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Resumen

En trabajos anteriores de nuestro grupo se habia reportado la identificacion vy
caracterizacidon de un gen de expresidon especifica del testiculo de la rata, denominado
Spatsl (spermatogenesis-associated, serine-rich 1). Se observé que Spatsl se expresaba
diferencialmente durante el desarrollo testicular, alcanzando su pico de expresion en la
primera onda espermatogénica y principalmente en las células en profase meidtica I. La
importante conservacién de este gen a lo largo de la evolucién de los metazoarios nos
sugirid la importancia de su funcion.

Con el objeto de contribuir a la elucidacion del rol de la proteina SPATS1 en relacion
al desarrollo del testiculo y/o la espermatogénesis, se procedié a la realizacion de diversos
estudios bioinformaticos, generacion de ratones knockout (KO) y caracterizacion fenotipica
de los mismos, ademas de ensayos bioquimicos de interaccidn proteina-proteina.

Con respecto a la generacidon de ratones KO Spatsi, la utilizacién en paralelo de
diversas metodologias para produccién de KOs para un mismo gen nos permitié comparar la
eficiencia de los distintos métodos. En tanto otras metodologias presentaron distintas
limitaciones debido a su alta complejidad, la técnica de CRISPR/Cas9 representd una enorme
ventaja tanto en términos econdmicos como de rapidez y tasa de transmision del transgén a
la linea germinal. Es asi que este método nos permitié generar los primeros ratones KO
producidos enteramente en el Uruguay.

La caracterizacion del fenotipo de los ratones mutantes incluyé andlisis morfoldgicos,
histoldgicos, moleculares y funcionales. El estudio macroscopico de los ratones KO no reveld
ningun defecto en el desarrollo anatémico de los animales ni en su comportamiento, asi
como tampoco diferencias en peso ni tamafio, en comparacion con los ratones WT control.
Tampoco evidenciamos defectos en la capacidad reproductiva. Sin embargo, los cortes
histoldgicos de los testiculos de ratones KO adultos jovenes revelaron una obstruccién del
lumen en practicamente el 90% de los tubulos seminiferos, los que se encontraban desde
parcialmente hasta completamente obstruidos. Ademads, algunos tubulos seminiferos
mostraron desprendimientos de tejido.

Es interesante destacar que este fenotipo se asemeja de modo notable a los
observados en otros estudios de ratones KO deficientes en genes codificantes para proteinas
vinculadas a adhesién celular en el testiculo. En ese sentido, estudios de expresion génica

mostraron que en los ratones KO Spats1 se alterd a la baja la expresion de claudina 11, una
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proteina asociada a las uniones intercelulares estrechas. Mas aun, estudios de interaccion
proteica predicha, sumados a los ensayos de co-inmunoprecipitacion que hemos realizado,
nos sugieren que SPATS1 seria una proteina interactuante con las fibras del citoesqueleto de
actina. En suma, estos resultados en conjunto nos permiten sugerir que SPATS1 tendria un
rol en el mantenimiento de la estructura interna de los tubulos seminiferos, vinculado a la
adhesion celular.

Por otra parte, uno de los ratones mutantes desarrollé un teratoma al afio de edad.
Seria demasiado prematuro en este momento sugerir que la alteracion de Spats1 estaria
vinculada con el desarrollo de este tumor. Sin embargo, dado que la aparicion de estos
tumores es muy infrecuente, y que se trata de un tumor de células germinales, este
resultado nos alienta a seguir investigando en este sentido. Un trabajo previo habia sugerido
un rol para SPATS1 como inhibidor de la via Wnt. Si asi fuera, especulamos con que los
ratones KO para el gen Spats1 podrian ser defectuosos en su capacidad de inhibir la via Wnt
en el testiculo, lo que redundaria en una sobreexpresiéon de genes blanco de esta via, varios
de los cuales son oncogenes, lo que podria eventualmente contribuir al desarrollo de

tumores.
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1. DESARROLLO TESTICULAR Y ESPERMATOGENESIS EN LOS MAMIFEROS

1.A. Los testiculos de los mamiferos

Los testiculos son las génadas masculinas, responsables de la produccion de
espermatozoides (células germinales masculinas) y hormonas sexuales masculinas
(androégenos). En los mamiferos, estdn cubiertos por la tunica vaginal que cubre a suvez a la
tunica albuginea, a partir de la cual se originan numerosos tabiques o septos interlobulares
que dividen al érgano en lobulillos testiculares. En el interior de los lobulillos aparecen los
tubulos seminiferos, rodeados por el espacio intersticial (Figura I.1A). Los testiculos estan
organizados en una red de tubulos seminiferos compuestos por un epitelio estratificado
especializado cuyas células desarrollan un proceso denominado espermatogénesis, por el
cual se originan los espermatozoides, haploides (Bernavé et al., 2012). Dentro de los tubulos
seminiferos se ubican las células de la linea germinal en distintos estadios de diferenciacion,
junto con las células de sostén, o células de Sertoli.

Los tubulos seminiferos se encuentran ademas rodeados por células mioides
peritubulares, en estrecha relacion con la pared de los mismos. Por su parte, en el espacio
intersticial que rodea a los tubulos seminiferos se encuentra un estroma que contiene
distintos tipos celulares: células de Leydig productoras de testosterona, linfocitos,

macrofagos, leucocitos, etc. (Figura 1.1B).

1.B. La espermatogénesis de los mamiferos

La espermatogénesis es el proceso de produccién de espermatozoides, y se da a
partir de la pubertad y a través de toda la vida reproductiva del individuo. Es un proceso de
desarrollo y diferenciaciéon celular complejo, que involucra una coordinada divisién y
diferenciaciéon de un gran numero de células. Es esencial para todas las especies con
reproduccién sexuada, y puede describirse como la ejecucion coordinada de tres programas
sucesivos de expresion génica. El primer programa corresponde a la proliferacion mitotica de
las espermatogonias, células troncales precursoras de las células de la linea germinal. El
segundo programa, correspondiente a la meiosis, provee a los espermatocitos | (células en la
primera profase meidtica) del aparato molecular para el apareamiento, recombinacién y
segregacion de los cromosomas homodlogos, y el tercer programa, la espermiogénesis, es

responsable de los cambios estructurales y bioquimicos que sufren las espermatidas



redondas (células haploides resultantes de la segunda division meiética), hasta completar su

diferenciacién como espermatozoides (Erickson, 1990).
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Figura I.1. A. Esquema de un corte histoldgico de testiculo, donde se observan los distintos tubulos seminiferos
y el tejido intersticial. B. Esquema de una seccidn transversal de tubulo seminifero. Se representan los distintos
tipos celulares presentes dentro del tubulo, asi como en el intersticio.



Las células germinales estan constituidas por varios tipos morfologicos que
representan diferentes fases de desarrollo y diferenciacién de los espermatozoides. Se
localizan entre y por encima de las células de Sertoli. Las células de la linea germinal van
avanzando en su diferenciacion desde la base hacia la luz del tubulo seminifero, de modo
que las mas basales son las espermatogonias A y B, mas hacia la luz se disponen los
espermatocitos | y Il y en la zona apical del epitelio se encuentran las espermatidas y los
espermatozoides; estos ultimos son liberados hacia la luz.

Las espermatogonias A stem, también denominadas células madre, representan el
estrato germinal del epitelio seminifero. Tienen morfologia esférica y pequefio tamano. El
nucleo es esférico, el citoplasma es claro y contiene escasos organoides. Estas células se
dividen mediante mitosis formando nuevas generaciones de espermatogonias Ay B.

Las espermatogonias B tienen una morfologia muy similar a la de las A, aunque el
citoplasma es mas oscuro y presentan inclusiones proteicas. Se encuentran en continua
divisién, originando nuevas espermatogonias B mediante divisiones mitdticas (Boitani et al.,
2016).

Los espermatocitos | se situan por encima de las espermatogonias y nada mas
formarse, emigran hacia el compartimento apical o adluminal (ver seccion 1.c). Estan
envueltos por prolongaciones citoplasmaticas de las células de Sertoli. Estas, son las células
de mayor tamafio del epitelio tubular. En su citoplasma aparecen numerosas mitocondrias,
un aparato de Golgi evidente y escaso reticulo endoplasmico. Tienen un gran nucleo con su
ADN duplicado (2n 4C) y diferentes caracteristicas segun en el estadio de la profase | en el
que se encuentren.

La Profase | de la meiosis es un periodo largo en el cual los cromosomas presentan un
comportamiento particular, diferente del observado en mitosis. Por otro lado, al igual que
en la mitosis, al final de la misma la envoltura nuclear y el nucléolo se desorganizan, los
centriolos en el caso de los animales migran hacia los polos opuestos duplicandose durante
ese movimiento, y se ordena el huso acromatico. Para un mejor estudio, la profase | se ha
subdividido en cinco etapas (Page y Hawley, 2003):

a) Leptoteno: Los cromosomas comienzan a condensarse, sus teldmeros se unen a la
envoltura nuclear y comienzan a migrar en el plano de la misma.

b) Cigoteno: Continua la condensacién de los cromosomas. Los extremos cromosomicos
llegan a concentrarse en una pequefia drea dando lugar a la configuracion denominada

bouguet. Los cromosomas homodlogos comienzan a aparearse de manera especifica punto
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por punto. Este contacto se denomina sinapsis homologa, y la estructura resultante se
denomina cromosoma bivalente (porque esta constituida por dos cromosomas). El complejo
macroproteico mediador de esta sinapsis constituye el complejo sinaptonémico (CS),
estructuras exclusivas de la profase meidtica (Smith et al., 1992).

c) Paquiteno: Los cromosomas homodlogos completan su apareamiento, de un extremo
cromosémico al otro, aunque no hay fusidon entre cromatidas, el contacto mediado por el CS
es sumamente estrecho. Los cromosomas se hallan enrollados mds apretadamente y las
cromatidas se hacen visibles; el par homodlogo recibe ahora el nombre de tétrada
(constituido por cuatro cromatidas). Uno de los fendmenos mas notorios que ocurre en esta
etapa es el entrecruzamiento o recombinacion entre cromatidas homadlogas (crossing-over).
Tanto la sinapsis como la recombinacién entre los cromosomas homdlogos estan mediadas
por los CS (Smith et al., 1992).

d) Diploteno: Los cromosomas homdlogos comienzan a repelerse, aunque sin
separarse por completo. Quedan unidos por ciertos puntos denominados quiasmas, que
constituyen la expresion morfolégica de los intercambios ocurridos entre material genético
de origen materno y paterno..

e) Diacinesis: Mientras continta la condensacion de los cromosomas, los quiasmas se
desplazan hacia los extremos de los mismos y los cromosomas homdlogos sélo quedan
ligados por los extremos.

El intercambio de fragmentos cromosdmicos o recombinacion homodloga que ocurre
durante la profase | de la primera divisién meidtica, constituye una fuente fundamental de
variabilidad para las especies con reproduccion sexuada y es uno de los sustratos mas
importantes de la evolucion. El apareamiento y segregacidon cromosémica que tienen lugar
en la primera division meidtica, son los responsables del mantenimiento del numero
cromosémico de la especie. Existen durante la profase meidtica, puntos de control
(checkpoints) que monitorean que estos complejos eventos ocurran de manera adecuada, y
las células que no pasan estos puntos de control suelen quedar detenidas en la profase
meidtica o morir por apoptosis, pudiendo esto ser causa de infertilidad. Ademas, la
alteracion de estos procesos suele también encontrarse en la base de patologias como el
cancer testicular, y otras (Reoder y Bailis, 2000).

Los espermatocitos I, resultantes de la primera divisidn meidtica, tienen un nimero
haploide de cromosomas (1n), aunque su contenido de ADN es 2C. Son células de menor

tamafio, y luego, a través de la segunda divisidn meidtica dan lugar a las espermatidas
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redondas, haploides y 1C en contenido de ADN. Las espermatidas a su vez originan los
espermatozoides mediante un proceso de diferenciacion denominado espermiogénesis, que
consta de varias fases (Bernavé et al., 2012):

- Fase del Golgi: se caracteriza porque hay un gran desarrollo del aparato de Golgi
gue proyecta un saculo hacia la porcion cefdlica del nucleo, produciéndose un proceso de
condensacién enzimatica por enzimas hidroliticas. Esto se observa como un cuerpo denso
homogéneo denominado granulo acrosémico, que dara lugar al cuerpo del acrosoma.

- Fase del nucleo: conforme se va desarrollando el acrosoma, el nucleo se desplaza
caudalmente con respecto a éste, y su cromatina se condensa. La morfologia del nucleo va
cambiando a lo largo de la espermiogénesis, pasando de una morfologia redondeada
(espermatidas redondas) a una elongada (espermatidas elongadas).

- Fase del flagelo: a la vez que se forma el acrosoma y el nucleo se modifica, en el
polo opuesto dos centriolos van a originar los filamentos axiales de la cola. En una primera
fase los centriolos se situan en una fosa de implantacidon en el polo caudal del nucleo y
posteriormente diferencian el axonema o zona central del flagelo, constituida por dos
fibrillas centrales y nueve dobletes periféricos. Al axonema se van uniendo otras estructuras
como mitocondrias y fibras densas. El flagelo queda totalmente desarrollado en las fases
finales de diferenciacion del espermatozoide.

- Fase de pérdida de citoplasma: durante esta fase el citoplasma sobrante es
eliminado para favorecer la movilidad. Hacia los lados, y ayudado por el movimiento de la
vesicula acrosdmica hacia la zona basal y por microtubulos, el citoplasma ira desplazandose
en forma de restos citoplasmaticos, que seran eliminados por las células de Sertoli en el
proceso de liberacién del espermatozoide.

Los espermatozoides, estan constituidos por tres zonas: cabeza, cuello y cola. La
estructura general es muy similar aunque la morfologia externa difiere segin las especies,
localizandose las principales diferencias morfologicas en el tamafio y forma de la cabeza.

- Cabeza: esta constituida por el nucleo y el acrosoma. El nucleo es muy
electréndenso y su forma varia desde ovoide a falciforme, segun la especie. El acrosoma es
una gran bolsa que envuelve la porcion cefdlica y que contiene enzimas hidroliticas cuya
funcion es favorecer la entrada del espermatozoide en el 6vulo.

- Cuello: es una estructura corta situada entre la cabeza y la cola. Esta constituida por

los centriolos y el aparato articular. Puede aparecer un solo centriolo o un diplosoma. A



partir del centriolo se forman el axonema del flagelo y el aparato articular, constituido por el
capitulum.

- Cola: se compone a su vez de tres partes, la pieza intermedia, pieza principal y pieza
final. La pieza intermedia estad constituida por un cilio 9+2 como base del flagelo, rodeado
por nueve columnas densas de proteinas fibrosas que vienen del cuello y a su vez por una
vaina helicoidal de mitocondrias, responsables de la generacién de energia. Esta pieza es la
responsable del movimiento y la direccidn. La pieza principal esta constituida por un cilio
interno rodeado por siete columnas densas, y éstas por otras dos, una dorsal y otra ventral,
qgue adquieren gran tamano y forman las columnas del espermatozoide, unidas lateralmente
a las cuales aparecen proteinas fibrosas que se denominan costillas fibrosas. La pieza
terminal esta constituida por el flagelo, formado por el axonema y la membrana del flagelo.
En las ultimas porciones se produce la pérdida de parte de los microtubulos (Bernavé et al.,

2012).

1.C. Las células de Sertoli y la barrera hematotesticular

Las células de Sertoli son las células de nutricidon y sostén del epitelio seminifero, y
participan en la liberacién de los espermatozoides a la luz del tubulo seminifero. Son células
con base ancha adherida a la membrana basal, y cuyo citoplasma restante se extiende hacia
adentro hasta alcanzar la luz del tubulo (ver Figura I.1B). Presentan procesos citoplasmaticos
laterales y apicales que llenan todos los espacios entre las células espermatogénicas
adyacentes. Tienen un nucleo oval y un gran nucléolo central. Ademas de las funciones
mencionadas, eliminan los productos de desecho, y especialmente los restos citoplasmaticos
de las espermatidas. Estas células también producen sustancias como la proteina fijadora de
andrégenos y la inhibina (Van Zonneveld et al., 2003). La inhibina alcanza la corriente
sanguinea y ejerce una retroalimentacion negativa en la secrecion de hormona foliculo
estimulante (FSH).

Las células de Sertoli ademas forman hemidesmosomas con la [dmina basal y
presentan uniones temporales con las células germinales, que juegan un papel muy
importante en el desplazamiento vertical y liberacion de las mismas. Como se menciond
anteriormente, entre las células de Sertoli contiguas aparecen uniones complejas que
delimitan un compartimento basal y otro apical, y constituyen la barrera hematotesticular
(Figura 1.2A). En el compartimento basal se produce la renovacién de las células progenitoras

espermatogénicas y la multiplicacion de las espermatogonias; en este compartimento el
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fluido tisular intertubular tiene un relativo acceso libre. La barrera hematotesticular previene
selectivamente la entrada de sustancias al compartimento apical o adluminal, donde existe
un microambiente controlado y tienen lugar la meiosis y la espermiogénesis. Los
espermatocitos jovenes (preleptoténicos) pasan a este compartimento mediante un
mecanismo de apertura de las uniones intercelulares con un funcionamiento similar al de
una cremallera (Figura 1.2B).

Por otra parte, las espermatidas en elongacién son transportadas durante el ciclo del
epitelio seminifero (ver Seccién 1.C) hacia arriba y hacia abajo en el compartimento
adluminal, hasta que finalmente las espermatidas elongadas completamente desarrolladas
(es decir, espermatozoides) se alinean en el borde adluminal del tubulo y son liberadas a la
luz (espermiacidn), lo que ocurre durante el estadio VIII del epitelio seminifero en roedores
(ver seccién 1.D), y estadio Il en humanos (Wen et al., 2016).

Las uniones intercelulares tienen un rol fundamental, al permitir las interacciones y
comunicacidon tanto en la barrera hematotesticular entre células de Sertoli adyacentes,
como entre las células de Sertoli y las células germinales. Estas uniones son de tipo
ocluyente (ej. ocludina y claudinas), uniones de tipo gap, y uniones adherentes (ej. NCAM,
nectinas y proteinas “nectin-like”, cadherinas, cateninas) asociadas a cisternas del reticulo
endopldsmico. Hay también otros componentes estructurales, como los complejos
tubulobulbares que anclan las espermatidas tardias a las células de Sertoli. Varias de estas
moléculas de adhesion interactuan con el citoesqueleto de actina, que les brinda soporte
(revision por Hermo et al., 2010). Ademas, cada vez surgen mas evidencias que sugieren la
participacién del citoesqueleto de actina y los microtubulos en los movimientos celulares
dentro del tubulo seminifero, tanto en la migracién a través de la barrera hematotesticular
como en el transporte de las espermatidas (Wen et al., 2016).

