afio y
medio después de comenzado el trabajo. Asimismo, los intrones contienen una importante

cantidad de secuencias repetitivas especialmente el intréon A (http://genome.ucsc.edu,
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chr17:39,757,235-39,782,674), las cuales complicaron el clonado de los fragmentos
homologos. Nuestro colaborador, el Dr Eddy, resalto el esfuerzo y trabajo invertido en la
construccion del vector dado la dificultad del clonado de este gen. En este sentido, es
interesante mencionar que un grupo de investigadores australianos ha estado generando una
linea de ratones modificados para el gen CRISP-2, teniendo tantas dificultades para el
clonado de los brazos de homologia como en nuestro caso. Hasta el momento, dicho

laboratorio no ha logrado la generacion de los animales ko para la proteina testicular.

La recombinacion homologa del vector generado en el genoma de células ES
murinas ocurrié en un 1,4 % de los clones resistentes. El “screening” de las células fue
exhaustivo con el fin de discriminar entre una integracion al azar y una correcta
recombinacion homologa. Para ello, se analizaron los clones tanto en los extremos 5° como
3" de los puntos de recombinacion. La técnica de PCR empleada en un primer paso descartd
un gran numero de clones negativos, permitiendo luego analizar el resto de los mismos por

Southern Blot, metodologia que implica mayor tiempo y mayores recursos.

De los cuatro clones con una correcta recombinacion microinyectados en
blastocistos, tinicamente dos produjeron quimeras con la mutacién en la linea germinal. Los
animales heterocigotas nacidos a partir de estas quimeras fueron los progenitores de las
colonias establecidas para este estudio en nuestro instituto. Dado que contdbamos con
animales provenientes de dos quimeras, es decir de dos clones en los cuales la
recombinacion habia ocurrido independientemente, se establecieron y mantuvieron las dos
colonias separadas entre si. Esta disposicion suponia la ventaja de analizar el fenotipo de
los animales de ambas colonias por separado y, en el caso de que los fenotipos fueran
coincidentes, nos aseguraba que los mismos hubieran sido obtenidos por la falta de CRISP-

1 y no por alguna otra mutacion originada espontaneamente.

Los animales ko generados por la cruza entre heterocigotas fueron analizados
mediante RT-PCR en cuanto a la presencia de transcriptos de CRISP-I, utilizando
diferentes combinaciones de “primers” para la PCR. Los resultados obtenidos confirmaron
la ausencia de ARNm para CRISP-1 en los animales ko al utilizar el juego de “primers” 2 y

8. El empleo de los “primers” 1 y 8, por su parte, dio origen a una banda en los animales
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ko, de tamafio menor a la de los animales control y similar al que se obtendria por ausencia
del exo6n 2. Este resultado, junto a la ausencia de banda en el ko al emplear el juego de
“primers” 2 y 8, indica que estos transcriptos no poseerian la secuencia proveniente del
exon 2. Asimismo, el gen “neo” incluido entre los exones 1 y 3 sufriria “splicing” junto con
los intrones adyacentes (A y B) dando origen asi a la banda de menor tamafio con los

“primers” 1 y 8 en los ratones CRISP-17",

Teniendo en cuenta estos resultados, era de suma importancia confirmar la ausencia
de la proteina completa 6 de formas truncadas de la misma, antes de analizar el fenotipo de
los ratones. Para ello, se analizaron por Western Blot extractos proteicos de epididimos
provenientes de animales de los tres genotipos. El hecho de que la proteina se encontrara
ausente en los epididimos de Uinicamente los ratones ko, valido la estrategia utilizada para la
generacion de estos animales. Mds aun, el andlisis de extractos testiculares de los tres
genotipos permitid también descartar una eventual expresion de CRISP-1 a nivel testicular
como se hubiera descripto para otras proteinas epididimarias (Gaudreault et al., 1999)

confirmado de este modo, la total ausencia de CRISP-1 en los animales ko.