En particular, con respecto a las uniones adherentes, las mismas requieren de un
complejo cadherina-catenina, donde las cateninas anclan a las cadherinas al citoesqueleto
de actina, proceso en el que participarian la a y la B-catenina. Tanto estas dos como la 6-
catenina han sido localizadas en la barrera hematotesticular y en los puntos de contacto
entre células de Sertoli y células de linea germinal (Hermo et al., 2010). A su vez, la B-

catenina participa en la via de sefializacion Wnt (ver Seccidn 2.B).
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1.D. Ciclo del epitelio seminifero, heterogeneidad testicular y dificultades para el

estudio de la espermatogénesis

La distribucidon de células del epitelio seminifero no es uniforme y depende de la fase
de la espermatogénesis en que se encuentre. El ciclo se realiza por zonas a manera de ondas
consecutivas, de tal forma que a lo largo de un tlbulo aparecen diferentes fases de la
espermatogénesis. Ademads, antes de que termine de madurar una onda de
espermatozoides comienza la formacion de otros nuevos, y asi sucesivamente.

Dado que esto ocurre a intervalos regulares, se forman asociaciones de células de
composicidn constante que siguen una a otra en un determinado punto del tubulo.

El ciclo del epitelio seminifero se define como la serie de cambios que ocurren en una
region determinada del epitelio entre dos apariciones sucesivas de una misma asociacion
celular (Leblond y Clermont, 1952), y el nimero de asociaciones descritas varia dependiendo
de la especie. En el ratdn se han descrito 12 etapas, en la rata 14 y en el hombre 6, pero en
la mayoria de los mamiferos el ciclo se divide en 8 etapas. La duracidn de los ciclos también
varia segun la especie: en el carnero dura 8 dias, en el caballo 12, en el toro 13,5 y en el
hombre 16 (Boitani et al., 2016). Por otra parte, dentro del testiculo no existe sincronia entre
los distintos tubulos seminiferos, por lo cual no todos estan en la misma fase de maduracion.
Como consecuencia, todos los tipos celulares de la espermatogénesis coexisten en los
testiculos de los individuos adultos.

La espermatogénesis es un proceso continuo, que comienza en el nacimiento y se
completa en la adultez. En la rata (Rattus norvegicus), los tubulos seminiferos de un
individuo de 12 dias sdlo contienen células de Sertoli y espermatogonias. A los 17-18 dias ya
hay presentes espermatocitos primarios (leptoteno/cigoteno), y a los 21 dias se encuentran
células que alcanzan la profase meidtica media (paquiteno). A los 27 dias ya se ha
completado la primera ronda de meiosis, por lo que se observan ademas las espermatidas
redondas (final de la meiosis e inicio de la espermiogénesis). Alrededor de los 40 dias se
alcanza la adultez, observdndose una onda espermatogénica completa, es decir, aparecen
los primeros espermatozoides (y todos sus estadios previos) (Malkov et al., 1998).

En el raton (Mus musculus), por su parte, los espermatocitos aparecen alrededor de
los 10-11 dias postparto, el paquiteno se alcanza alrededor de los 13-14 dias, y las
espermatidas redondas aparecen a los 21 dias. A los 25 dias ya se observan espermatidas en
elongacion, y alrededor de los 28-30 dias aparecen los primeros espermatozoides. A los 39-

40 dias el individuo puede considerarse un adulto joven (Bellvé et al., 1977).
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Figura I.2. A. Esquema de tubulo seminifero mostrando los compartimentos basal y adluminal, definidos por la
barrera hematotesticular. Modificado de Siu et al., 2009. B. Dinamica de la barrera hemato-testicular. Las
uniones ocluyentes (“tight junctions”, TJ) coexisten y estan estructuralmente asociadas con las uniones
adherentes (“adherens junctions”, Al). Estas asociaciones se alteran para permitir el movimiento celular a
través de la barrera hematotesticular durante la espermatogénesis. Se observan la N-cadherina, cateninas,
ocludina y actina, entre otros componentes. Fuente: Yan y Cheng, 2005.
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A pesar de su enorme importancia, la adquisicién de conocimientos a nivel molecular
acerca de la espermatogénesis de los mamiferos se ha visto retrasada con respecto a otros
drganos y tejidos, principalmente por la complejidad del testiculo como objeto de estudio.
Una de las principales limitantes es la enorme cantidad de tipos celulares diferentes a que
hemos hecho referencia y que, como hemos mencionado, coexisten en los tubulos
seminiferos: células de los distintos estadios de la linea germinal, representativas de las
distintas etapas de cada uno de los programas de expresién génica (espermatogonias,
espermatocitos y espermatidas en distintos estadios de maduracion), células somaticas
(células de Sertoli) (Bellvé et al., 1977), células mioides peritubulares, ademas de los tipos
celulares del estroma que rodea a los tubulos (células de Leydig, macréfagos, fibroblastos,
etc.). Por lo tanto, la realizacion de estudios de expresién génica requiere de sofisticados
métodos para la purificacion de células en la etapa de interés (e.g. da Cruz et al., 2016).

Una complicacién adicional es la falta de un sistema eficiente de cultivo in vitro de
células de linea germinal (Reuter et al., 2012). Como consecuencia de esto ultimo, los
abordajes que se han venido utilizando para la realizacion de estudios funcionales de
proteinas vinculadas a espermatogénesis, en general han sido la expresién heterdloga de
proteinas reproductivas en cultivos de células somaticas, o la generacion de ratones

knockout (KO).

1.E. La infertilidad masculina

Si bien las estadisticas varian, aparentemente un 30% de los hombres son sub-
fértiles, y un 2% totalmente infértiles. Entre las causas de infertilidad masculina, las
estimaciones sugieren que un 60% de los casos se deberia a desérdenes genéticos (Mauduit
et al., 2006). Ademas, en el mundo desarrollado los tumores testiculares son el tipo de
tumor sélido mas frecuente en hombres jovenes (e.g. Shaha et al., 2010). Por todo esto, la
profundizacion en el conocimiento de las bases moleculares de la produccion de células
germinales masculinas, asi como de los mecanismos que conducen a su alteracion, es
imprescindible.

La azoospermia (ausencia de espermatozoides) puede clasificarse en azoospermia
obstructiva (cuando existe una obstruccién para la salida de los espermatozoides, por
ejemplo en los conductos deferentes), y azoospermia no obstructiva (cuando el defecto

radica en la incapacidad de producir espermatozoides).
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En la mayor parte de los casos de azoospermia no obstructiva o de oligozoospermia
(escasez de espermatozoides) severa, la causa especifica se desconoce (NICE, 2013; Dabaja y
Schegel, 2014), por lo cual la infertilidad se suele clasificar como “infertilidad idiopatica” (de
causa desconocida). Incluso cuando se atribuye una causa genética, en la mayoria de los
casos la causa genética especifica suele desconocerse. Si bien se han asociado algunos
factores genéticos con la azoospermia no obstructiva, el nimero de estudios que realmente
relaciona mutaciones en un gen especifico con un problema de infertilidad es muy pequeiio
(Massart et al., 2012). Mas aun, se ha sugerido que en muchos casos la infertilidad seria una
enfermedad multigénica, e incluso en algunos casos podria ser consecuencia de una
combinacion de factores genéticos y ambientales (Aston et al., 2010; Massart et al., 2012).
Ademas, hay cada vez mas evidencias que involucran alteraciones epigenéticas tales como
diferencias en la expresién de micro ARNs (Abu-Halima et al., 2014), modificaciones en los
patrones de metilacion (Kitamura et al., 2015; Pacchierotti y Spano, 2015), y cambios en los
patrones de empaquetamiento de la cromatina (Francis et al., 2014).

En al menos parte de los casos de infertilidad idiopatica humana, tanto en hombres
como en mujeres, parecen estar involucrados errores meidticos. Los defectos en la meiosis
con frecuencia resultan en errores de segregacion cromosémica que conducen a la muerte
celular o aneuploidia en los gametos, que es la principal causa de los abortos espontaneos
(Handel y Schimenti, 2010). Se ha descrito interrupcién parcial o completa de la meiosis en
profase | en mas del 10% de los casos de azoospermia no obstructiva (Topping et al., 2006),
lo cual podria explicarse porque las células meidticas no pasarian los puntos de control
arriba mencionados (Roeder y Bailis, 2000). Como los dos eventos principales que tienen
lugar en la profase meidtica |, es decir el apareamiento y la recombinacion, tienen un papel
crucial para la segregacion cromosdémica posterior, es entendible que la alteracion de los
genes relevantes para estos procesos pueda tener consecuencias dramaticas para la
fertilidad. En estudios con ratones KO se han identificado numerosos genes necesarios para
el apareamiento cromosdmico y la recombinacién, y cuya mutacion afecta la capacidad
reproductiva. Sin embargo, sélo para unos pocos de ellos se ha demostrado su participaciéon
en la fertilidad humana hasta ahora (Hann et al., 2011; Quartuccio y Schindler, 2015; Yang et
al., 2015).

Por otra parte, a veces las fallas en la espermatogénesis pueden explicarse por
defectos en los tubulos seminiferos que suelen producir liberacién de células inmaduras o

espermatozoides aberrantes (Aivatiadou et al., 2007).
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2. LA PROTEINA SPATS1

2.A. Descubrimiento y patron de expresion de SPATS1

En estudios anteriores realizados en el Departamento de Biologia Molecular (grupo
de Biologia Molecular de la Reproduccién) del IIBCE, se habia reportado la identificacion y
caracterizacion de genes de expresion especifica del testiculo de la rata (Rattus norvegicus)
con la ayuda del método del mRNA differential display (e.g. Geisinger et al., 1996). Uno de
estos genes fue denominado Spats1 (spermatogenesis-associated, serine-rich 1), debido a la
presencia de un largo tramo de serinas en su secuencia proteica predicha. El otro motivo
identificable en la secuencia fue una posible sefial de localizacién nuclear de tipo bipartito
(Geisinger et al., 2002).

El gen Spats1 y su proteina producto fueron caracterizados por nosotros, en el marco
de la tesis de maestria. Ademas de incursionarse en la identificacion y caracterizacién de la
proteina producto del gen Spatsl, se determind su patrén de expresion mediante
microscopia confocal de inmunofluorescencia y ensayos de Western blot. Para ello, se cloné
el gen Spats1 en un vector de expresién y se purificd la proteina recombinante con el fin de
producir un suero policlonal anti-SPATS1, con el cual se identificé la proteina de interés. De
esta manera, se obtuvo la primera evidencia de la existencia de la proteina producto del gen
Spatsl. Los estudios de Western blot e inmunolocalizacidon en cortes histoldgicos, junto con
ensayos de Northern blot, mostraron la presencia, tanto del transcripto como de la proteina,
en el testiculo de la rata y su ausencia en otros nueve tejidos (higado, rifién, cerebro,
pulmén, bazo, ovario, intestino, epididimo, corazdn). Esta evidencia nos permitié determinar
que SPATS1 es una proteina especifica del testiculo (Figura 1.3; ver también Capoano et al.,

2010).
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Figura 1.3. A. Deteccién de expresién del ARNm de Spats1 de la rata analizado mediante ensayos de Northern-
blot. Se puede observar la ausencia de expresidon en otros tejidos que el testiculo. Cada carril contiene ARN
total de: espermatocitos paquiténicos (C), espermatidas redondas (T), testiculo total (Tt), epididimo (E), ovario
(0), cerebro (Ce), corazén (Co), pulmdn (P), higado (H), intestino (l), bazo (B) y rifidn (R). B. Deteccion de
SPATS1 mediante inmunohistoquimica y microscopia confocal sobre cortes histoldgicos de testiculo (a), higado
(b), rifidn (c) y ovario (d) de ratas de 40 dias de edad. e: control negativo con suero preinmune sobre cortes de
testiculo. La sefial de SPATS1 se ve en verde, y los nucleos en rojo (TOPRO-3, intercalante de ADN). Las barras
corresponden a 100 um. Fuente: Capoano et al., 2010.

Por otro lado, los ensayos de Western blot detectaron dos bandas en los lisados de
testiculos de ratas pre-puberes de 12, 18 y 21 dias posparto (dpp), y trazas en las de 27 dpp
(puberes), no encontrandose sefal en los testiculos de individuos de 40 dpp (adultos). La
banda de menor peso molecular poseia el peso molecular predicho para esta proteina (31
KDa). Con respecto a la otra banda (la de mayor peso molecular, 39 KDa), la misma

desaparecio luego de incubar los lisados testiculares con fosfatasa alcalina, indicando que
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esta banda era producida por la fosforilacién de la proteina; esto permitié deducir que
SPATS1 era una proteina altamente fosforilable. Debido a que la proteina SPATS1 tiene un
largo tramo de serinas, que estos tramos suelen ser fosforilados por kinasas, y dada la
diferencia en la migracion de la banda fosforilada con respecto a la banda sin fosforilar,
dedujimos que SPATS1 seria fosforilada en dicho tramo de serinas. Ademas, el no haberse
detectado formas intermedias de fosforilacion nos permite suponer que SPATS1 se
fosforilaria en todo el tramo de serinas, a modo de “todo o nada” (Capoano et al., 2010).

SPATS1 se expresa temprano en el desarrollo del testiculo, comenzando a detectarse
en el embridn de 17 dias “post-coitum” (dpc) (Figura 1.4A), se acumula durante el desarrollo
posnatal, y alcanza su maxima expresion en los testiculos de 21 dpp, coincidiendo con el
inicio de la primera meiosis, en la primera onda espermatogénica. Luego, la seial disminuye
rapidamente hasta niveles mds bajos en el adulto (40 dias)(Figura 1.4B).

La presencia de la proteina se detectd principalmente en los espermatocitos. Se
detectd sefial también en el citoplasma de las células de Sertoli, espermatogonias, y en
menor cantidad en las espermatidas redondas, no detectandose sefal en las espermatidas
en elongacién ni en los espermatozoides. También se detectd sefal en el citoplasma de las
células mioides que rodean al tubulo seminifero. Curiosamente, en los espermatocitos
primarios también se observo sefial de SPATS1 en el nucleo ademas del citoplasma (ver
Figura 1.4C). Estos resultados, junto con la elevada expresiéon de la proteina en los
espermatocitos de testiculos de 21 dpp, nos sugirieron la posibilidad de que esta proteina
tuviera una funcién especifica en estas células, y que dicha funcién pudiera requerir el
ingreso al nucleo, mediado por la sefial de localizacion nuclear. Asimismo, hipotetizamos que
el tramo de serinas y su fosforilacidon pudieran estar, de algin modo, vinculados a la funcién
de la proteina.

Por otra parte, los elevados niveles de expresion de esta proteina asi como la
importante conservaciéon evolutiva de la misma (ver “Resultados”) nos permitieron
sospechar que la funcidén de SPATS1, cualquiera que ella fuera, podria ser importante para la
espermatogénesis y/o el desarrollo testicular. Sin embargo, no se realizaron estudios

funcionales, por lo cual estas ideas quedaron en el plano especulativo.
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Figura 1.4. A. Expresion de SPATS1 durante el desarrollo embrionario de la rata, analizada por
inmunohistoquimica confocal fluorescente, en criosecciones transversales de tubulos seminiferos. a: 15.5-16
dias post-coito (dpc: E16); b: 17.5-18 dpc (E17.5); c: 20 dpc (E20); y d: 0 dpp (P0), Las criosecciones de testiculo
fueron tefiidas con anticuerpo policlonal anti-SPATS1 (verde) y TOPRO-3 (rojo). Las puntas de flecha indican
gonocitos (G). Las barras amarillas corresponden a 100 um. B. Expresién de SPATS1 durante la primera onda
espermatogénica. Se muestran criosecciones transversales de tubulos seminiferos de ratas de 12 (P12), 18
(P18), 21 (P21), 27 (P27) y 40 (P40) dpp, incubadas con anti-SPATS1 (verde) y TOPRO-3 (rojo) (imagenes a—e).
Las imagenes a’—e” muestran la sefial de SPATS1 sola. Barra: 100 um. C. a. Detalle de la expresién de SPATS1 en
criosecciones de testiculo de rata de 21 dpp. Los preparados fueron tefiidos con anti-SPATS1 (verde) y los
nucleos con TOPRO-3 (rojo). Las puntas de flecha sefialan espermatocitos (Sc), Sertoli (S) y células mioides
peritubulares (M). b-b"": co-inmunomarcado para SPATS1 (rojo) y SYCP3 (verde) como marcador del complejo
sinaptonémico (marcador de espermatocitos en profase 1). Las imagenes c—c’~ muestran co-inmunomarcados
para SPATS1 (verde) y miosina (MYH, rojo) como marcador de células mioides. En b""" y ¢’ se muestran los
nucleos celulares marcados con DAPI (Azul). D y E: expresion de SPATS1 en criosecciones de testiculos de rata
de 27 y 40 dpp, respectivamente. Las puntas de flecha sefialan espermatocitos (Sc), espermatidas redondas
(Rs) y espermatozoides (Sz). Las barras en C, D y E corresponden a 25 um. Fuente: Capoano et al., 2010.
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2.B. SPATS1 vy la via Wnt

La via de sefializacion candnica Wnt/B-catenina (CTNNB1) esta involucrada en varios
procesos del desarrollo embrionario como la formacidn de los huesos y musculos,
determinacion del sexo (Sekido et al., 2008), diferenciacion de la notocorda, y determinacion
del linaje de células madre de multiples tejidos. También estimula la proliferacién mitética
de células madre, como los ovocitos (Chassot, 2011) y las espermatogonias (Takase y Nusse,
2016).

Los componentes principales de sefializacion intracelular de la via son el eje Axina /
GSK / B-catenina y los factores activadores de transcripcién TCF/LEF. La B-catenina es una
molécula con una funcion dual (Grigoryan et al., 2008). Por un lado es un componente de las
uniones adherentes, donde participa en el anclaje de las cadherinas al citoesqueleto de
actina (ver Figura 1.2B). A su vez, como integrante de la via Wnt, puede ser estabilizada y
translocada al nucleo, donde participa en la regulacién de la expresion de varios genes
(Hermo et al., 2010).

En ausencia de una sefial Wnt, la B-catenina libre en el citoplasma (es decir, que no
esta participando en las uniones adherentes) es blanco del “complejo destructor de B-
catenina”, consistente en la glucdégeno sintasa quinasa (GSK) 3B, el supresor tumoral
adenoma poliposis coli (APC), y la proteina de andamiaje Axina. Este complejo fosforila a la
B-catenina, marcandola para su degradacion por el proteasoma (Figura I.5). Por el contrario,
la activacion de la via Wnt se da mediante la unién de un ligando WNT, como WNT4 (se
conocen dieciséis proteinas WNT en ratédn y humano) en la membrana plasmdtica, a un
complejo multiproteico compuesto de un receptor Frizzled y otros co-receptores, como
LRP5. En ese caso, la Axina es reclutada a la membrana por Dvl (dishevelled), quien desarma
el complejo GSK3 / APC / Axina y bloquea la degradacidn de la B-catenina, que pasa a ser
estabilizada en el citoplasma. Esta estabilizaciéon permite que la proteina se acumule y se
translogque al nucleo, donde forma un complejo con los factores de transcripcién TCF4/LEF
(ver Figura 1.5). Dicho complejo permite la activacidon de varios genes blanco de la via, los
cuales varian segun el tipo y contexto celular (McDonald et al., 2009; Lau et al., 2014), si bien
algunos de los mas comunes son Lefl, Tcf1, ciclina D1, y c-Myc (Hurlstone y Clevers, 2002;
Kumar et al., 2016).

En el nucleo, varios factores han sido identificados para regular la formacién del
complejo activado TCF4 / B-catenina (Hurlstone et al., 2002). Estos reguladores se agrupan

en co-activadores (Incluyendo APPL1/2, Dvl, c-Jun, Bcl9/legless y Pygopus) y "destructores”,
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Figura 1.5. Esquema de interacciones moleculares de la via Wnt, el complejo APC y la B-catenina. En el estado
apagado (OFF), la B-catenina se une al complejo APC y éste es destruido, por lo cual no hay activacidn de los
factores de transcripcién TCF. Cuando un ligando Wnt se une al receptor Frizzled (Fz) en la superficie celular, se
activa la cascada Wnt / B-catenina (ON), la B-catenina es liberada del complejo APC, se transloca al nucleo, se
une con TCF4 y activa una cascada de genes relacionados con la divisién celular. Fuente: Zhang et al., 2010.

como HDAC1/2, APC, e ICAT. Los co-activadores estabilizan la asociacion de TCF4 y B-
catenina, mientras que los destructores destruyen el complejo TCF4 / B-catenina, ya sea
promoviendo la degradacién de la B-catenina o compitiendo con ella bajo ciertas
circunstancias. En definitiva, la expresién dominante de los reguladores mantiene la
senalizacion Wnt activada, o inhibida. Cuando la B-catenina es marcada para degradacion,
muchos co-represores incluyendo Groucho, CBP y CtBP se unen firmemente a TCF4, para
silenciar la actividad de TCF4 como factor de transcripcion (Cavallo et al., 1998).

Por otra parte, la transcripcion de muchos genes relacionados con el crecimiento de
tumores se inicia por la via Wnt / B-catenina. A modo de ejemplo, defectos en esta via se
han relacionado con el cancer de colon (Cabrera et al., 2005). La mayoria de las mutaciones
encontradas en pacientes con poliposis familiar hereditaria (FAP) son mutaciones sin sentido
que generan proteinas APC truncadas, y el resto son mutaciones que producen ganancia de
funcién génica de B-catenina, que ocasionan que la B-catenina no sea degradada y se
acumule en el citoplasma celular. La B-catenina libre es translocada al nucleo celular donde
interacciona con el factor de transcripcién TCF4, activando la expresidon de oncogenes como
c-Myc vy ciclina D1, criticos en la proliferacion y transformacion de las células epiteliales

coldnicas (Zhang et al., 2010).
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La via candnica Wnt ha sido asociada desde hace tiempo con el desarrollo gonadal,
donde WNT4 y su efector B-catenina desempefian un rol central en la diferenciacion del
ovario (Tevosian y Manuylov, 2008). En la gdénada fetal femenina, la via de sefializacidon
RSPO1 / WNT / CTNNB1 esta implicada en la proliferacion y diferenciacion de las células
germinales primordiales en las células germinales femeninas, capaces de entrar en la
meiosis.

La via Wnt / CTNNB1 es también importante en el desarrollo testicular, aunque su rol
ha sido bastante mas controversial. Por un lado, se ha visto que la activacién constitutiva de
B-catenina en células de Sertoli resulta en pérdida de capacidad de mantener Ia
espermatogénesis, aunque los reportes son contradictorios en relacién al momento del
desarrollo en que este efecto se observa, yendo desde la vida embrionaria hasta la adultez
(Boyer et al., 2008; Chang et al., 2008; Tanwar et al., 2010). Por otro lado, evidencia
creciente sugiere que tanto la disrupcion asi como la sobreexpresion de la via Wnt
especificamente en la linea germinal masculina afectarian la espermatogénesis, si bien
existen algunas inconsistencias en relacion al fenotipo concreto y al momento en que éste se
manifiesta (Chang et al., 2011; Kerr et al., 2014; Chassot et al., 2016; Kumar et al., 2016). En
conjunto, estos hallazgos demuestran que en la actividad de sefializacion de Wnt / CTNNB1,
es necesaria una sincronizacidon finamente sintonizada para un correcto desarrollo del
testiculo y para el progreso de la espermatogénesis.

Con respecto a Dvl, de lo expuesto mas arriba se desprende que actlia como
regulador positivo de la via Wnt, tanto a nivel citoplasmatico como nuclear. Se trata de una
familia de proteinas que tanto en ratdon como en humano tienen tres homdlogos muy
relacionados (Dvl1, 2 y 3) que comparten tres dominios conservados (Gao y Chen, 2010). En
un intento de aclarar el papel de Dvl en la via Wnt, se efectuaron experimentos de
interaccidn proteina-proteina a partir de librerias de ADNc de embriones de raton de 11,5
dpc, en los que se utilizd la proteina Dvl2 de ratén como carnada. Estos experimentos
identificaron una proteina de unién a uno de los dominios de Dvl. La proteina identificada,
denominada en primera instancia DDIP (Disheveled-DEP domain Interacting Protein,
GenBank ID: AY336501.1), resulté ser SPATS1 (Zhang et al., 2010). Mediante expresion a
partir de diversas construcciones transfectadas en cultivos de células somaticas HEK293T
(células embrionarias de rifidn humano), en el mencionado trabajo se concluyé que SPATS1
inhibiria la sefalizacion la via Wnt, promoviendo la degradacién del complejo TCF4 a través

de la via del proteosoma. Observaron ademadas que SPATS1 era capaz de inhibir la
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proliferacién en lineas celulares que tenian acumulacidén constitutiva de B-catenina, lo que
llevé a la conclusion de que SPATS1 podria regular negativamente la proliferacion de células,
al inhibir la via de sefializacion Wnt. Proteinas SPATS1 deletadas, carentes de su parte media
(aminoacidos 109-209), eran incapaces de interactuar con Dvl2, en tanto se requeria la
proteina SPATS1 completa para promover la degradacién de TCF4, ya que proteinas
mutantes a las que les faltara tanto la region amino-terminal, carboxilo-terminal, o la regién

central, perdian esa capacidad.

3. METODOS DE GENERACION DE RATONES KNOCKOUT (KO)

3.A. Los ratones KO

El ratdon es el principal organismo modelo para la comprensién de la funcidon de los
genes de los mamiferos. Los ratones son animales experimentales utiles porque son
pequefios, tienen periodos de vida relativamente cortos, y son prolificos. Ademas, los
ratones actldan como un buen andlogo para la mayoria de los procesos biolégicos humanos
ya que ambas especies comparten alrededor del 99% de los genes (Capecchi, 1994).

En la mayoria de los casos, la funcion de un gen no puede dilucidarse simplemente
por la secuencia de aminodcidos de su proteina o examinando a los miembros familiares
cercanos. La inactivacion de genes es la mejor manera de delinear el rol bioldgico de un gen
y su proteina (Bradford et al., 2009). Por lo tanto, para los genetistas la eliminacién selectiva
de un gen en un ratén proporciona un medio importante para determinar el papel biolégico
de un determinado gen o alelo. En ese sentido, el ratéon KO ha sido una herramienta valiosa
para los genetistas para discernir el papel de un gen, tanto durante el desarrollo embrionario
como en la homeostasis fisiolégica normal.

Algunos ratones KO han servido como valiosos modelos animales para las
enfermedades genéticas humanas. Cuando se encuentra una mutacion humana que
desactiva una proteina, el raton KO correspondiente puede ser un recurso importante para
estudiar la fisiopatologia subyacente, y para desarrollar terapias para tratar una enfermedad
genética (Majzoub y Muglia, 1996). En lugar de simplemente desactivar un gen, sin embargo,
algunas enfermedades genéticas resultan en la expresion de una proteina mutada.
Mutaciones puntuales, micro-deleciones, o inserciones, son a menudo responsables de
muchas enfermedades genéticas. Ademas de bloquear un gen, como en la mayoria de los

ratones KO, se puede reproducir en la proteina del ratdn la correspondiente sustitucion,
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delecién o insercion de aminoacidos para replicar la enfermedad humana, y los efectos de la
proteina alterada pueden ser estudiados en el modelo animal.

En algunos modelos de ratones KO, la gravedad del fenotipo puede impedir el analisis
de un gen en la organogénesis de un tejido en particular. Por ejemplo, en alrededor del 15%
de todos los KO, los ratones tienen mutaciones que resultan en la letalidad durante el
desarrollo. En ese caso, se puede proceder a la generacién de KO condicionales (Bradford et

al., 2009).

3.B. Gene Targeting y Recombineering

Una metodologia para lograr obtener ratones KO se basa en construir un vector
direccionador (targeting vector) capaz de modificar el genoma de una célula madre
embrionaria (célula ES), que luego va a ser implantada en un cigoto.

La técnica de gene targeting, desarrollada en 2003, permite la introduccién de
mutaciones en loci genéticos especificos del raton. El proceso de generar ratones con
mutaciones dirigidas (targeted mutations) fue desarrollado a partir de dos descubrimientos
muy importantes: la recombinacion homdloga, y el aislamiento de células madre
embrionarias de ratén (células ES).

La tecnologia de la recombinacién homdloga es usada ampliamente para la
generacién de animales KO. Este abordaje es conocido como Recombineering
(recombination-mediated genetic engineering), por oposicion a un método mas antiguo,
basado en el uso de enzimas de restriccion y ligasas para la combinacién de secuencias de
ADN en un orden determinado. Su principal ventaja con respecto a aquel, radica en que no
requiere de la presencia de sitios Unicos de restriccidn convenientemente posicionados en la
region a modificar (Lee et al., 2009).

La recombinacion homdloga es un mecanismo que participa en la reparacién del
ADN, y que es empleado en gene targeting para insertar una mutacién pre-disefiada en el
locus genético de interés. Esta técnica permite la clonacion de grandes fragmentos de ADN
en plasmidos mediante el uso de la maquinaria de recombinacidn homéloga en E. coli. El
evento probablemente ocurre a través de la transferencia de cadenas por el grupo de
proteinas de la familia RAD52 (Rijkers et al., 1998; Vasquez et al., 2001). A través de la
recombinacion homaologa, una construccién de ADN portadora de una mutacion puede ser

dirigida hacia su locus genético homdlogo, y el sistema de reparacion del ADN es capaz de
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alinear estas construcciones y recombinar en el cromosoma la construccion de manera
especifica (ver Figura VIII.1 del Anexo 1).

Se vio que la recombinacién homodloga en E. coli se volvia mucho mas eficiente
mediante el uso de proteinas codificadas por bacteridfagos, como las producidas por los
genes Red en el bacteriéfago Lambda, las cuales permiten la insercién de fragmentos de
ADN doble hebra en plasmidos BACs o cromosomas, via recombinacion homdéloga. Los genes
que codifican estas proteinas y permiten la recombinacién homédloga se llaman Exo, Bet y
Gam. Estos genes fueron clonados en el cromosoma de la cepa EL350 de E. coli, donde se
pusieron bajo dominio de un promotor inducible por temperatura. A 32°C la expresidon de
estos genes en la cepa SW102 es indetectable, pero a 42°C en sdélo 10-15 minutos la
expresion es muy alta (Liu et al., 2003).

Para que la recombinacidon ocurra en una célula, se requiere una region de homologia
de alrededor de 2 kb de secuencia (Melton, 2002). Sin embargo, de 6 a 14 kb de secuencia
de homologia es lo tipicamente utilizado para las construcciones de gene targeting. Ademas,
se encontré que el ADN lineal era el sustrato preferido para las proteinas recombinantes
(Hasty et al., 1992). Si bien se transforman millones de células, el evento objetivo se lleva a
cabo en un pequefio porcentaje de células, ya que la recombinacion homdloga ocurre
aproximadamente mil veces menos que las inserciones aleatorias (Sargent y Wilson, 1998).

La electroporacion es la forma mas efectiva de introducir los vectores recombinantes
en un gran numero de células madre. Sin embargo, la eficiencia de transformacién es baja
(10'3), y por lo tanto se necesita un marcador de seleccion positiva para enriquecer clones
gue han insertado el vector objetivo en su genoma (Ledermann, 2000).

La mayoria de los experimentos de direccionamiento utilizan vectores de sustitucion
(ver Figura VIII.3. en Anexo 1), que han sido particularmente utiles para la generacion
eficiente de ratones KO. En el disefio de un vector de sustitucion, el marco de lectura abierto
de un clon gendmico se ve interrumpido por la colocacién de un marcador de seleccion por
antibioticos, que funciona para la seleccidn positiva de células que han integrado el vector
direccionador (targeting vector) en su cromosoma. Ocurren dos eventos de recombinacién
homoéloga para insertar el vector direccionador que contiene el gen de resistencia a
farmacos en un locus genético homdlogo (Figura VIII.1. del Anexo 1). La neomicina, un
aminoglucésido que interfiere con la sintesis de proteinas en células eucariotas, es el
farmaco mas comunmente usado para la selecciéon positiva. La integracion del gen

neomicina-fosfotransferasa (Neo') permite la resistencia a la neomicina.
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Mansour et al. (1988) establecieron una técnica de seleccion negativa de
recombinacion inespecifica mediante la colocacion en los vectores, del gen de timidina
quinasa del virus del herpes simple (HSV - tk), adyacente a uno de los brazos que contiene
homologia dirigida a un Jocus genético. Los vectores que se integran aleatoriamente,
normalmente contienen el gen HSV-tk intacto cuando se insertan en el genoma. Las células
con integrantes aleatorios son eliminadas durante la seleccion negativa mediante el
tratamiento con gancylovir o FIAU [1-(2'-desoxi-2'-Fluoro-B-D-arabinofuranosil)-5-
iodouracilo], compuestos que requieren fosforilacion por HSV-tk para inhibir la sintesis de
ADN. Puede producirse un enriquecimiento de 2.000 veces del clon objetivo con este tipo de
vector. Sin embargo, incluso con la seleccidn positiva y negativa, un numero sustancial de los
clones celulares que surgen en el cultivo son falsos positivos ya que HSV-tk puede ser
inactivado antes de la recombinacién, por eventos como deleciones parciales.

Al disefiar un vector direccionador, deben considerarse algunos factores que podrian
generar un KO incompleto. Un gen puede expresarse de forma residual si existen
promotores alternativos o cripticos que no se interrumpen en el alelo diana (Mdller, 1999).
Ademas, un procesamiento diferencial del ARNm podria también generar especies de ARN

donde se omite el marcador de seleccion.

3.C. Introduccidn a gene trap

El gene trapping o trampa genética, es un método de generacion de células ES con
mutaciones insercionales aleatorias, pero bien caracterizadas. La mutacidén se genera
insertando una construccion de vector de “trampa génica” en una region intrénica del ADN
gendmico (Stanford et al., 2001).

El elemento principal de estos vectores es un casete consistente en un gen reportero
sin promotor y/o un marcador genético seleccionable, flanqueado por un sitio aceptor de
procesamiento 3° corriente arriba y una secuencia de poliadenilacion corriente abajo. Al
guedar inserto en un intrén de un gen expresado, el casete de trampa génica pasa a ser
transcripto a partir del promotor endégeno de ese gen bajo forma de un transcripto de
fusidn, en el cual el exdn corriente arriba del sitio de insercidn es procesado en fase con el
gen reportero o marcador seleccionable. Dado que la transcripcion se termina
prematuramente en el sitio de poliadenilacion insertado, el transcripto de fusion codificara
una version trunca, no funcional, de la proteina celular conteniendo el reportero/marcador

seleccionable. En consecuencia, la trampa génica simultadneamente inactiva el gen y provee
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una marca (etiqueta) para la rapida identificacion del gen interrumpido, en su sitio de
insercion (Figura 1.6).

Las lineas celulares de gene trap contribuyen a la linea germinal, produciendo cepas
de raton mutantes muy utiles para la caracterizacion funcional de los genes. Aunque la
insercion de la construccidon de vector en una region génica tipicamente resulta en la
inactivacion completa del gen "atrapado" (un alelo nulo), esto no esta garantizado. En
algunos casos, la insercién de un vector puede fallar en inactivar un gen, o resultar en un
fenotipo negativo dominante. Generalmente, es mas probable que la inserciéon del vector
cerca del extremo 5' de un gen pero corriente abajo de la regidn no traducida 5' cree un
alelo nulo, que la insercion cerca del extremo 3'.

El International Gene Trap Consortium (IGTC) representa y centraliza todas las lineas
celulares de trampa de genes disponibles publicamente, las cuales se distribuyen de forma
no colaborativa por cargos nominales de manejo. Los investigadores pueden encontrar

genes atrapados de interés en el sitio web de IGTC (www.genetrap.org) y ordenar lineas

celulares para la generacién de ratones mutantes, lo que permite ahorrar tiempo y gastos.
Estas células ES pueden ser empleadas para la generacion de ratones mutantes a través de la
inyeccidén directa en blastocistos de ratén (Nord et al., 2006). Actualmente, el IGTC esta
localizado en el portal del Mouse Biology Program (MBP), en la Universidad de California

Davis (https://www.komp.org/index.php?link=1).