El analisis del fenotipo de los ratones carentes de CRISP-1 demostré que los
mismos resultaron normales en cuanto a su viabilidad y crecimiento. Por otro lado, los
machos exhibieron un comportamiento sexual y una capacidad reproductiva normales. El
hecho de no haber hallado diferencias en la fertilidad de los ratones ko para CRISP-1 fue
desalentador pero no sorprendente dado que muy pocos de estos modelos animales generan
infertilidad. Més atn, hasta el momento, las proteinas del espermatozoide que resultaron
esenciales para la fertilidad de un individuo fueron aquellas que se encuentran ensambladas
dentro de la membrana plasmatica de la gameta y cuya eliminacion produce una
desorganizacion en la estructura de la bicapa lipidica (Cho et al., 1998; Shamsadin et al.,
1999; Nishimura et al., 2001; Nishimura et al., 2004). En este sentido, cabe mencionar que
atn no se han descripto animales ko infértiles para proteinas epididimarias que se asocian a

la superficie del espermatozoide.

El estudio histologico de los 6rganos reproductivos no mostro diferencias entre los

animales ko y los controles ya que en ambos casos se pudieron observar tibulos
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seminiferos y epididimarios de didmetros normales con presencia de células
espermatogénicas y/6 espermatozoides en el lumen de los mismos. El analisis de diversos
parametros funcionales de los espermatozoides, tales como morfologia, motilidad y
capacidad de sufrir la RA, tampoco detectd diferencias entre los animales ko y control.
Resulta interesante mencionar que durante el transcurso de la escritura de esta Tesis vy,
continuando con el andlisis del fenotipo de los animales ko, se observdo que los
espermatozoides de estos animales presentan una clara disminucion en el nivel de
fosforilacion de proteinas en tirosina durante la capacitacion respecto a los controles. El
mecanismo por el cual la ausencia de CRISP-1 podria afectar este paramentro esta

actualmente siendo investigado en nuestro laboratorio.

En relacion a la capacidad fertilizante, se observo que los espermatozoides de los
animales carentes de CRISP-1 fertilizaron in vitro un porcentaje de ovocitos similar al de
los espermatozoides control cuando los ovocitos se encontraban rodeados de células de
cumulus y ZP o bien solo de ZP, confirmando que los espermatozoides habrian sufrido un
completo proceso de capacitacion y RA. Sin embargo, ensayos de fusion de gametas in
vitro revelaron que los espermatozoides de los animales ko presentaban una disminucion
significativa en el porcentaje de ovocitos sin ZP fertilizados. Esta diferencia se vio
significativamente incrementada cuando los espermatozoides de animales ko fueron puestos
en una situacion de competencia con espermatozoides de animales control, evidenciandose
asi mas claramente la desventaja que tiene una poblacion carente de CRISP-1 respecto a
aquella que presenta la proteina. Esta misma observacion fue descripta para animales ko
para la proteina acrosina, los cuales a pesar de no mostrar diferencias en cuanto a su
fertilidad, presentan espermatozoides con un claro retardo en su capacidad de fertilizar

ovocitos in vitro (Adham et al., 1997).

En conjunto, nuestros resultados indican que, a pesar de no encontrarse diferencias
en la fertilidad de los animales ko respecto a los controles, los espermatozoides carentes de
la proteina CRISP-1 muestran una disminucion significativa en su capacidad fusogénica,
confirmando nuestras observaciones previas in vitro indicando que CRISP-1 participaria en

el proceso de fusion de gametas (Rochwerger et al., 1992).
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El hecho de que los espermatozoides de los animales ko exhiban in vitro una
deficiencia funcional que in vivo no se evidencia ha sido también observado en otros
ratones ko para proteinas espermaticas tales como PH-20 (Baba et al., 2002),
galactosiltransferasa (Lu & Shur, 1997) y acrosina (Baba et al., 1994; Adham et al., 1997).
En estos tres modelos murinos, si bien la fertilidad de los machos no estaba afectada, los
espermatozoides mostraron fallas in vitro de acuerdo al rol descripto previamente para cada
proteina (ver Introduccion). Existen varias explicaciones no excluyentes que podrian

justificar el efecto en el fenotipo sin afectar la fertilidad de los animales.