La actividad del consorcio IGTC consistio en la utilizacion del método de gene trap a
nivel masivo para producir mutaciones en el genoma. Luego se secuenciaron, en cada caso,
las regiones flanqueantes al casete de trampa génica, para determinar en qué gen se habia
insertado el casete, y esos datos se anotaron. Es asi que el consorcio generé 121.703 lineas

celulares ES de trampa génica (www.genetrap.org), en la cepa de ratén C57BL/6N. La cepa

C57 BL/6 (por C57 “black 6”, conocida cominmente como B6) es una linea de ratones
endocriados de color marrén oscuro, casi negro. Consiste en el fondo genético mas
ampliamente utilizado para la generacién de ratones genéticamente modificados, por
ejemplo para su empleo como modelos de enfermedad humana, y su genoma se encuentra
enteramente secuenciado. De sus dos subcepas, 6N (establecida en el National Institute of
Health) y 6) (mantenida en The Jackson Laboratory), la subcepa 6N fue la escogida por el

Knockout Mouse Project para la generacidon de ratones KO (https://www.jax.org/news-and-

insights/2013/april/a-tool-for-telling-apart-c57bl-6j-versus-c57bl-6n-substrains).
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Figura 1.6. A. Esquema de funcionamiento de la técnica gene trap. A la izquierda se muestra un esquema de
construccién de la linea celular bloqueada, mediante la insercién de un targeting vector en una zona al azar del
ADN celular. Los clones resultantes son analizados y aislados. A la derecha se muestra un esquema de como se
procede una vez obtenido el gene trap de interés, para generar un ratén KO. Primero se aisla el clon gene trap
de interés, se microinyecta dentro mérulas o blastocistos de ratén, y éstos se implantan en hembras
pseudoprefiadas. Luego se realizan cruzamientos hasta obtener el ratén KO o’ homocigota para la insercion. B.
Ejemplificacién de un gen enddgeno y su transcripto (a), en comparacion con el mismo gen interrumpido por
un casete de trampa génica, y su transcripto aberrante (b). Los nimeros representan exones y las lineas rectas,
intrones. Los tridngulos representan sitios dadores y aceptores de procesamiento. Fuente: German Gene Trap
Consortium (http://genetrap.helmholtz-muenchen.de/ggtc/info/gt_method/intro.php).
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3.D. Sistemas de edicion de genomas

3.D.a. Introducciodn a los sistemas de edicion de genomas

Como hemos mencionado, la capacidad de introducir cambios dirigidos en la
secuencia gendmica en células vivas y organismos complejos proporciona una poderosa
herramienta para la investigacion bioldgica, asi como una potencial via para la terapia de
enfermedades genéticas.

Sin embargo, durante muchos afios las estrategias para introducir eficazmente
alteraciones precisas y dirigidas al genoma se limitaron sélo a ciertos organismos (por
ejemplo, la utilizacién de recombinacién homdloga en levaduras, o recombinacién en
ratones), y a menudo requerian marcadores seleccionables por farmacos o dejaban
secuencias “cicatrices” (por ejemplo, sitios loxP residuales de la escision mediada por la
recombinasa Cre).

La edicion de genes usando nucleasas dirigidas proporciona un nuevo método
general para introducir deleciones selectivas, inserciones y cambios de secuencia precisos,
en una amplia gama de organismos vy tipos de células. La alta eficacia de la edicion del
genoma evita la necesidad de secuencias adicionales tales como los genes marcadores de
resistencia a los farmacos, y por lo tanto la necesidad de manipulaciones adicionales para
eliminarlos (Jeffry et al., 2014).

Un primer paso crucial para la realizacién de la edicién dirigida de genes es la
creacion de una ruptura de doble hebra de ADN (double strand break, DSB) en el locus
gendmico a ser modificado (Carrol et al., 2011). Los primeros métodos para dirigir las
nucleasas que inducen DSBs a sitios gendmicos especificos se basaban en sistemas centrados
en proteinas con especificidades de wunién al ADN personalizables tales como
meganucleasas, nucleasas con dedos de zinc (ZFN), y nucleasas efectoras similares a
activadores de transcripcion (TALENs) (Carrol et al., 2011). Estas plataformas han permitido
avances importantes, pero cada una tiene su propio conjunto de ventajas y desafios
asociados.

Mas recientemente, se ha desarrollado una nueva plataforma basada en el sistema
bacteriano CRISPR/Cas9, que es Unica y flexible debido a que utiliza una secuencia corta de
ARN como guia que dirige a la nucleasa a una secuencia de ADN deseada. A diferencia de las
plataformas ZFN y TALEN que utilizan las interacciones proteina-ADN para la focalizacion,

estas nucleasas dirigidas por ARN utilizan las simples reglas de apareamiento de bases entre
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un ARN disefiado y el sitio de ADN blanco complementario, para localizar el sitio que se

desea editar.

3.D.b. Desde el sistema inmune bacteriano CRISPR/Cas hasta las nucleasas guiadas

por ARN

Los sistemas CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) son
mecanismos inmunitarios adaptables utilizados por muchas bacterias para protegerse de
acidos nucleicos extrafios, como virus o plasmidos (Horvath et al., 2010; Wiedenheft et al.,
2012; Fineran et al., 2012). El sistema CRISPR incorpora secuencias de ADN invasor entre
secuencias de repeticion CRISPR codificadas como matrices de repetidos dentro del genoma
del huésped. Los transcriptos de las matrices de repeticion CRISPR se procesan en un ARN
CRISPR (crRNA), cada uno de los cuales alberga una secuencia variable transcrita del ADN
invasor, conocida como la secuencia, asi como parte de la repeticién CRISPR. En la versién
mas simple, que son los sistemas CRISPR de tipo Il, cada crRNA se hibrida con un segundo
ARN CRISPR transactivante (tracrRNA), y estos dos ARNs forman un complejo con la nucleasa
Cas9. La porcion codificada por el protospacer del crRNA dirige a Cas9 para escindir
secuencias de ADN diana complementarias, si son adyacentes a secuencias cortas conocidas
como "motivos adyacentes al protospacer” (PAMs). Las secuencias del protospacer
incorporadas en el locus CRISPR no se escinden porque no estan presentes junto a una
secuencia PAM (Horii et al., 2013).

El sistema CRISPR de tipo Il de Streptococcus pyogenes, se ha adaptado para inducir
DSBs especificos de secuencia y edicién de genes dirigida (Jinek et al., 2012). En su forma
mas simple y ampliamente utilizada, dos componentes deben ser introducidos y/o
expresados en células o en un organismo, para realizar la ediciéon del genoma: el ARN
codificante para la nucleasa Cas9, y un "ARN guia" (ARNg), que consiste en una fusion de un
crRNA y un tracrRNA (secuencia constante, ver Figura I.7A). Los 20 nucleétidos en el extremo
5' del ARNg (correspondientes a la secuencia protospacer del crRNA) dirigen a Cas9 a un sitio
de ADN diana complementario especifico, utilizando reglas de apareamiento de bases
estdndar de ARN-ADN. Estos sitios objetivo deben situarse inmediatamente 5' de una
secuencia PAM que coincida con la forma candnica 5'-NGG, si bien se ha descrito también el
reconocimiento en sitios con secuencias PAM alternativas (por ejemplo 5'-NAG), aunque con

menor eficiencia (Jiang et al., 2013; Pattanayak et al., 2013). De este modo, con este
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sistema, la actividad de la nucleasa Cas9 se puede dirigir a cualquier secuencia de ADN de la
forma N20-NGG, simplemente alterando los primeros 20 nucleétidos del ARNg para que
correspondan a la secuencia de ADN diana especifica que se desea editar. También se han
utilizado sistemas CRISPR tipo Il de otras especies de bacterias que reconocen secuencias
PAM alternativas y que utilizan diferentes secuencias de crRNA y tracrRNA, para realizar la

edicién dirigida de genes (Gasiunas et al., 2012; Esvelt et al., 2013; Hou et al., 2013).
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Figura I.7. A. Esquema de ARN guia y su interaccion con el ADN diana. EI ARN guia (ARNg) se compone de una
secuencia constante (Azul, tractrRNA), y las 20 bases complementarias especificas del sitio que se desea alterar
(crRNA, amarillo). Imagen obtenida de www.tigm.org. B. Los DSBs inducidos por Cas9 (amarillo) pueden
repararse de dos formas. En la via de reparacion con errores (NHEJ), los extremos de una DSB son procesados
por la maquinaria enddgena de reparacion y ligados, lo que puede resultar en mutaciones de tipo “indel” en el
sitio de ligacion. Cuando estas mutaciones ocurren en regiones codificantes de un gen, pueden producir
cambios en el marco de lectura y generacién de codones STOP, produciendo un KO. Alternativamente, se
puede suministrar un molde para reparacién de modo de inducir la via de reparacion homdloga (HDR), lo que
permite la edicidon precisa y con alta fidelidad. Los cortes en una sola hebra también pueden inducir HDR.
Fuente: Ran et al., 2013.
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Los DSBs producidos por la nucleasa Cas9, pueden ser reparados por una de al menos
dos vias diferentes que son operativas en casi todos los tipos de células y organismos:
reparacién no homoéloga (NHEJ) y reparacion dirigida por homologia (HDR). La NHEJ puede
conducir a la introduccion eficiente de mutaciones de insercién/delecion (“indels”) de varias
longitudes, que pueden interrumpir el marco de lectura traduccional de una secuencia
codificante o los sitios de unidon de factores de accion en trans en promotores o
potenciadores. La reparacion mediada por HDR puede usarse para introducir mutaciones
puntuales especificas, o para insertar las secuencias deseadas mediante la recombinacion
del locus diana, utilizando ARNs molde suministrados adicionalmente (Figura I.7B).

Las frecuencias de estas alteraciones son mucho mayores que por los métodos
previamente descritos: tipicamente superiores al 1% vy, en algunos casos, pueden ser del
50% o superiores. Las modificaciones a estos niveles permiten la identificacién de las
mutaciones deseadas mediante un cribado simple, como hemos mencionado, sin necesidad
de seleccién de marcadores de resistencia a farmacos (Gasiunas et al., 2012).

Después de las demostraciones iniciales de que Cas9 podria ser programada para
cortar varios sitios de ADN in vitro (Jinek et al., 2012), una serie de articulos publicados
mostraron que esta plataforma también funcionaba eficientemente en una gran variedad de
células y organismos. Los estudios iniciales de prueba de concepto demostraron que Cas9
podria ser dirigida a genes enddgenos en bacterias (Jiang et al., 2013), lineas celulares de
cancer humanas transformadas cultivadas y células madre pluripotentes humanas en cultivo
(Cong et al., 2013; Cho et al., 2013; Jinek et al., 2013; Mali et al., 2013), asi como en un
organismo entero, el pez cebra (Hwang et al., 2013). Posteriormente, Cas9 se ha utilizado
para alterar genes en la levadura (DiCarlo et al., 2013), tabaco (Li et al., 2013; Nekrasov et
al., 2013), arroz (Shan et al., 2013; Xie et al., 2013), trigo (Shan et al., 2013), ratones (Shen et
al., 2013; Wang et al., 2013), ratas (Li et al., 2013), conejos (Yang et al,. 2014), ranas
(Nakayama et al., 2013), moscas de la fruta (Bassett et al. ,2013; Yu et al., 2013) y gusano de
seda (Wang et al., 2013), entre otros.

Los DSBs inducidos por Cas9 se han utilizado para introducir mutaciones de tipo
“indel” mediadas por NHEJ asi como para estimular HDR, tanto con ADN de plasmidos de
doble cadena como con modelos de donantes de oligonucleétidos de cadena sencilla. La
capacidad de introducir DSBs en multiples sitios en paralelo utilizando el sistema Cas9 es una
ventaja Unica de esta plataforma en relacion con meganucleasas, ZFN o TALENs. Por

ejemplo, la expresion de Cas9 y gRNAs multiples se ha utilizado para inducir pequefias o
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grandes deleciones o inversiones entre los DSBs (Cong et al., 2013; Horii et al., 2013;
Upadhyay et al., 2013; Xiao et al., 2013), para introducir simultdneamente mutaciones en
tres genes en células de rata (Li et al., 2013), en cinco genes en clones de células madre de
ratén (Wang et al., 2013), y en cinco genes en las células somaticas de un solo pez cebra (Jao
etal., 2013).

La simplicidad de la orientacion de Cas9 también ha inspirado la generacion de
grandes bibliotecas de gRNA empleando la sintesis de oligonucledtidos en matriz (arrays).
Estas bibliotecas pueden ser disefiadas para abarcar multiples gRNAs para cada gen diana en
un organismo huésped, facilitando en gran medida los estudios genéticos y seleccién de
clones de interés especifico con muchas alteraciones a la vez (Li et al., 2013).

Las enormes ventajas que representa este sistema para la interrupcion/modificacidon
de genes frente a los otros sistemas previamente descritos (simplicidad, alta eficiencia de
modificacidon, no necesidad de introduccién de genes que dejen huella en el genoma,
posibilidad de empleo en diversos tipos de células y organismos, posibilidad de multiplexing,
etc.) han provocado que a partir de la publicacién de los primeros trabajos en 2012 y 2013
(Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013; Mali et al., 2013), comenzara a surgir una verdadera
revolucion CRISPR que algunos ya comparan en importancia con el descubrimiento de la
estructura del ADN, las enzimas de restriccidn, y la secuenciacion completa del genoma

humano (Bellver Capella, 2016).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

En base a los datos obtenidos en trabajos anteriores realizado por nuestro grupo
(Geisinger et al. 2003; Capoano et al., 2010), creemos que la proteina SPATS1 tendria un rol
vinculado a la organizacion de la estructura del tabulo seminifero y/o a la progresion de la

espermatogénesis.

2. OBIJETIVOS

2A. OBJETIVO GENERAL

Elucidar la funcion de la proteina SPATS1, contribuyendo, de ese modo, al
conocimiento original sobre la expresion génica durante el desarrollo del testiculo y la

espermatogénesis de los mamiferos.

2B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2B.1. Obtener el mayor caudal de informacién posible sobre SPATS1 a partir del
material disponible en bases de datos, y empleo de diversas herramientas
bioinformaticas para la realizacién de estudios in silico, de modo de intentar
contribuir al conocimiento sobre esta proteina y, eventualmente, sobre la
funcion de la misma.

2B.2. Generar ratones knockout (KO) para el gen Spats1.

2B.3. Contribuir a la comprensidon de la funcién de SPATS1 en relaciéon con la
espermatogénesis y el desarrollo normal del ratén a través de la caracterizacion
fenotipica de los ratones KO generados en el punto anterior, es decir, estudiar el
efecto ocasionado por la pérdida de funcion de SPATS1.

2B.4. Contribuir a la comprensiéon de la funcion de SPATS1 a través de la

identificacion de posibles proteinas interactuantes con ella.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
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1. ESTUDIOS BIOINFORMATICOS, MINERIA DE DATOS

El Proceso de ediciéon de secuencias de ADN y ARN se realizé mediante la
herramienta Bioinformdtica BioEdit. Los alineamientos multiples de secuencias se
efectuaron empleando la herramienta ClustalW. La secuencia de referencia utilizada fue la
tomada del GenBank para Spatsl de Mus musculus. Las traducciones conceptuales se
hicieron con la herramienta translate tool del portal de herramientas bioinformaticas ExPASy

(Expert Protein Analysis System, http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa).

1.A. Alineamiento de secuencias, busqueda de homologias y estudios de expresion

Para las busquedas de homodlogos de secuencia de Spatsl de ratéon con otras
especies, se utilizd la secuencia de  ARNm anotada en Genbank-NCBI del gen Spats1 de M.
musculus [Mus musculus spermatogenesis associated, serine-rich 1 (Spats1), mRNA, NCBI
Reference Sequence: NM _027649.3]; esta secuencia corresponde al transcripto

ENSMUST00000024731.8 de la base de datos del proyecto Ensembl. La secuencia proteica

empleada fue la AAI31910 (A2RRYS8 en la base de datos Uniprot), de 269 aminodcidos.

Los alineamientos de secuencias se efectuaron mediante el programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), que es un programa informatico de alineamiento de
secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), empleando las herramientas blastp (compara

contra las bases de datos de proteinas) y tblastn (compara contra las secuencias
nucleotidicas  traducidas conceptualmente). Las comparaciones se realizaron
alternativamente contra toda la base de datos, contra vertebrados exclusivamente, o
excluyendo mamiferos (segun los pardmetros seleccionados en cada caso).

Para los analisis de conservacion del patron de expresidon de Spats1 en los distintos
tejidos se realizd mineria de datos a partir de la informacién del proyecto Mouse ENCODE
Transcriptomic Data de la enciclopedia ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements, National
Human Genome Research Institute de los Estados Unidos),

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA66167/. En paralelo, se relevé toda la

informacién disponible en Ensembl sobre el patrén de expresion de Spats1 para cada una de
las especies para las cuales existe alguna informacion reportada al respecto.

Con respecto a la caracterizacion del patron de expresion de Spats1 en los distintos
tipos celulares del testiculo del ratén, se utilizaron los datos de secuenciacién masiva
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obtenidos por nuestro grupo de investigacion, publicados en Da cruz et al., 2016. En este
trabajo se secuenciaron los transcriptomas de células de testiculo altamente purificadas:
espermatogonias y células somaticas del testiculo (contenido 2C de ADN), espermatocitos
lepto/cigoténicos (profase meidtica temprana), espermatocitos paquiténicos (profase

meidtica media) y espermatidas redondas (espermiogénesis).

1.B. Andlisis de dominios proteicos, determinacidon tedrica de estructura proteica

predicha, interacciones proteina-proteina

La busqueda in silico de dominios estructurales proteicos conservados entre SPATS1 y
otras proteinas se realizdé mediante la herramienta de software Conserved Domain

Architecture Retrieval Tool https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi).

Para los estudios de prediccion de coiled-coils se emplearon los programas Coils y
Marcoil (Delorenzi Y Speed, 2002) disponibles en el servidor de proteémica del Instituto
Suizo de Bioinformatica ExPASy, NPS (Combet et al., 2000) del Prabi-Gerland Rhone-Alpes
Bioinformatic Pole (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/primanal_lupas.pl), y Predictor of
coiled-coil regions (Fariselli et al., 2007). Coils y NPS se basan en el algoritmo de Lupas (Lupas
et al., 1991), en tanto los otros dos programas emplean un método basado en el Modelo
Oculto de Markov.

La modelizacion de la estructura tridimensional de SPATS1 se realizé6 mediante las
herramientas bioinformaticas Expasy Bioinformatics Resouce portal, de Swiss Model Tools

(http://www.expasy.org/structural bioinformatics) y MODbase Database — MOD Web

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/modweb).

El estudio de interacciones proteicas predichas in silico se llevé a cabo con las
herramientas IntAct e Interpro. IntAct  Molecular Interaction  Database

(http://www.ebi.ac.uk/intact/) es una base de datos de estudios empiricos de interacciones

proteina — proteina publicados, en tanto InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)

proporciona un analisis funcional de las proteinas, clasificandolas en familias, y prediccién de

dominios y sitios importantes.
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2. ANIMALES

Las cepas de ratones (Mus musculus) utilizadas en este trabajo fueron:

-BALB/cJ (https://www.jax.org/strain/000651): cepa de ratones albinos endocriados.
Se emplearon embriones en etapa de mdrula o blastocisto para la microinyeccion de células
ES con mutaciones de trampa génica (ver mas abajo) con el objetivo de generar ratones KO.
Los embriones microinyectados se transfirieron a madres receptoras pseudoprefiadas de
esta misma cepa.

- B6D2/F2 (https://www.jax.org/strain/100006): cepa de ratones endocriados de

color marroén oscuro, cruza de ratones hembra B6 con machos DBA/2J (D2). Es un contexto
genético ampliamente utilizado para la generacién de ratones KO. Se microinyectaron
cigotos de esta cepa con los ARNg para la generacién de ratones KO mediante el método de
CRISPR/Cas9. Los embriones microinyectados se transfirieron a madres receptoras
pseudoprefiadas de esta misma cepa. Posteriormente, se efectuaron todos los estudios de
caracterizacion fenotipica en ratones WT, heterocigotas para la mutacidon Spatsl y
homocigotas para dicha mutacion.

- CD1 Swiss (http://www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-

model/cd-1-mouse?loc=): cepa de ratones albinos exocriados. Se utilizaron animales de esta

cepa para los ensayos de co-inmunoprecipitacion.

Los animales de las cepas BALB/c) y B6D2/F2 procedieron del bioterio del Institut
Pasteur de Montevideo (IPMont). Los ensayos de microinyeccién, transferencia embrionaria
y cruzamientos hasta homocigosis se llevaron a cabo en la Unidad de Animales Transgénicos
(UATE) del IPMont, que cuenta con un bioterio en condiciones libres de patdgenos
especificos (SPF), personal altamente capacitado y todas las habilitaciones correspondientes.
Los animales se trasladaron al IIBCE para la realizacion de todos los estudios posteriores.

Los animales de la cepa CD1 Swiss se obtuvieron del bioterio del IIBCE.

Las disecciones se llevaron a cabo en el Departamento de Biologia Molecular del
IIBCE. Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, y se extrajeron los testiculos con
pinzas y tijeras de diseccion estériles.

Todos los estudios realizados contaron con protocolo de experimentacién aprobado
por la Comisién de Etica en el Uso de Animales del IIBCE (CEUA), nimero de protocolo

004/09/2011.
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3. GENERACION DE RATONES KO

3.A. Recombineering: diseiio de un targeting vector

A grandes rasgos, el protocolo disefiado y seguido para la generacion del vector
direccionador, fue el siguiente:
1. Se adquirieron las cepas y vectores del sistema Recombineering [National Cancer Institute
(NCI), Frederick, MD, USA]. Todos los protocolos seguidos, fueron los recomendados por el

fabricante (https://redrecombineering.ncifcrf.gov/protocols/).

2. Se realiz6 una exhaustiva busqueda mediante la herramienta Blast en el banco de datos
de la genoteca BMQ de la empresa Geneservice (Source Bioscience UK Limited, Inglaterra),
de modo de procurar identificar un BAC (cromosoma artificial bacteriano) conteniendo la
secuencia gendmica completa del gen Spatsl de M. musculus. Esto se llevd a cabo con el
objeto de obtener un fragmento gendmico de ADN de ratdén que contuviera una gran
porcion del gen Spatsl, para poder crear los brazos de homologia en la construccion del
targeting vector. Los clones BAC contienen generalmente de 100 a 300 kb de secuencia
genomica, y por lo tanto son grandes las probabilidades de que contengan la secuencia
gendmica completa de un gen, o al menos buena parte de ella.

3. Se obtuvo un BAC conteniendo la secuencia gendmica completa del gen Spats1 de ratén
(bmg-464k12, cepa 129S7). La secuencia del BAC, y en particular la presencia de la secuencia
de Spats1 dentro del mismo, se confirmo por PCR y Southern-blot.

4. Se selecciond dentro del gen Spatsl una regién de aproximadamente 13,8 Kb que
contenia los exones 2 y 3 de Spatsl (mas el intréon intermedio), como blanco para ser
sustituida por el casete de resistencia a neomicina (Neo'). Esta regidn poseia la longitud de
un vector de reemplazo tipico en esta técnica (Deng y Capecchi, 1992), y sin duda su
reemplazo habria de producir una proteina SPATS1 inactiva, al encontrarse al inicio del gen.
5. Se amplific por PCR el casete Neo'a partir del pldsmido pL452 (NCI) mediante el uso de
iniciadores conteniendo, cada uno, 25 bases complementarias al casete Neo' y 75 bases
homodlogas (total 100 bases) a las secuencias flanqueantes a la regidn a sustituir del gen
Spats1 (exones 2 y 3, con el intron intermedio). Se obtuvo un producto de PCR de 1.851 pb,
que luego de la recombinacion sustituiria a los exones 2 y 3 de Spatsl, de modo que se
generara un gen Spatsl mutante al que le faltaran dos exones, y cuyas células portadoras

fueran seleccionables a través de la resistencia a neomicina.
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6. Se disenaron dos juegos de iniciadores con sitios de restriccion apropiados, los que
permitieron amplificar por PCR dos regiones de aproximadamente 450 pb cada una,
correspondientes a ambos extremos flanqueantes del fragmento de 13,8 Kb seleccionado, a
partir del gen Spatsl contenido en el BAC. Ambos productos de PCR fueron digeridos y
ligados a ambos extremos del vector pL253 (NCI) linealizado, obteniéndose asi el plasmido
aceptor. Estos procedimientos se realizaron siguiendo el protocolo de Chan et al., 2007.

7. El BAC y el plasmido aceptor fueron transferidos mediante electroporacion a células
electrocompetentes de la cepa SW102 de Escherichia coli (NCl), que contiene la secuencia
codificante para la maquinaria de replicaciéon y recombinacién del bacteriéfago Lambda
(Red) integrada en el genoma bacteriano. Se incubd a 40°C durante 15 minutos para inducir
la expresion de las replicasas/recombinasas de Lambda. Se esperaba que durante el proceso
de replicacion de la bacteria, el plasmido (lineal) se posicionase sobre el BAC, a través de su
region homaloga (los extremos de 450 pb ligados previamente), y las enzimas del sistema de
replicacion rellenaran el hueco de 13 Kb que separaba los dos extremos, usando el BAC
como molde (Liu et al., 2003) mediante la técnica de gap repair. De esta manera, el
fragmento de 13,8 Kb del BAC seria copiado dentro de los sitios homdlogos del vector
pBluescript recombinante.

8. A continuacién se transformarian células electrocompetentes de la cepa SW102
conteniendo el pBluescript con el ADN de Spats1 subclonado previamente, con el casete de

Neo'.

Al ser inducidas por temperatura ("heat-shock"), las recombinasas Red del
bacteriéfago Lambda debian promover la introduccién especifica del casete por
recombinacion homadloga (Liu et al., 2003; Chan et al., 2007). El casete sustituiria a la region
conteniendo los exones 2 y 3 del gen Spats1, de modo que quedasen aproximadamente 5 Kb
gue continuaran siendo homologas a Spats1, flanqueantes a cada lado del casete.

9. Finalmente, se procederia a la seleccidon de células transformantes en placas conteniendo
neomicina (o kanamicina, ya que ambos antibidticos poseen un mecanismo similar de
resistencia), para obtener sélo las colonias que hubieran recibido el casete Neo" (seleccién
positiva). Estas serian portadoras del vector direccionador (targeting vector), conteniendo el
casete de resistencia a neomicina flanqueado por 5 Kb del gen Spats1, a cada lado. Ademas,
contendrian el gen Tk, para eliminar aquellas células que hubiesen realizado recombinacién
inespecifica (seleccién negativa). Por ultimo, la verificacion de la secuencia del inserto y del

clonado direccional del casete dentro del sitio deseado se haria mediante digestién con

enzimas de restriccion y PCR.
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El protocolo quedd detenido en el paso 7, por las razones que se explicitan en la
Seccion Resultados. Consideramos que la descripcion detallada del protocolo empleado seria
excesiva, y por lo tanto no se presenta aqui. No obstante, los detalles metodoldgicos del
protocolo utilizado, descripciéon de las cepas, asi como la secuencia de los iniciadores
utilizados en cada caso y varias figuras explicativas se consignan en el Anexo |, a los efectos

de que estén disponibles en caso de interés.

3.B. Gene trap

Como menciondaramos en la Introduccién, el método de Gene trap para generar
ratones KO consiste en utilizar lineas de células madre embrionarias de ratén (células ES, de
ratones negros) genéticamente modificadas, para microinyectarlas en embriones en estadio
de moérula o blastocisto (de ratones blancos), e implantar estos embriones quiméricos en
hembras pseudo-prefiadas. Los ratones descendientes seran quiméricos, es decir que
portaran células normales (blancas) y células KO (negras) en su organismo, a modo de
mosaico, en todos sus tejidos. Luego se cruzan estos animales con ratones blancos y se
espera que nazcan camadas de hijos de color marrén, que corresponderdn a los ratones
heterocigotas para la mutacion esperada. Finalmente se cruzan los hermanos heterocigotas

hasta obtener ratones negros KO dobles nulos (-/-).

3.B.a. Seleccion de clones de trampa génica

Como ya mencionamos previamente, las cepas de células ES modificadas por gene
trap son elaboradas por el International Gene Trap Consortium (IGTC). Las busquedas para
elegir el clon de interés se llevaron a cabo en las bases de datos disponibles en el portal web
del consorcio, encontrandose cientos de clones de células ES Lex3.13 (cepa C57BL/6N)
portadoras de mutaciones Unicamente en el gen Spatsl. Cada clon fue analizado y se
seleccionaron aquellos que contuvieran interrumpido el gen Spats1 en los primeros 2 exones
(ver Resultados). De esta seleccién, nos quedamos con 3 clones, que efectivamente
mostraban interrupcién en el ARNm v la proteina predicha resultante.

A continuacidn se muestra la regidn flanqueante al sitio de insercién del gene trap en
dos de los tres clones seleccionados, que fueron los que finalmente se utilizaron (el asterisco

al principio de la secuencia diana marca el sitio de insercion):
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-Clon 1ST13143D8:

*AGTTCACACAGTGAAAAGCAATCGGACCCAAAAGGTGCTTGTTAGAAAGGCTATCATTCAAAACCAACAGACCCCATAA

GTCATTGAAATTCAAGAGGCAGCGCAAGGGAAAAACCTAAATCTCACTGGACCTCCTAGCGGTGTTCACGGGTTTGAATG
TCCTGCCCACTCCTCCTCCTCCTGACTCAGGGCTCCCGAAAGTACTCGCCCCGCCCCGTCCTTGGGTCTCCTTTCCACCTCTG
AGTCCCACCCTACTTCCCTGGGGGAAGCCCTTCATCTACCCTTGGAAGACTCCATGGAGGATGTGGCCCAGATCAACGCAC
CAACTGGCAGCGGAACTGCCAAATACCAGGATGCAAAGCGAAAGCAAGGGCGTCTACNACCGCCTGCAAGGCTCGGTCC
AGGGTTGCCAGGACAACGCGCCACTTCCCGCGAGCTGGCGCGCTACTCTTGACNCACCTATCTTCCTGCACCCGGCGCTCC
GGCCTGGGTTGANAANGGANNTCNNANNNCTCANANCTGCAGANCNTCNNGATTTTGTTTTANTTTGCGNCTNTTTTCC
NNCNNCTN

-Clon IST10765G4:

*CAAGCGCCAGCTTANCTCCTCTTTTTGATGGAAGTCTCTGACTGATCANATCTCAAATGTAGACATGAGCTCATTGTGTGT
AGCCCCTAACTATCTGCCTTAGCTTGGATCTGCAATGCTCTCCAAAAACCCATGTTTTAAAGATTTAGCTCCCAGTCTGTCAT
ACTGTTGGGATGATGGGACTGTTTTAAAAGTCANAGGGCATGGANGTGGANAGAGTTANAACCNTTGATGCTCTTGCAG

GGGGGGGCGGGACTTCTATCCCCAGCACCACGTGGTGGTTCACAGCCATCCATAACTCCNNTTCCNGGGTATCCAACGCC

CTCTTCTACCTTCTGCANGCACCANACGCAAACTCAGTATACATACATACAAACAGGCANGCAAAACATACATAAATAAAA
TAAAGACNACTTTAAAAAAATNAGAAGTCTTGGGTCGTTGGGGTGCCTCTGNNTGAAANAGTGGNNNCACAGCCNTNCC
TTTTACTCGTNATTATTTNTTGACTAAGAGGGANACGCTTTGATGANTGNCACTATGANATGCCNCCAGNNGGG

3.B.b. Microinyecciones en embriones

Las microinyecciones se llevaron a cabo en la UATE del IPMont. Los experimentos de
microinyeccion se realizaron con los clones I1ST13143D8 e IST10765G4, no llegandose a
utilizar el tercer clon. Las células ES fueron microinyectadas en embriones de ratén de la
cepa BALB/cJ (albinos) en estadio de morula o blastocisto. En los distintos experimentos se
prob6 modificar el parametro del numero de células microinyectadas, microinyectandose en
algunos casos 12 células por embridn, y en otros de 5 a 7 células por embrién. Los embriones
se transfirieron a hembras BALB/c) pseudoprenadas. El nimero de hembras transferidas en
cada sesidon fue de entre 2 y 4 hembras, transfiriéndose en cada caso entre 15 y 16

embriones por hembra pseudoprefiada.

3.C.CRISPR/Cas 9
3.C.a. ARN guia

Para el disefio del ARN guia (ARNg) y busqueda de posibles sitios off-target se

utilizaron los programas bioinformaticos disponibles online CHOP-CHOP (OIMC Tools,

https://omictools.com/chopchop-tool ) y Custom gRNA (Thermo Fisher Scientific). La sintesis
del ARNg disefiado (que dirige el clivaje al exdén 3 de Spatsl) asi como también el ARNm
codificante para Cas9 se encargaron a la empresa Invitrogen (Carlsbad, California, USA).

El test de eficiencia del ARNg en la generacion de rupturas de doble hebra se realizd
en cultivo in vitro de células NIH 3T3, y empleando para ello el GeneArt Genomic Cleavage

Detection Kit (Invitrogen). Brevemente, se cultivaron 4 pocillos (de placa de 96 pocillos) con
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células 3T3 en DMEM/suero, los que fueron mantenidos a 37°C overnight (o.n.) sin
antibidtico y 5% de CO,, hasta una confluencia del 90% (aproximadamente 36-48 hs). Se
transfectaron 100 ng de ARNg + 50 ng de ARNm de Cas9 + 0,3 pl de lipoafectamina, por
pocillo, en 50 a 100 ul de DMEM y se mantuvo o.n. en estufa de CO,.

A continuacidn se prepard una mezcla de 50 ul de buffer de lisis + 5 ul de protein
degrader (contenido en el kit) por cada pocillo cultivado y se transfirio la mezcla, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se incubd 5 minutos y se transfirié el liquido a un tubo de
PCR de 0,2 ml. Se incubd a 68°C por 15 minutos, 95°C por 10 minutos, y los tubos se
congelaron a -20°C. Luego se procedio a realizar una reaccidn de PCR con el siguiente juego
de iniciadores (cuya sintesis se encargd a Macrogen, Corea), complementarios a regiones
flanqueantes del exdn 3 del gen Spats1:

Spats1-E3-F — GCCAGTCCTGTTGGATGAGG
Spats1-E3-R — ATGGCTCTCACATGAAGGCAC

El programa de PCR utilizado fue el indicado en el manual del kit, y es el mismo que
se muestra en la Tabla Ill.1.

Posteriormente se efectud el test de clivaje de hibridos empleando la enzima
contenida en el kit, y siguiendo las instrucciones del fabricante.

La modificacidn introducida fue que si bien el kit sugiere el analisis del resultado del
clivaje en un gel de agarosa y tincidn con bromuro de etidio, nosotros comprobamos que las
bandas correspondientes a los productos de clivaje se encontraban en el limite de deteccion
del bromuro de etidio. En consecuencia, analizamos los resultados por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 6%, realizados y tefiidos con nitrato de plata mediante los

procedimientos convencionales.

3.C.b. Microinyeccion de cigotos

Las microinyecciones se realizaron en las instalaciones de la UATE del IPMont. Los
ARNg y ARNm de Cas9 se microinyectaron en el citoplasma de embriones de 1 célula
(cigotos) de ratones de la cepa B6D2/F2.

Por cada cigoto se microinyecté un volumen de aproximadamente 1pul, conteniendo
50ng/ul de ARNm de Cas9 y 20ng/ul del ARNg, disueltos en PBS 1X. En cada ensayo se

microinyectaron  aproximadamente 99 cigotos mediante  micropipeta, bajo
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micromanipulador (Leica MDi8, Alemania). Los cigotos microinyectados fueron implantados

en Uteros de hembras pseudoprefiadas de la misma cepa.

3.C.c. Genotipado

Luego del destete de las crias nacidas a partir de los embriones transferidos, a los
21dpp, cada cria fue oportunamente identificada y numerada. Se recibieron de la UATE
(IPMont) puntas de la cola de cada una de las crias para su genotipificacion. Con este
objetivo, realizamos extracciones de ADN gendmico mediante el kit de extraccion Genelet
Genomic DNA Extraction Kit (Thermo Fisher, Lituania). La concentracién del ADN se estimd
mediante Nanodrop (Thermo Fisher), y se procedid a la amplificacién por PCR de un
fragmento de ADN gendmico de 400pb flanqueante al sitio blanco del ARNg, en el exén 3 del
gen. Los iniciadores utilizados fueron los mismos que se describieron en el punto 3.C.a.

Las mezclas de reaccion asi como el programa utilizados para las reacciones de PCR

se muestran en la Tabla Ill.1.

Tabla lll.1. Reacciones de PCR del exdn 3 de Spats1 para genotipado.

Componente Mezcla de reaccion 1X (ul) Programa Tiempo

10X buffer (Fermentas) 2,0 95°C 5 min
25 mM MgCl, 2,0 40 ciclos de
10 mM dNTPs 1,0 95°C 30 seg
20 pM Primer e3-F 0,5 56°C 30 seg
20 pM Primer e3-R 0,5 72°C 30 seg
H20 11,5 Ext. 72°C 5 min
Taq 03(25UV) Hold 4°C
ADN 2,0 (20 ng)

Los productos de PCR se eluyeron del gel de agarosa mediante el Genelet Gel
Extraction and DNA Cleaup Micro Kit (Thermo Fisher, Lituania) en 15 pl de agua, y se
enviaron para su secuenciacion a Macrogen. Para la secuenciacion se utilizaron los mismos
iniciadores de PCR, y cada producto de PCR se secuencid de los dos lados. Los
cromatogramas obtenidos de cada reaccion de secuenciacion se analizaron manualmente.
La presencia de heterocigotas o dobles mutantes se evidencid por una superposicion de
picos en el cromatograma a partir de la zona de la alteracidn. La existencia de mosaicos se
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manifestd por la superposicion de mas de dos picos en cada posicidn. El resultado de cada
lectura se corrobord con la lectura obtenida a partir de la reaccion de secuencia con el
iniciador del otro extremo. Este procedimiento se realizé para los ratones obtenidos de la

FO, y se repitid parala Fl1y F2.