Estudios recientes mostraron que una mutacion puede producir fenotipos
marcadamente diferentes dependiendo del origen genético (Erickson, 1996). En este
sentido, los animales generados por recombinacion homoéloga en células ES son hibridos
entre las cepas 129/Sv (proveniente de las células ES) y C57BL/6. La poblacion, en su
conjunto, posee un 50% de su ADN proveniente de cada cepa. En la literatura, existen
varios ejemplos de modelos animales portadores de una mutaciéon que exhiben un fenotipo
normal cuando su origen genético es mixto, pero presentan un defecto funcional cuando el
ADN es homogéneo (Muller, 1999). Esto ocurre para CD81, tetraspanina esencial para la
fertilidad de hembras C57BL/6 6 BALB/c pero dispensable en los ratones hibridos
originales (Maecker & Levy, 1997; Rubinstein et al., 2006). Asimismo, se ha descripto para
la proteina radixina de la corteza cerebral, que el mantenimiento a largo plazo de la
poblacion bajo un origen genético hibrido, puede suavizar el efecto de la mutacion,
restableciéndose el mismo cuando los ratones son retrocruzados hasta obtener un contenido

génico homogéneo (Fukumoto et al., 2006).

Una posible explicacion para esta variabilidad en los fenotipos surgi6 a partir de un
modelo animal de fibrosis quistica. Estos ratones deficientes en CFTR mostraban
diferencias en cuanto a la severidad de la enfermedad y el grado de supervivencia segin el
origen genético. Posteriormente, se descubrid que otro factor génico presente en algunas
cepas de ratones, podria compensar parcialmente la funcion de la proteina mutada
(Rozmabhel et al., 1996). Esto sugiere que para el caso anterior de CD81, podria existir un
alelo especifico de la cepa 129 que interactie con la mutacion en la tetraspanina,

ocasionando asi un fenotipo normal.
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En base a estos resultados, no se descarta la posibilidad de que la falta de CRISP-1
provoque un efecto sobre la fertilidad de ratones con un origen genético puro. Para evaluar
esta hipotesis, se prevé realizar las retrocruzas necesarias para alcanzar un alto grado de
homogeneidad en la composicién génica. Con un esquema de 12 cruzas con animales

salvajes de la cepa elegida (129/Sv 6 C57BL/6) se obtiene un 99,99% de homogeneidad.

El fenomeno de redundancia funcional es otro motivo posible por el cual el fenotipo
producido por la falta de la proteina en estudio no se haga evidente. El ejemplo mas facil de
comprender involucra a familias de proteinas cuyos miembros, estructuralmente similares,
pueden compensar funcionalmente a la proteina faltante. En la familia de proteinas APP
(amyloid precursor protein), la supresion de cualquiera de sus tres miembros casi no
produce efecto alguno en los animales, mientras que la eliminacion combinada de dos de
ellos, causa letalidad postnatal (Muller, 1999). En este sentido, es interesante recordar que
CRISP-1 de ratéon y su homoélogo DE en rata, pertenecen a la familia de proteinas CRISP
con alta homologia de secuencia entre sus miembros, pudiendo alguno de ellos neutralizar

el efecto ocasionado por la deficiencia en CRISP-1.

Recientes resultados revelaron que, ademas de CRISP-1, CRISP-2 también
participaria en la etapa de fusion espermatozoide-ovocito en humano (Busso et al., 2005) y
en raton (Busso et al., 2007). Estas observaciones, junto con el hecho de que las secuencias
del Signature 2 de estas dos proteinas difieran solamente en 2 de los 12 aminoacidos
requeridos para la union al ovocito (capitulo 2 del presente trabajo) y compiten por los
mismos sitios complementarios en el ovocito (Busso et al., 2007), apoyan la idea de que
ambas proteinas participarian en fusion a través del mismo mecanismo molecular. De este
modo CRISP-2, ademas de ser una proteina que actue conjuntamente con CRISP-1 durante
el proceso de fusion, podria reemplazarla cuando la misma se encuentre ausente. Una
situacion muy parecida a la de CRISP-1 y CRISP-2 ocurre para las tetraspaninas murinas
CD151 y BAB22942, con 57% de identidad entre ellas (Wright et al., 2004). La region por
la cual CD151 interactua con su ligando, la integrina a3p1, fue restringida a un motivo de
11 aminoacidos (Berditchevski et al., 2001) que difiere Ginicamente en 2 aminoacidos del

motivo presente en BAB22942. Dado que los animales deficientes en CD151 no presentan
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cambios groseros en el fenotipo, los autores postularon un posible efecto compensatorio en

algunas de las funciones de CD151 por BAB22942 (Wright et al., 2004).