3.C.d. Western blot confirmatorios

Luego de la diseccidn, los testiculos fueron desprovistos de su tunica albuginea,
homogenizados con homogeinizador de teflon, resuspendidos en buffer de Laemmli (Tris-Cl
0,12 M pH6,8, SDS 10%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 20%, azul de bromofenol 0,02%), y
congelados a -20°C.

La separacion por tamano de las proteinas fue realizada mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 14%. El buffer de corrida fue Tris-glicina (25 mM Tris
pH8,5, 0,112 M glicina, 0,1% SDS). Las muestras de proteina se desnaturalizaron en buffer de
Laemmli a 100°C por 5 minutos previo a su cargada en el gel, y las corridas se efectuaron a
100V hasta que el frente de corrida llegara al final del gel.

Las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa PROTRAN (Schleicher &
Schuell, Alemania), utilizando un equipo de transferencia liquida Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell Il (BioRad, Hercules, CA, USA). La transferencia se realizd en
buffer CAPS 1/2 (25 mM CAPS, 10% metanol, 0,025% SDS; pH10) durante 1 hora a 95 V (0,5-
0,9 A). Inmediatamente después de la transferencia la membrana se tifid con rojo Ponceau-S
[0,5% Rojo Ponceau-S (Sigma), 1% acido acético] por 5 minutos para evaluar la calidad de la
transferencia, se lavd con H,0 ultrapura hasta lograr visualizar las bandas de proteina, y se
incubd o.n. en TBST (140 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH7,4, 0,1% Tween 20) conteniendo
leche en polvo descremada al 10%, a 4°C.

Al dia siguiente, la membrana en TBST/leche se incubd a temperatura ambiente con
agitacion durante 1 hora. Se lavd 2 veces con TBST 1X por 15 minutos cada vez, se incubd 2
horas a temperatura ambiente en el anticuerpo primario anti-SPATS1 (sc-139435; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) a concentracion 1:1000 en TBST 1X, se efectuaron 2 lavados
de 15min cada uno con TBST 1X y se incubd 1 hora en anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a peroxidasa de rdbano (Pierce-Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) a
concentracion 1:30.000. Se lavé nuevamente y se reveld por autorradiografia empleando el
Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce-Thermo Fisher), mediante los

procedimientos habituales.
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4. CARACTERIZACION DE LOS RATONES KO

4.A. Inspeccidon macroscopica

Consistid en una inspeccidn ocular para buscar diferencias morfoldgicas grandes en
alguna parte del cuerpo entre los ratones WT y KO. Se examind su capacidad para moverse y
reaccionar frente a ejercicios sencillos como saltar o correr, y se evalud si se alimentaban
correctamente. Se observo el desarrollo de los ratones desde el nacimiento hasta la adultez.
Posteriormente se realizaron disecciones para explorar los drganos internos y buscar
malformaciones, en particular en el testiculo pero también en otros drganos como cerebroy
otros. Luego de la diseccion, se midid peso corporal total y peso testicular (en gramos), y los
testiculos se fotografiaron con una regla para estimar tamanio testicular (en mm).

Estos estudios se realizaron tanto para ratones WT, como para ratones heterocigotas
(+/-) y mutantes nulos (-/-) para ambas mutaciones (7b y 2b; ver “Resultados”), y tanto a los

45-60 dpp como al afio de edad.

4.B. Tests de Fertilidad

Para los estudios de fertilidad en individuos de aproximadamente dos meses de edad,

se efectuaron los siguientes cruzamientos:

- Machos WT vs hembras WT (Control) — 3 experimentos en paralelo;

- Machos KO mutacién 2b vs hembras WT — 3 experimentos en paralelo;

- Machos KO mutacién 7b vs hembras WT — 3 experimentos en paralelo;

- Hembras KO mutacién 2b vs machos WT — 2 experimentos en paralelo;

- Hembras KO mutacién 7b vs machos WT — 2 experimentos en paralelo;

- Hembras KO mutacién 2b vs machos KO/? mutacién 2b - — 2 experimentos en paralelo.
Los harenes se dejaron por 7 dias. Luego del destete de las crias, las hembras se

disecaron y se contaron los sitios de implantacion.

Para el caso de los individuos de 1 afio de edad, se realizaron las siguientes cruzas:
- Macho WT1 vs 3 hembras WT (Control)
- Macho WT2 vs 3 hembras WT (Control)
- Macho KO1 vs 3 hembras WT
- Macho KO2 vs 3 hembras WT
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4.C. Estudio de poblaciones celulares por citometria de flujo

Se utilizd en cada caso % testiculo de ratones WT, KO Spats1 heterocigotas (+/-) y KO
Spats1 homocigotas (-/-) para las mutaciones 2b y 7b, empleandose 3 animales de cada tipo.

Las suspensiones celulares fueron preparadas por un método desarrollado en
nuestro laboratorio (Rodriguez-Casuriaga et al., 2009; Geisinger y Rodriguez-Casuriaga,
2016). Brevemente, los testiculos fueron disecados en placas de Petri conteniendo medio de
separacién [10% v/v suero fetal bovino (FCS) en Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) con alto contenido en glucosa y L-glutamina] sobre hielo, se retiraron las tunicas
albugineas y los testiculos se cortaron en pequefios trozos de 2-3 mm?.

Estos trozos fueron colocados en un disgregador descartable Medicon con malla de
separacion de 50 um (Becton Dickinson [BD], San José, CA, USA), mas 1 ml de medio de
separacion frio, y procesados en Medimachine (BD) por 50 segundos. La suspensién celular
resultante fue recuperada con una jeringa de 5 ml, y filtrada sucesivamente por malla de
nylon de 50 um y 25 um. Se agregd NDA (2-naphthol-6,8-disulfonic acid, dipotassium salt;
Chemos GmbH, Regenstauf, Alemania) 0.2% (w/v) a la suspensidon final para prevenir
aglomeraciones celulares.

Las células se fijaron con etanol 70% o.n. a 4°C, se centrifugaron por 5 minutos a
1000 rpm, y el precipitado fue resuspendido en 500 ul de PBS.

Luego de 5 minutos a temperatura ambiente, se agregaron 50 pL del intercalante
fluorescente loduro de Propidio (PI, Sigma; 1 mg/ml) por cada 1 mL de suspension celular, y
ARNasa a concentracién final 50 pg/ml, y se incubé a 0°C en la oscuridad por 10 minutos
antes de proceder al analisis.

Las células fueron analizadas en el Servicio de Clasificacion Celular y Citometria de
Flujo (SECIF) del IIBCE, utilizando un citémetro de flujo FACSVantage (BD, California, USA)
equipado con laser ion de argdn (Coherent, Innova 304) ajustado para emitir a una longitud
de onda de 488 nm. El poder del laser se ajusté a 100 mW y la fluorescencia emitida por el IP
se colectd en FL2 empleando un filtro con paso de banda de 575/26. Se empled una boquilla
de 70 um. Se utilizaron DNA QC particles (BD) para optimizar la deteccién de fluorescencia
asi como para chequear la linealidad del instrumento y discriminacidn de dobletes.

El andlisis de los siguientes parametros fue realizado con el software CELLQuest (BD):
forward scatter o dispersion frontal (FSC-H), side scatter o dispersién lateral (SSC-H), area de
pulso o fluorescencia total emitida (FL2-A), y ancho de pulso o duracion de la emisidon de

fluorescencia (FL2-W). Todos los parametros fueron operados en escala lineal y se
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emplearon los mismos settings para cada analisis (con leves ajustes en deteccién de FL2). El
threshold fue establecido en el parametro de dispersidon frontal al menor nivel posible. Se
emplearon graficos de puntos (dot plots) de FL2-A vs tiempo como control de la emisidon de
fluorescencia. La exclusion de dobletes se efectué empleando dot plots de FL2-A vs FL2-W.

Se realizaron capturas de pantalla de los graficos obtenidos.

4.D. Estudios de motilidad y vitalidad espermatica (computer assisted sperm

analysis, CASA).

Se analizaron la cantidad, grado de motilidad y vitalidad espermadticas de

espermatozoides de epididimo de ratones WT y ratones KO Spatsl y se compararon los
resultados, mediante un software especializado bajo microscopio éptico con camara digital.
Estos estudios los realizamos en el Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina,
UDELAR, que cuenta con el software para estos analisis.

Para estos estudios se partid6 de 3 ratones macho WT y 3 KO portadores de la
mutacion 2b, todos de 50 dias de edad. Se disecaron las colas de ambos epididimos de cada
raton adulto, las que se sumergieron en 500 pul de medio HFT modificado (medio de
capacitacidén, cuya composicion se indica mas abajo), y se efectuaron algunos pequefios
cortes para permitir el exudado de los espermatozoides. Para cada ratén, uno de los
epididimos se incubod 10 minutos a 37°C en estufa de CO,, se cargaron 5 pl de suspensién por
portaobjetos, y los espermatozoides se observaron bajo microscopio Nikon E200 Eclipse. Los
conteos y fotografias se obtuvieron con el software SCA Mot/Scan Sperm Class Analyser 5.4
(Microptic, Barcelona, Espafia). En cada caso, el otro epididimo se incubd 60 minutos en

estufa de CO, para promover la capacitacién in vitro, y se procedié del mismo modo.

Composiciéon del medio HTF modificado:

Solucion A (para 50 ml):

-NaCl 580,3 mg, glucosa 100 mg, KCI 20,1 mg, Na,HPO,4.H,0 5,6 mg, piruvato de Na (4°C) 5,5
mg, penicilina G/bentamicina 6,3 mg, estreptomicina (4°C) 5 mg, CaCl,.2H,0 26,4 mg, MgCl,
4 M 12,6 pl, lactato de Na 60% (4°C) 350 pl.

Disolver en 50 ml de H,0 ultrapura. Agregar una pizca de rojo fenol; si la solucion esta bien

preparada, debe virar al color amarillo.
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Solucién B (para 50 ml):
NaHCO05 210,6 mg.
Disolver en 50 ml de H,0 ultrapura. Agregar una pizca de rojo fenol; si la solucién esta bien

preparada, debe virar al color rosado.

4.E. Conteo de espermatozoides de animales de 1 afio de edad

Para el conteo de espermatozoides a partir de los ratones de 1 afio de edad se diseco
la cola de un epididimo de cada ratdn, se realizaron cuatro escisiones a cada cola, la misma
se colocé en 50 pl de buffer PBS, y se dejo durante una hora a temperatura ambiente para
gue exudaran los espermatozoides. En el caso del ratén KO2, que presentaba el tumor, se
disecaron y procesaron ambos epididimos por separado, por las dudas de que el tumor
hubiera afectado diferencialmente la produccion de espermatozoides de un lado. Los
conteos se realizaron en paralelo por dos métodos diferentes.

Para el primer método, se tomaron 10 pl de cada suspensién y se procedid a realizar
el conteo en camara de Neubauer, empleando para ello el reticulo central para conteo de
eritrocitos de la cdmara, y contando en total 5 cuadrados grandes (16 cuadraditos).

Para el segundo método, los 40 ul restantes de buffer conteniendo los
espermatozoides se centrifugaron 10 minutos a 400g, y el precipitado se resuspendié en 75
pl de PFA 4% en PBS. Se trazaron con un marcador circunferencias de 1,5 cm de didametro en
cada portaobjetos, y dentro de cada circunferencia se distribuyeron homogéneamente 20 pl
de una dilucién 1:5 de la suspensidn obtenida de cada ratén, de modo de asegurarnos que la
superficie cubierta fuera idéntica en cada caso vy, por lo tanto, que la concentracion de
espermatozoides fuera comparable. Los preparados se observaron mediante dptica de
contraste diferencial interferencial (DIC) empleando un microscopio confocal Olympus DP70
(Olympus, USA). Se fotografiaron 10 campos escogidos al azar en cada caso empleando para
ello camara digital y el software FluoView (Olympus), y se contaron los espermatozoides

presentes en los 10 campos.

4.F. Evaluacion de morfologia espermatica

Con este objetivo, espermatozoides fijados extraidos de cola de epididimo fueron
extendidos sobre portaobjetos, se dejaron secar al aire, se fijaron en PFA 4%, y se evalud la

morfologia mediante microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC). Los
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espermatozoides se clasificaron en cabezas morfolégicamente normales y andmalas. Dentro
de las cabezas andmalas, se categorizaron en “sin gancho”, “banana” y “otros”, de acuerdo
con la categorizacién para espermatozoides de ratdn realizada previamente por otros
autores (Dominguez et al., 2009; Wichman et al., 2017). Ademas, adicionalmente se incluyé
otra categoria que denominamos “cabeza de hacha”, y que segun pudimos observar
correspondia a cabezas con distinto grado de deformacion, cuyo defecto parece originarse
en el nacimiento del flagelo en una posiciéon anémala.

Para estos experimentos se emplearon 6 ratones de 50dpp de cada tipo (6 WTy 6
KO), y se analizaron como minimo 200 espermatozoides por individuo.

Para la evaluacion de morfologia espermatica en los ratones de 1 afio de edad, se
utilizaron los mismos preparados que para conteo de espermatozoides (Seccion 4.E). Aqui
también se evaluaron en cada caso como minimo 200 espermatozoides. En los casos en que
la cantidad de espermatozoides en el preparado no llegara a 200 (e.g. epididimo izquierdo
del ratdn KO2), se esparcio sobre portaobjetos una gota (20 pl) de la suspensién sin diluir, y

la misma se utilizé para evaluar morfologia espermatica.

4.G. Analisis histoldgicos

Las muestras de testiculo se procesaron de la siguiente manera:
1 - Los testiculos enteros fueron desprovistos de su tunica albuginea y cortados en trozos de
aproximadamente 2-3 mm?.
2 - Estos trozos se fijaron en una solucion de glutaraldehido 2,5% en buffer fosfato 0,1M
pH6,8, vy se les dejé durante 14 hs a 4°C.
3 - Se cortaron en trozos de 1mm? sobre placa de Petri con PBS 0,1M pH6,8.
4 - Se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con buffer fosfato sobre hielo.
5 - Se fijaron con una solucidn de tetroxido de osmio (0OsQ4) 1% en buffer fosfato 0,1M
pH6,8, durante 1 h en hielo.
6 - Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con buffer fosfato 0,1M.
7 - Se procedio a deshidratar las muestras a temperatura ambiente en los siguientes pasos:
- 15 min. en etanol 25%
-30 min. en etanol 50%
-30 min. en etanol 75%
-30 min. en etanol 100%

8 - Posteriormente, se prepararon las muestras para la infiltracion con resina epodxica:
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- Se realizaron dos cambios de acetona absoluta de 30 min. cada uno a temperatura
ambiente.
- Se prepardé la resina epdxica Durcupan (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
mezclando sus cuatro componentes en las siguientes proporciones:
Para 20ml:
- 10ml de A/M (epoxy resin)
- 10ml de B (hardener 964)
- 0,35ml de C (accelerator 964)
- 0,15ml de D (plastiscizer).
9 - Las muestras se infiltraron de la siguiente manera:
-30 min. en solucién de 25% Durcupan y 75% de acetona
-30 min. en solucion de 50% Durcupan y 50% de acetona
-30 min. en solucién de 75% Durcupan y 25% de acetona
-1 h en Durcupan puro.
- Finalmente, las muestras se colocaron en moldes y se dejaron en estufa a 65°C durante

48 hs hasta obtener los bloques sélidos.

Una vez obtenidos los bloques, se realizaron cortes semifinos de 5 um de espesor
mediante un ultramicrotomo Power Tome XL (Boeckeler Instruments, Tucson, USA), los que
fueron tefiidos con azul de toluidina. Los cortes se observaron bajo microscopia de campo
claro en un microscopio Olympus FV300 y se fotografiaron con camara digital Olympus DP70

mediante el software DPController v. 1.1.1.65.

4.H. Extracciones de ARN y qRT-PCR.

Para las extracciones de ARN, testiculos recién disecados fueron desprovistos de la
tunica albuginea, y un trozo de testiculo de cada animal se colocdé en un tubo de
microcentrifuga, se congelé de inmediato en nitrégeno liquido, y se guardd en freezer a -80
2C hasta su utilizacién. Se extrajo el ARN mediante el sistema Purelink RNA Mini Kit
(Ambion-Thermo Fisher, Foster City, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
ajusto la cantidad de ARN obtenida a 5 ng/ul en base a mediciones en Nanodrop.

Las condiciones de amplificacién (e.g. temperatura de annealing) se ajustaron

mediante RT-PCR a tiempo final y electroforesis en geles de agarosa.
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Para los experimentos de qRT-PCR se utilizaron el kit comercial Power SYBR Green

Cells-to-Ct Kit (Ambion-Thermo Fisher) y el equipo de gPCR CFX96 Touch™ Real-Time PCR

Detection System (BioRad).

Se realizaron estudios de expresidn génica relativa. Brevemente, el procedimiento

realizado fue el siguiente:

1-

Siguiendo las instrucciones del kit, se retrotranscribieron 20 ng de ARN a ADNc, en un

volumen final de 50 pl, durante 1 h a 42°C.

2-

Se realizaron qPCRs para cada gen en el mismo programa de gPCR, cargando 2 ul de
reaccion de retrotranscripcidén por cada gen. En la Tabla Ill.2 se muestra el programa de
amplificacién utilizado para las reacciones de PCR.

Se realizd una curva de calibracion con el gen Ppplcc, utilizando 4 diluciones seriadas de
ARN: 100 ng, 10 ng, 1n g y 0,1 ng. El uso de este gen como un buen gen calibrador para
testiculo ya habia sido demostrado previamente por nuestro grupo (Da Cruz et al., 2016).
Los valores absolutos de expresion de cada gen fueron cuantificados segun la curva de
calibracion definida con el gen Ppplcc.