A diferencia de lo observado en otros modelos de animales ko, tales como ratones
carentes de H1t (Histona especifica de testiculo), los cuales no muestran ningiin cambio en
su fenotipo comparado con animales salvajes excepto la sobreexpresion de otras histonas:
H1.2, H1.2 y H1.4 (Drabent et al., 2000), los animales ko para CRISP-1 no presentaron
aumento en el nivel de expresion de CRISP-2. Asimismo, en estos animales tampoco se
detectd disminucion en la expresion de CRISP-2, tal como se habia observado para
proteinas de la familia ADAM cuando algin miembro de dicha familia era eliminado (Stein
et al., 2005; Kim et al., 2006a). Sin embargo, el hecho de que CRISP-2 esté expresada en
los animales ko, mantiene en pie la posibilidad de que esta proteina compense la ausencia

de CRISP-I.

Recientemente se ha identificado la proteina CRISP-4 en epididimo rata y raton
(Jalkanen et al., 2005; Nolan et al., 2006). Si bien su funcién bioldgica ain no ha sido
descripta, su origen epididimario la hace también una candidata probable para compensar
funcionalmente a CRISP-1. El andlisis de su secuencia arrojé datos muy interesantes
indicando que esta proteina presenta una mayor homologia de secuencia (70%) con CRISP-
1 humana (Hayashi et al., 1996; Kratzschmar et al., 1996), que con CRISP-1 de rata 6 raton
(40%), razon por la cual la llamada CRISP-1 humana deberia considerarse el ortélogo
humano de CRISP-4 (Nolan et al., 2006). Teniendo en cuenta la ya descripta participacion
de CRISP-1 humana en el proceso de fusion de gametas (Cohen et al., 2001), podemos
inferir que muy probablemente las proteinas CRISP-4 también participen en el proceso de
fusion en roedores, pudiendo compensar la falta de CRISP-1 en los animales ko descriptos

en este trabajo.

La generacion de animales ko para CRISP-2 y CRISP-4, y de dobles ko con CRISP-
1, brindaran importante informacion sobre los mecanismos moleculares involucrados en el
proceso de fertilizacion. En este sentido, cabe mencionar que los dos laboratorios que se

encuentran realizando los animales ko para CRISP-2 y CRISP-4 ya han acordado realizar
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una colaboracidon con nuestro grupo con el fin de obtener ratones dobles ko en el caso de

que sus animales también resulten fértiles.

Mas alléd de la posible compensacion de la ausencia de CRISP-1 por proteinas de la
familia CRISP, existe la posibilidad de que la falta de dicha proteina sea compensada por
otras proteinas con funcidn bioldgica similar. En este sentido, hasta el momento s6lo se ha
descripto a la proteina testicular Izumo como molécula indispensable para la etapa de
fusion de gametas (Inoue et al., 2005), resultando interesante evaluar en el futuro la
expresion de dicha proteina en los ko para CRISP-1. Por otro lado, la observacion de que
los sistemas biologicos son degenerados, por lo cual elementos estructuralmente diferentes
pueden cumplir la misma u otra funcion dependiendo del entorno bioldgico (Edelman &
Gally, 2001), abre la posibilidad de que otras proteinas que, a priori, no tendrian ninguna
relacion con la proteina eliminada, compensen la falta de dicha proteina. Dado que en la
literatura existen varios ejemplos de animales ko con deficiencias a nivel reproductivo en
los cuales hay disminucién o aumento de la expresion de otras proteinas no relacionadas
(Wassarman et al., 2001; Cooper et al., 2003), seria también interesante estudiar en los
ratones ko para CRISP-1 modificaciones en el patron de expresion de otras proteinas

epididimarias.

A pesar de que los ratones deficientes en CRISP-1 son fértiles, no se descarta el
potencial uso de esta proteina como método de regulacion de la fertilidad de un individuo.
En este caso, se bloquearia ¢ inhibiria la actividad de CRISP-1 en individuos adultos
normales que presentan la proteina sobre sus espermatozoides. Esta posibilidad esta
apoyada por los experimentos de inmunizacién de ratas adultas con DE/CRISP-1 en los
cuales se observa una disminucion significativa en la fertilidad de los animales a través de
un efecto de los anticuerpos anti-CRISP-1 sobre la capacidad fertilizante de los
espermatozoides (Cuasnicu et al., 1990; Perez Martinez et al., 1995; Ellerman et al., 1998).
Esta inhibicion de la actividad de una proteina en un individuo normal es claramente
diferente a la situacion que se presenta en animales genéticamente modificados desde su
concepcion, en los cuales, como se describiera anteriormente, existirian diversos
mecanismos de adaptacion o ajuste por los cuales otras proteinas podrian cumplir la

funcion de la proteina eliminada.
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Capitulo III — Discusion

En conclusion, los resultados de este capitulo indican que ratones carentes de la
proteina epididimaria CRISP-1 son fértiles a pesar de mostrar una menor capacidad
fusogéncia in vitro. Sin embargo, la gran cantidad de evidencia previa obtenida in vitro a
favor de un rol para esta proteina en el proceso de fusion, sugiere que la misma podria estar
siendo reemplazada funcionalmente en el modelo experimental del raton “knock out”. En
este sentido, es ldgico pensar que para un proceso tan importante para la especie, como lo
es la fertilizacion, existan varios mecanismos moleculares alternativos que aseguren el éxito
de la misma. Una opcién podria ser la sintesis de proteinas muy homologas cuyas funciones

sean intercambiables.

Los resultados de este capitulo forman parte del trabajo: “Mice Deficient in the
Cysteine-Rich Secretory Protein-1 (CRISP-1) Exhibit a Reduction in Sperm Fusion Ability
invitro”. Da Ros V, Maldera J, Willis W, Cohen D, Goulding E, Gelman D, Rubinstein M,

Eddy EM & Cuasnicu P, manuscrito en preparacion.
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Conclusion

El presente trabajo ha tenido tres objetivos principales los cuales se centraron en
ampliar el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la fertilizacion a
través del estudio de la proteina epididimaria DE/CRISP-1. Para ello, se llevaron a cabo
tanto estudios in vitro relacionados con el comportamiento de la proteina DE durante los
procesos de capacitacion (objetivo 1) y fusion de gametas (objetivo 2), como estudios in
vivo en una linea de animales “knock out” para DE/CRISP-1 generados en el laboratorio

(objetivo 3).

El primer objetivo consisti6 en investigar la influencia del bicarbonato, i6n
indispensable para la ocurrencia de la capacitacion, sobre la migracion de la proteina DE al
SE que ocurre durante dicho proceso. Los resultados hallados indicaron que si bien la
migracion de DE seria un evento dependiente de bicarbonato, ocurriria a través de vias
alternativas a la clasica cAMP/PKA, involucrada tanto en la fosforilacion de proteinas en
tirosina como en la expresion de la capacidad fusogénica del espermatozoide. Estos
hallazgos, ademds de novedosos, brindan importante informacion sobre los mecanismos de
capacitacion del espermatozoide de rata, especie en la cual este proceso ha sido muy poco

investigado.

El segundo capitulo de esta Tesis tuvo como objetivo la identificacion del sitio
activo por el cual la proteina DE interactiia con sus sitios complementarios en el ovocito.
La delimitacion de la actividad de DE a un sitio de solo 12 aminoacidos correspondiente al
motivo denominado “Signature 2” de la familia CRISP provee importante informacion
sobre el mecanismo molecular involucrado en la participacion de las proteinas CRISP-1 en
el proceso de fusion. Este hallazgo describe por primera vez la funcién bioldgica del motivo
de la familia CRISP abriendo la posibilidad de que otros miembros de la familia ejerzan sus

funciones a través de esta region de la molécula.