Los estudios para cada muestra fueron realizados por triplicado (3 muestras bioldgicas) y
normalizados utilizando la expresion promedio del gen Ppplcc. Adicionalmente, se hizo
validacién cruzada con un segundo gen calibrador, Tax1bpl, cuya utilidad como gen
calibrador también demostramos previamente (Da Cruz et al., 2016). Sélo en el caso de
los estudios de gRT-PCR en individuos de 1 afio de edad los experimentos no se realizaron
por triplicado sino por duplicado, ya que no se disponia de tres muestras bioldgicas para
cada caso.

Los datos fueron analizados con el programa de software CFX Maestro, asociado al

equipo.

La sintesis de todos los iniciadores disefiados se encargd a Macrogen. En la Tabla I11.3

se incluye la lista de iniciadores utilizados en los experimentos de gRT-PCR.

Tabla lll.2. Programa utilizado para los experimentos de qRT-PCR.

Programa: gPCR Tiempo

95°C 5 min

40 ciclos de
95°C 30 seg
Adquisicién Green 56°C 30 seg
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Tabla lll.3. Lista de iniciadores utilizados en los experimentos de qRT-PCR.

Nombre del primer Secuencia primers 5'-3'
Cend1 -F CGTACCCTGACACCAATCTC 58 178
Cendi- R TCTTCGCACTTCTGCTCCTC 57
Cdo5| - F CAACGCAGTGGAGGACCATT 50
Cde5l - R AGCATCTCAAGTTCATCCTCATC | g | 220
Cftar — F CGCCCACTCGTGGACCTC 60
Cflar — R TACGGCTCATGCCTGTGC s | 2
Cldn11-F TCACAACGTCCACCAATGAC 61
Cldn11-R AGGGCTCTACAAGCCTGCAC o |
Ctnnbl — F GGTGTCTGCCATTGTACG 50
Ctnbl — R TCCTTCCTGATGGAGCAG o | &
eMyc.F TCCTGTACCTCGTCCGATTC 58 | 105
eMyc-R GGTTTGCCTCTTCTCCACAG 55
Dazl - F2 CTA GGC AGC CAC CTC ACG 60 | 240
Dazl - R2 TCCATCCTAACATCAATTCCTCC | 6o
Vil _ F CTATGGTACGAGTCCCTGCTC 50
Dyil - R AGCCAGTCCACCACATCC o | 2
I CAGTGAGCTGGAGAGTACC 50
byi2 — R TGTTGAGCGTGACCGTGATG o | 2P
LefLF AAATGGGTCCCTTTCTCCAC 58
LefL-R TCGTCGCTGTAGGTGATGAG sg | 108
Ppplcc-F CATATCTTGAGTGGTGCTTCA 60
Ppplcc-R GACAGCATCATCCAACGGCT oo |
Prml - F2 GCTCACAGGTTGGCTGGCTC 50
Prml - R2 TGATGGACTTGCTATTCTGTGC | g9 | -
Spal7-F CTCAGAATCTCCCGTGTCAGCC | g
Spal7-R ACACTGGAACCATCCGCACC o |
SpatsL-F GATACCCAGCACGGTGATGCT | ¢4
SpatsL-R TGAGGAACGATTAGACTGAGC o | 2%
Sycp3 - F2 TGTGGGGACAGCGACAGC 50
Sycp3 - R2 TACTTCACCTCCAACATCTTCA o | 22
TCFLF CCATCCTTGATGCTGGGATC 58
TCELR CTTCTCTGCCTTGGGTTCTG sg | M
Tax1bpl-F AGTGTGCATTAGGAAGGTAACT | ¢
Taxibpl-R CTACGCTGAGAGGCAGTGG o | 1°
Wntd — F GAGGAGTGCCAATACCAGTTC 50
Wntd — R ATAGGCGATGTTGTCCGAGC o | 28
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4.1. Caracterizacion del tumor

Con respecto al tumor presente en la zona escrotal en uno de los animales de un ano
de edad, se disecd el tumor, se colocé en PFA 4% y se envid para analizar al Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Maciel. Los tacos de parafina, cortes y tincidon con
hematoxilina eosina se realizaron segun los procedimientos habituales. El diagndstico fue

realizado por personal técnico especializado de dicho Servicio de Anatomia Patoldgica.

4.). Andlisis estadisticos

Para todos los andlisis estadisticos se consideraron los resultados de como minimo 3
experimentos independientes para cada caso (un individuo por experimento). La
significancia estadistica se analizé mediante analisis de varianza de un solo factor (one-way

ANOVA). Se considerd como significativo un p valor <0,05.

5. ENSAYOS DE CO-INMUNOPRECIPITACION PARA IDENTIFICACION DE

INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

5.A. Ensayos de inmunoprecipitacion

Para estos ensayos se empled el mismo anticuerpo anti-SPATS1 que en la Seccidn
3.C.d. (sc-139435; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Se utilizaron ratones macho
WT de la cepa CD1-Swiss de 17 dpp. Esta edad corresponde a un avance de la
espermatogénesis equivalente al observado a los 21 dpp en la rata, que es el momento del
desarrollo posnatal en que habiamos detectado la expresion maxima de la proteina SPATS1
en los testiculos (Capoano et al., 2010). El ensayo se realizdé dos veces por completo desde el
inicio, partiendo de animales diferentes.

Dado que la solucidn en la que venia el anticuerpo comercial contenia albimina de
suero bovino (BSA) y gelatina, y que el manual de uso del kit de co-inmunoprecipitacién
utilizado (ver mas abajo) establece que estas sustancias pueden competir por los sitios de
acoplamiento en la resina, previo a la inmovilizacion del anticuerpo se procedié a la
remocion de las mismas mediante el Pierce Antibody Clean up Kit (Pierce-Thermo Fisher).

El procedimiento se llevo a cabo segun el protocolo del fabricante. Se lavaron 70 pg

de anticuerpo, eluidos en 100 pl de volumen final.
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Seguidamente se procedié a la realizacion de los ensayos de co-inmunoprecipitacion,
para lo cual se utilizé el kit comercial Pierce Co-Immunoprecipitation (Co-IP) Kit (Pierce-
Thermo Fisher) segun las instrucciones que figuran en el manual de uso del kit, con las
siguientes particularidades:

1. La cantidad de anticuerpo primario anti-SPATS1 que se acopld a la resina fue de 70 pg.
2. Se procesaron 150 mg de testiculo (equivale a dos testiculos) sin albuginea, por
experimento. Para ello, el tejido se corté en pequefios trozos, se homogeneizd con
homogeneizador manual en un tubo de microcentrifuga, y se le agregaron 500 ul de buffer
de lisis/lavado. Se le adicionaron cocktail inhibidor de proteasas (Sigma P2714; Sigma, Saint
Louis, Missouri, USA) a concentracion final 0,5 mg/g de tejido, y fluoruro de sodio (inhibidor
de fosfatasas) a concentracién final 10mM. Se centrifugd a 13.000g por 10 minutos para
remover restos celulares, se pasé el sobrenadante a un tubo limpio y se agregé mas buffer
de lisis/lavado en caso de que la suspensidn tuviera una textura “gomosa”.
3. Se agregd 1/10 del volumen final de crosslinker DSP (dithiobis[sulfosuccinimidyl-
propionato] con el fin de fijar las uniones entre proteinas adyacentes, teniendo en cuenta
que el volumen final, incluyendo el crosslinker no superara los 1400 pl. Se incubd 30 minutos
a temperatura ambiente, y se prosiguié segun lo establecido en el protocolo del kit.
4. Se tratd con 80 ul de suspensidn de resina de agarosa control para pre-aclarar el lisado.
5. Se utilizdé el equivalente a 50 mg de testiculo en cada experimento, realizandose 3
experimentos en paralelo:

a- Resina anti-SPATS1 + lisado pre-aclarado de testiculo total;

b- Resina control inactivada sin anticuerpo + lisado pre-aclarado de testiculo total;

c- Resina control activada sin anticuerpo + lisado pre-aclarado de testiculo total.

Los ensayos b y ¢ constituyeron controles para eliminar interacciones inespecificas, y
se efectuaron segun las instrucciones del manual del kit.

5. El paso de agregado del anticuerpo + lisado (cebo y presa) a la resina se realizé dos
veces, una durante 2 hs y la otra o.n. Los controles se hicieron de idéntico modo.

6. Finalmente, el producto de la co-inmunoprecipitacion se eluyé en 20 ul de buffer de
elucion.

Todos los demas pasos se efectuaron de acuerdo con las indicaciones del manual del
kit. Una vez culminado el procedimiento, las columnas se regeneraron segun lo sugerido en

el manual.
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5.B. Identificacion de péptidos por espectrometria de masas.

El producto de elucién de las inmunoprecipitaciones junto con los controles, fueron
corridos en geles de poliacrilamida SDS PAGE al 14% para su andlisis. Las condiciones de
corrida fueron similares a las detalladas en el punto 3.C.d., salvo por el hecho de que todo el
procedimiento se realizé en condiciones de extrema limpieza para evitar contaminacion
proteica exdgena: se utilizd material de plastico/vidrio descartable o no usado previamente,
y todos los buffers y la propia corrida se realizaron en cdmara de flujo laminar.

Los geles se tifieron en solucion de azul de Coomasie (0,125% Azul de Coomasie, 40%
metanol, 10% acido acético) segin los procedimientos habituales, y teniendo las
precauciones de limpieza anteriormente mencionadas.

Las bandas obtenidas en los experimentos de co-IP fueron cortadas con bisturi estéril
en camara de flujo laminar y colocadas en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. La
identificacion de las bandas se llevd a cabo en la Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analiticas del IPMont, donde fueron eluidas, digeridas con tripsina y analizadas mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight), en un espectrometro de masas 4800 MALDI TOF/TOF, Abi Sciex (Applied Biosystems,
Framingham, USA).

Los analisis se realizaron empleando el motor de blsqueda Mascot

(http://view6.workcast.net/?pak=3003276531895477&cpak=7053452047055213).
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IV. RESULTADOS
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1. ESTUDIOS BIOINFORMATICOS

Con el objeto de intentar contribuir a la elucidacién de la posible funcion de SPATS],
se comenzo por efectuar andlisis in silico sobre la conservacidon de SPATS1 en la evolucidn,
patron de expresion, similitud de secuencia de SPATS1 con otras proteinas, estudios
predictivos de la estructura proteica, presencia de dominios conservados, posibles

interacciones con otras proteinas, etc.

1.A. Homologia de secuencias en otras especies

Anteriormente habiamos observado un importante nivel de conservacion de SPATS1
en la evolucién de los mamiferos, tanto en euterios como en metaterios y prototerios.
Asimismo, habiamos observado la existencia de proteinas homoélogas en cordados
primitivos, equinodermos y cnidarios (Capoano et al., 2010). Dado que actualmente se
dispone de un ndmero mucho mayor de genomas secuenciados, se realizaron nuevos
estudios de homologia proteica entre todas las secuencias registradas en las bases de datos
empleando el programa BLAST, mediante el uso de la herramienta bioinformatica
BlastSearch. Para ello se tomd como base la secuencia de SPATS1 de Mus musculus, y la
misma se compard contra las bases de datos proteicas (blastp), y contra las de secuencias
nucleotidicas traducidas conceptualmente (tblastn).

En la tabla IV.1 se muestra, a modo de ejemplo, la presencia de proteinas homodlogas
a SPATS1 en una variedad de especies de metazoarios, desde todos los érdenes de
mamiferos hasta cordados primitivos, hemicordados, equinodermos, braquiépodos,
anélidos, moluscos, platelmintos y cnidarios. Incluso se encontraron homologias en
protozoarios ciliados (ver Tabla IV.1). En la Figura IV.1 se muestra un ejemplo de reporte
taxondmico para la proteina SPATS1 de ratdn, obtenido excluyendo a los mamiferos.

Curiosamente, no aparecen homodlogos para SPATS1 en aves. Tampoco aparecen
homodlogos en los animales pertenecientes al clado Ecdyzoa, el cual incluye, entre otros, a los
nemdatodos y artropodos (Figura IV.2). Esto no deja de ser interesante dado que los
invertebrados modelo Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans, para los cuales su
genoma se encuentra completamente ensamblado, pertenecen a este clado. Sin embargo,
ya se ha reportado anteriormente la ausencia de homologias en este clado para otras

proteinas de mamiferos (Peter y Reimer, 2012) incluyendo proteinas meidticas como los
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componentes del complejo sinaptonémico (Fraune et al., 2014), e incluso para ADN
ribosomal (Aguinaldo et al., 1997). La ausencia de homologias entre los integrantes de este
clado y el resto de los_metazoarios se ha interpretado como una consecuencia de la deriva
evolutiva de los Ecdyzoa, en los que habria ocurrido una rapida evolucion y gran
diversificaciéon de secuencias (Aguinaldo et al., 1997; Fraune et al., 2016). Nuestros
resultados en relacidon a SPATS1, contribuyen a reforzar esta idea.

Al comparar la secuencia de SPATS1 dentro de los vertebrados, comprobamos que la
region que mas varia es la N-terminal, correspondiente a los primeros dos exones de la
proteina del ratén (de un total de ocho exones) siendo mas conservada la regién C-terminal,

como se observa en la Figura IV.3.

Tabla IV.1. Ejemplo de especies en las que se encontrd una proteina homaloga a SPATS1de ratén,
usado como referencia, mediante la herramienta blastp.

% %
cobertura* | Identidad

Nombre de la Especie | Nombre comin

Mus musculus raton Chordata Mamma_lla 100 100
(Rodentia)
Rattus norvegicus rata Chordata Mammapa 97 84
(Rodentia)
Homo Sapiens hombre Chordata Mammal|a 99 67
(Primates)
. . Mammalia
Pan troglodytes chimpancé Chordata (Primates) 99 67
Mammalia
Eqqus caballus caballo Chordata (Perissodactyla) 929 66
Odobe_nus rosmarus morsa del Chordata Mammalla 99 65
divergens pacifico (Carnivora)
. . Mammalia
Monodel_phls COI'C,:OttO Chordata (Metatheria/ 68 49
domestica doméstico P
Marsupialia)
. Alllgat(_)r . caiman Chordata Reptilia 72 47
mississippiensis
Xenopus tropicalis sapo Chordata Amphibia 63 42
Salmo salar Salmén comin Chordata Actinopterygii 64 37
. . pez lanceta Chordata .
Branchiostoma floridae (amphioxo) (Cephalochordata) Leptocardii 61 30
Ciona intestinalis ascidia Chordata Ascidiascea 52 34
(Urochordata)
Lingula anatina “lamp shell” Brachiopoda Lingulata 60 36
Strongylocentrotus erizo de mar Echinodermata Echinoidea 65 32
purpuratus
Acanthasterplanci estrella de mar Echinodermata Asteroidea 52 34
Saccoglossgs gusano de Hemichordata Enteropneusta 50 34
kowalevskii bellota
Cassostrea gigas ostién Mollusca Bivalvia 55 35
Capitella teleta lombriz Annelida Polychaeta 50 38
Macrostomum lignano - Platyhelminthes Turbellaria 52 34
Orbicella faveolata coral Cnidaria Anthozoa 40 43
Icht?nyuolgglt”rgnus protozoo ciliado Ciliophora Hymenostomatida 31 31
Pseudocoh_nllembus protozoo ciliado Ciliophora Oligohymenophora 16 44
persalinus

*Refiere al porcentaje de cobertura de la secuencia problema (“query”).
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Description

synthetic construct hits
Human ORFeome Gateway entr

Alligator mississippiensis hits

Gavialis gangeticus hits
Crocodylus porosus hits
Pelodiscus sinensis hits

Pogona vitticeps hits
Anolis carolinensis hits

Python bivittatus hits

Thamnophis sirtalis hits

Manorana parkeri hits

Xenopus tropicalis hits

Xenopus laevis hits
Latimeria chalumnae hits

Pwvgocentrus nattereri hits
Astyanax mexicanus hits

Cyprinus carpio hits
Danio rerio hits

Sinocyclocheilus anshuiensis hil
Sinocyclocheilus rhinocerous hit
Sinocyclocheilus grahami hits

Oncorhynchus kisutch hits
Oncorhynchus mykiss hits
Salmo salar hits
Callorhinchus milii hits

Branchiostoma belcheri hits
Branchiostoma floridae hits
Ciona intestinalis hits
Saccoglossus kowalevskii hits
Strongylocentrotus purpuratus hi

Capitella teleta hits
Lingula anatina hits

Crassostrea gigas hits
Mizuhopecten yessoensis hits

Lottia gigantea hits

Aplysia californica hits
Biomphalaria glabrata hits
Octopus bimaculoides hits

Orbicella faveolata hits
Acropora digitifera hits

Exaiptasia pallida hits

Mematostella vectensis hits
Pseudocohnilembus persalinus |

Figura IV.1. Ejemplo de reporte taxondmico de secuencias homdlogas a SPATS1 de ratdn en organismos

distantes en la evolucién (excluye mamiferos).
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Figura IV.2. Filogenia de los metazoarios. Destacados en rojo se muestran los taxones para los que

se

identificaron secuencias homodlogas a SPATS1 de Mus musculus. No se encontraron secuencias homadlogas en

los genomas de C. elegans (Phylum Nematoda) ni D. melanogaster (clado Pancrustacea, Phylum Arthropoda).
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence aligrnment
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Figura IV.3. A (pagina anterior). Arbol filogenético reducido del gen Spats1. Se muestran, a modo de ejemplo,
algunos mamiferos pertenecientes a las tres sub-clases (Euterios, Metaterios y Monotremas), un reptil
(tortuga), y un urocordado (cordado primitivo). En rojo se destaca Spatsl humano. En verde, a la derecha se
muestran las regiones nucleotidicas alineadas. Cuanto mas alejado esta el organismo evolutivamente de Mus
musculus, la regidon que mas varia es la N-terminal, correspondiente a los primeros dos exones de la proteina
(de un total de ocho exones). Los exones 3-7 parecen ser los mas conservados en la evolucion. B. Alineacidn
mediante el programa clustalW de las secuencias de la proteina SPATS1 de agunos vertebrados seleccionados,
para ilustrar lo mostrado en la figura IV.3A. Los organismos seleccionados son: Mus musculus, Rattus
norvegicus, Homo sapiens y Equs caballus (mamiferos euterios), Monodelphis domestica (marsupial), y Alligator
mississippiensis (reptil). En gris se muestran las identidades aminoacidicas con respecto a la proteina de M.
musculus. En celeste se observan aminoacidos conservados entre otros organismos.
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1.B. Conservacion del patron de expresion de Spats1

A continuacidén nos propusimos evaluar si ademas de la secuencia, el patrén de
expresion de Spats1 también se encontraba conservado en las distintas especies. Con ese fin
se buscd la informacién disponible sobre expresion génica. El andlisis de los conjuntos de
datos generados por el proyecto Mouse ENCODE Project de la enciclopedia ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements, del National Human Genome Research Institute de los
Estados Unidos), muestra de modo indudable que, al igual que en la rata, en el ratén Spats1
es un gen de expresidon eminentemente testicular (Figura IV.4A). Ademads, los rastreos
mediante el buscador Ensembl nos permitieron comprobar que en todas las especies para
las cuales existe informacién empirica acerca de la expresion de este gen en distintos tejidos,
Spats1 es un gen de expresion diferencial del testiculo (Figura IV.4B).