Finalmente, el tercer objetivo de este trabajo involucrd el analisis de la
funcionalidad in vivo de la proteina CRISP-1 en un modelo de ratones genéticamente
modificados. Este capitulo representa la parte mas importante de esta Tesis, no s6lo a nivel
de trabajo experimental, sino en relacion a la relevancia de estos estudios para el campo de

la reproduccion. Los resultados indicando que a pesar de no encontrarse efecto sobre la
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fertilidad, la falta de CRISP-1 afecta la capacidad fusogénica de los espermatozoides,
apoyan la existencia de mecanismos compensatorios destinados a asegurar el éxito de la

fertilizacion.

En conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral contribuirdn a una mayor
comprension de los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de fertilizacion

como asi también al desarrollo de nuevos y mds seguros métodos de regulacion de la

fertilidad.
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ABREVIATURAS



Abreviaturas

aa aminoacido

AC adenilato ciclasa

BSA albumina sérica bovina

cAMP AMP ciclico

CCO complejos cumulos-ovocitos
Cys cisterna

dbcAMP dibutiril AMP ciclico

DMSO dimetilsulfoxido

DO densidad optica

eCG gonadotrofina coridnica equina
FITC isocianato de fluoresceina
GalT I B1,4-galactosiltransferasa I
hCG gonadotrofina coriénica humana
IFI inmunofluorescencia indirecta
IPTG isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido
ko “knock out”

MBP maltose-binding protein

NS no significativo

P4 progesterona

pb pares de base

PFA paraformaldehido

PKA proteina quinasa A

PKC proteina quinasa C

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate
PTK quinasas en tirosina

PTX pentoxifilina

RA reaccion acrosomal

S2 Signature 2

sAC adenilato ciclasa soluble

SE segmento ecuatorial

TA temperatura ambiente

TE Tris EDTA
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Abreviaturas

tmAC adenilato ciclasa transmembrana

VAY zona pelucida
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Fe de erratas

e En la pagina 13 la frase “ramas de un arbol” se cambia por “procesos aplanados”.

e En las paginas 36 y 37 las citas “Cuasnicu et al., 1989 y “Cuasnicu et al., 1991,
deberian ser “Cuasnicu et al., 1990 publicada en “Alexander NJ, Griffin D, Spieler JM,
Waites GMH (eds.), Gamete interaction. NY: Wiley-Liss. Por otro lado, se agrega la
siguiente referencia: Cuasnict, P S; Gonzalez Echeverria, F; Piazza, A D; Cameo, M S;
& Blaquier, J A. (1984) “Antibodies against epididymal glycoproteins block fertilizing
ability in rat”. J Reprod Fertil, 72:467-71.

e En la pagina 31 se incorporan modificaciones en el primer parrafo tendientes a clarificar
el rol de las proteinas ADAM en la fertilizacion: “Mads alin, animales ko para calmegina,
chaperona no perteneciente a la familia ADAM y requerida para el proceso de
fertilizacion (Ikawa et al., 1997; Ikawa et al., 2001; Nakanishi et al., 2004), presenta el
mismo fenotipo que los animales deficientes en ADAMIla, como asi también
disminucion o ausencia de alguna de estas proteinas ADAM. En base a estos resultados,
los autores concluyeron que la infertilidad hallada en las lineas de animales ko para
ADAMIla y ADAM2, podria no deberse a un efecto directo causado por la falta de la
proteina eliminada, ya que otras proteinas de la familia tampoco estan presentes en la
superficie de los espermatozoides. Las evidencias presentadas, junto al analisis de la
expresion de otras proteinas de la familia ADAM sugieren que, por lo menos en el raton,
el heterodimero ADAMIb/ADAM?2 no seria necesario para el transporte de los
espermatozoides a través del oviducto ni para el proceso de fertilizacion. Por otro lado,

ADAMI1a/ADAM? seria esencial...”

e En la Figura 1.4B de la pagina 56: a vs b: p<0,001; a vs c¢: p<0,05; b vs c: p<0,05.
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