Por otra parte, para los homdlogos de SPATS1 identificados mas alla de los
mamiferos y registrados en la base de datos de NCBI (ver Tabla IV.1. y Figura IV.1), la gran
mayoria correspondid a transcriptos que fueron identificados en el testiculo. A modo de
ejemplo, tal es el caso para peces Oseos (teledsteos: Oryzias latipes, nUmero de acceso
FS557457) vy cartilaginosos (condroictios: Callorhinchus milii, numero de acceso
XP_007901502.1), cefalocordados (Branchiostoma belcher, numero de acceso
XP_019647808 vy Branchiostoma floridae, numero de acceso XP_002590276.1),
hemicordados (Saccoglossus kowalevskii, numero de acceso XP_002731024.1),
equinodermos (Strongylocentrotus purpuratus, numero de acceso XP_001184069.1),
braquidpodos (Lingula anatina, nUmero de acceso XP_013389114.1), y moluscos (Octopus
bimaculoides, nUmero de acceso XP_014774497.1).

En relacion al patron de expresidn de Spatsl en el testiculo, hemos realizado en
colaboracién con otros investigadores de nuestro grupo, estudios de RNAseq en los que
analizamos el transcriptoma a lo largo de la espermatogénesis del raton. Para dichos
estudios empleamos distintas poblaciones celulares del testiculo altamente purificadas por
citometria de flujo, representativas de las distintas etapas de la espermatogénesis (Da Cruz
et al., 2016). Los transcriptomas estudiados correspondieron a espermatogonias y células
somaticas testiculares (poblacion 2C en contenido de ADN), espermatocitos en
leptoteno/cigoteno (profase meidtica temprana), espermatocitos paquiténicos (profase
meiodtica media) y espermdatidas redondas (espermiogénesis). El andlisis de las listas de
transcriptos generadas mostrd que la expresion de Spats1 en el raton aumenta en la profase

meidtica media: Spatsl aparece expresada aproximadamente unas 2,5 veces mas en los
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espermatocitos paquiténicos que en la poblacion 2C y espermatocitos lepto/cigoténicos. Por
otra parte, la expresion decae aproximadamente 4,5 veces en las espermatidas (ver listas
suplementarias del mencionado manuscrito). Este resultado confirma los datos publicados
previamente por nosotros para la rata, mostrando que el patron temporal de expresién de

Spats1 a lo largo de la espermatogénesis coincide en ambas especies.
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Figura IV.4. A. Patron de expresion de Spatsl en distintos tejidos del ratdn obtenido mediante ensayos de transcriptémica.
Fuente: Mouse ENCODE Project. Las barras del gréfico representan RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads). Se
destaca testiculo con un 6valo rojo. B (pagina siguiente). Patron de expresion tisular de Spatsl en distintas especies,
identificado mediante el buscador Ensembl. Las especies mostradas son Mus musculus, Rattus norvegicus, Homo sapiens,
Ovis aries (oveja), Eqqus caballus, y Opposum (zariglieya, marsupial). La columna correspondiente a testiculo se destaca,

con un 6valo rojo.
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1.C. Similitudes con otras proteinas, y dominios proteicos

Para estos estudios nos basamos en la secuencia de SPATS1 de M. musculus. La
busqueda de similitudes de secuencia con otras proteinas en bases de datos nos indicod que
SPATS1 no seria parte de una familia proteica, ya que no presenta similitudes importantes
con ninguna proteina conocida, por lo cual no podemos inferir funcién a partir de similitudes
con otras proteinas.

El dato mas llamativo, surgido a partir de los analisis efectuados con la herramienta
de software Conserved Domain Architecture Retrieval Tool contenida en el portal NCBI, fue la
homologia parcial con la proteina CDC5L (cyclin dependent kinase 5-like), una proteina
presente en todos los eucariotas e involucrada en la regulacién del ciclo celular (ver Figura
IV.5A). Se ha visto que dicha proteina constituye parte del ensamblaje proteico del
espliceosoma (Boudres et al., 2000), exhibe un dominio central rico en prolina que actua
como activador transcripcional, es fundamental para la progresion del procesamiento del
pre-ARNm e ingreso en mitosis, y presenta similitud significativa con la proteina CDC5 de
Schizosaccharomyces pombe, importante regulador de la salida de G2 e ingreso en mitosis
en la levadura (Ganech et al., 2011).

Curiosamente, en todos los genomas de mamiferos pertenecientes a diversos
ordenes que hemos investigado asi como en otros vertebrados, Spats1 y Cdc5/ son genes
contiguos, encontrandose siempre en el mismo cromosoma (Figura IV.5B y Tabla IV.2). Es
mas: en los transcriptomas de al menos dos de las especies analizadas, Cricetulus barabensis
(hdmster chino), y Echinops telfairi (erizo de tierra), los dos genes se encuentran fusionados
expresandose como una Unica unidad transcripcional (Figuras IV.5Cy D).

Ignoramos el significado de este hallazgo, y en particular de que ambos genes
compartan una region con similitud de secuencias, pero el hecho de que estos genes
segreguen juntos a lo largo de la evolucion de los mamiferos y de otros vertebrados podria

eventualmente sugerir algun tipo de relacién funcional.
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Figura IV.5. A. Resultados obtenidos del analisis de busqueda de proteinas con homologia de dominios
proteicos con SPATS1. Las barras violetas (SASRP1: spermatogenesis-associated serine-rich protein 1)
representan distintos fragmentos de la secuencia de SPATS1 encontrados en las otras proteinas representadas,
que podrian, eventualmente, tener homologia funcional. Entre ellas se encuentra la proteina CDC5L (flecha
roja). B. Se muestra un ejemplo de cdmo Spats1 y Cdc5/ son genes contiguos en ratén (circulo rojo). C (pagina
siguiente). Secuencias de ARNm de Cdc5/ de hamster chino (gi|344245234|gb|EGWO01338.1|) y Spats1 de M.
musculus (gi]| 259013563 |ref[NM_145026.3|) traducidas conceptualmente, alineadas. En el recuadro se puede
observar la regién de SPATS1 de hamster chino que alinea con SPATS1 de M. musculus, y que en el hamster
chino el gen Spats1 estd fusionado con el gen Cdc5l. Los asteriscos marcan las identidades aminoacidicas. D
(pagina siguiente). Alineamiento de las secuencias proteicas (ARNm traducido conceptualmente) de CDC5L de
erizo de tierra (gi| 507682399 | ref| XM_004710878|) con SPATS1 de M. musculus
(gi]259013563 |ref|[NM_145026.3|). Se puede observar que, al igual que en el hamster chino, el ARNm del
erizo tiene los dos transcriptos fusionados. En el recuadro se muestra la region de SPATS1 encontrada dentro
de CDC5L del erizo. Los asteriscos marcan las identidades aminoacidicas.
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Tabla IV.2. Ejemplos de la ubicacion en el genoma de distintos vertebrados, de los genes Spats1 y Cdc5l.
Obsérvese que tanto entre los mamiferos como en Xenopus estan en el mismo cromosoma, no asi en el pez

Nombre comun

Mus musculus

cebra.

Locus Spatsl

Chromosome 17: 45,448,937-

Locus Cdchl

Chromosomel7: 45,391,892-45,433,707

45,474,938
Bos taurus (vaca) Chromosome 23, 17681089- Chromosome 23: 17,731,040-17,771,515
Homo sapiens Chromosfr;? 14217,342,660- Chromosome 6: 44,387,525-44,450,426
P?thi:ﬁgg’ndcyg)es Chromosfs"jgggigjfoasll' Chromosome 6: 45,049,174-45,109,342
Eqqus caballus Chromoszggfg’:;é?é,ZM,SOS- Chromosome 20: 43,237,277-43,285,465
Delphinus delphis (delfin) Ge”escaﬁi$7gf§2:154290' GeneScaffold_1482: 183,660-226,589

Xenopus laevis

Chromosome 5: NC_030681.1
141783374..141801829

Chromosome 5, NC_030681.1 143865412-
143889586

Danio rerio
(pez cebra)

Chromosome 20:
36220508..36232917

Chromosome 17: NC_007128.7
5061135..5105925

A continuacidn se realizé la busqueda de dominios conocidos en la proteina SPATS1

mediante diversas herramientas bioinformaticas, y empleando para ello la secuencia de la

proteina de M. musculus. Ademas de la regién rica en serinas y la sefal de localizacién

nuclear previamente reportadas (Capoano et al., 2010), estudios realizados en paralelo

empleando los programas Coils, Marcoil, NPS y Predictor of coiled-coil regions indicaron la

presencia de un motivo de tipo coiled-coil en la regién C-terminal, entre los residuos

229/230y 242/243 de la proteina (Figuras IV.6A y B). Los coiled-coils son motivos que suelen

mediar interacciones proteina-proteina, ya sea homotipicas o heterotipicas (e.g. Fraune et

al., 2012b). Muchas proteinas estructurales, asi como también proteinas participantes en la

regulacién de la expresion génica, presentan motivos de tipo coiled-coil (e.g. Fraune et al.,

2012b; Terawaki et al., 2017). Varias proteinas implicadas en la union intercelular también

poseen motivos de este tipo (e.g. Sarrouilhe et al., 2006, Schofield y Bernard, 2013; Xu et al.,

2017).
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Figura IV.6.A. Secuencia de aminoacidos de la proteina SPATS1 de M. musculus. Se sefialan el tramo rico en
serinas (verde), la sefal bipartita putativa de localizacion nuclear (rojo) y el motivo coiled-coil predicho (azul).
B. Prediccion de motivo coiled-coil en la secuencia de SPATS1, realizada mediante los programas Coils (a),
Marcoil (b), NPS (c) y Predictor of coiled-coil regions (d). El recuadro rojo en b comprende las probabilidades de
formar coiled-coil, para cada uno de los aminoacidos sefialados. En d la regidn correspondiente al coiled-coil

esta individualizada con una secuencia de Hs.
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1.D. Prediccion de estructura proteica (MODbase Database)

En el pasado, no habiamos conseguido modelar la proteina SPATS1 por falta de
estructuras cristalinas documentadas para proteinas, que fueran lo suficientemente
similares como para permitir su uso como base para el modelado. En esta instancia y con la
incorporacion creciente de estructuras cristalinas de diferentes proteinas en las bases de
datos, se realizé la modelizacién tedrica de la proteina SPATS1 de M. musculus. En la Figura

IV.7 se observa la estructura proteica estimada, predicha por el programa MODbase.

A

C
¥ s

MSPSMLTGNSPRGCRLPS ISSTTCGRQLEKVPEKRDSGMTEVERTYSANCSDFLESKGCF
ANTTPSGKSVSSSSSVETGPSVSEPPGLPRVSAYVDTTADLDRKLSFSHSDHSSEMSLPE
VQKDKYPEEFSLLKLQTKDGHRPEWTFYPRFSSN IHTYHVGKQCFFNGVFLGNKRSLSER
TVDKCFGRKKYD IDPRNG IPKLTPGDNPYMYPEQSKGFHKAGSMLPPVNFS IVPYEKKFD
TFIPLEPLPQIPNLPFWVKEKANSLKNE IQEVEELDNWQPAVPLMHMLHLSGALDFPRQS

Figura IV.7. Modelizacion de la proteina SPATS1 de MODBase. A. Estructura tedrica predicha por el software de
modelizacion Modbase. B. Secuencia proteica predicha de SPATS1 de ratén. En rojo se observa la region de la
proteina utilizada por el programa para la modelizacién.

El molde cristalino mas cercano encontrado en la base de datos, y que utilizo el
software para modelar a SPATS1, corresponde a la proteina 2RI9_A, con una identidad de
secuencia del 37%. Se trata de una proteina de 475 aminodcidos llamada alpha-1,2-
manosidasa, perteneciente a Penicillium citrinum.

Del andlisis del modelo de la estructura predicha se desprende que SPATS1 es una
proteina hidrofilica, con hojas alpha y beta, sin estructuras internas hidrofébicas o
globulares. Esto indica que SPATS1 seria una proteina facilmente accesible por fosfatasas,
kinasas u otras proteinas. Destacamos que en todas las especies analizadas SPATS1 presenta

un tramo de serinas de longitud variable que en el ratdn esta constituido por una treoninay
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diez serinas consecutivas, que constituye un probable blanco de fosforilacién por
serin/treoninkinasas. En este sentido, previamente habiamos demostrado que la proteina
SPATS1 de Rattus norvegicus es altamente fosforilable, y que dicha fosforilacidon
probablemente ocurre en su tramo de serinas (Capoano et al., 2010). Por otra parte, el
software también sugiere que SPATS1 no presentaria sitios de union a ADN. Nuevamente, en
este caso el modelo tridimensional de la proteina no contribuye a permitirnos inferir

funcion.

1.V.E. Prediccion de interacciones proteina-proteina

Se realizaron busquedas de informacion disponible acerca de posibles proteinas que
pudieran interactuar con SPATS1, empleando la base de datos de interacciones moleculares
IntAct, que provee una base de datos y un conjunto de herramientas de analisis de acceso
libre para estudio de interacciones moleculares, basandose tanto en la literatura como en
informacién subida directamente por usuarios. Las busquedas mediante este recurso
arrojaron informacion correspondiente a estudios empiricos de doble hibrido de levadura

(no publicados), que mostraron siete posibles interactores para SPATS1 (ver Tabla IV.3):

. Alpha catenina (CTNNA3): Proteina de los complejos de adhesién celular, de unién a
actina, B-catenina y cadherina (ver Introduccién). También conocida como alpha T-catenina
(testicular), ha sido reportada como una proteina tejido-especifica expresada
predominantemente en las células mioides peritubulares del testiculo, y en el corazén
(Janssens et al., 2001). Su interaccidn con la via Wnt ha sido reportada (Busby et al., 2004).

o Zinc finger protein ZIC1: activador transcripcional involucrado en neurogénesis, que
promueve la migracién de ciertas neuronas hacia territorios localizados ipsilateralmente en
el cerebelo (Yokota et al., 1996). Informacidn reciente sugiere que ZIC1 podria desempeiiar
un rol en el cancer de ovario (Du et al., 2015).

. GPHN (gephirina): Proteina citoesquelética asociada a microtubulos, involucrada en
interacciones entre el citoesqueleto de actina y proteinas de membrana. En el sistema
nervioso, se cree que ancla el receptor inhibitorio de glicina a microtubulos subsinapticos. En
tejidos no neurales, participa también en la biosintesis del cofactor molibdeno (Climer et al.,
2015).

. MISP (Mitotic interactor and substrate of PLK1): Proteina con multiples sitios de

union a actina, que participaria, entre otras cosas, en la orientacion del huso y progresiéon
72



mitética. Ligaria los microtubulos al citoesqueleto de actina y las adhesiones focales. Co-
localiza parcialmente con actina-F, y se ha propuesto como un efector en la reorganizaciéon
de la actina, especifico de tipo celular (Kumeta et al., 2014).

. KCTD9, BTB/POZ domain-containing protein: Proteina participante en las vias de
ubiquitinacion de proteinas, para su degradacion por el proteasoma (Ji et al., 2016).

. CFLAR (Casp8 and FADD-like apoptosis regulator). Inhibidor de la apoptosis,
expresado predominantemente en el testiculo (Ming-Xiao et al., 2013). Interactta con FLICE,
caspasa 8, caspasa 10, MAP2K1, TRAF y DED (Wang et al., 2017).

. SPG7 (Spastic paraplegin-7). Metaloproteasa ATP-dependiente, que se localiza en la
mitocondria (Shanmughapriya et al., 2015). Un marco abierto de lectura situado en el
extremo 3’-UTR del ARNm de Spg7 ha sido identificado como un regulador de la adhesion
celular, si bien no existe evidencia experimental de la produccidn enddgena de dicha

proteina (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UQ90).

Si bien es cierto que los estudios de doble hibrido suelen dar numerosos falsos
positivos, y por lo general los resultados deben ser corroborados por otro método, resulta
llamativo que una importante proporcién de las interacciones identificadas por los ensayos

de doble hibrido corresponden a proteinas citoesqueléticas, de interaccién con actina.

Tabla IV.3. Resultados de la bisqueda de interacciones proteina — proteina, obtenidos mediante IntAct.

SPATS1 Q49643 CTHNAZ | Q9UI4T-2 two hybrid array EBI-14817746 IntAct
EBI-3923692 EBI-11962928 imex : IM-25472-66276
two hybrid prey pooling EBI-14817735 IntAct
approach imex : IM-25472-66275
SPATS1 Q48643 ZIc1 Q15915 two hybrid prey pooling EBI-14295728 IntAct
EBI-3923692 EBI-11963196 approach imex : IM-25472-20475
two hybrid array EBI-14296739 Intact
SPATS1 Q49643 GPHN QONGX3 two hybrid array IntAct
EBI-3923692 EBI-2371891
SPATS1 Q49643 ISP Q8IvT2 twio hybrid prey pooling Intact
EBI-3923692 EBI-2555085
Intact
SPATS1 Q49643 KCTDS Q7L273 two hybrid prey poaling Intact
EBI-3923692 EBI-4397613 approach imex : IM-25472-12173
two hybrid array EBI-14202616 IntAct
imex : IM=-25472-12174
SPATS1 Q49643 CFLAR 015519 two hybrid array EBI-3923709 Intact
EBI-3923692 EBI-514941 imex : IM-15364-1636
SPATS1 Q49643 SPG7 Qsug90 two hybrid array EBI-3523699 IntAct
EBI-3923692 EBI-717201 imex : IM-15364-1635
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2. GENERACION DE RATONES KNOCKOUT DEL GEN Spats1

Los analisis bioinformaticos no arrojan ideas claras acerca de la posible funcién de
SPATS1 en relacién con la espermatogénesis. Con el objeto de intentar conocer la funcion de
esta proteina, se procedid a la generacién de ratones knockout (KO) para el gen Spatsli.
Dado que no existian antecedentes de la generacion de ratones KO en el Uruguay,
desarrollar la tecnologia de produccion de ratones KO en nuestro pais constituyé un objetivo
en si mismo, mas alla del objetivo especifico en relacién a la caracterizacién funcional de la

proteina SPATS1.

2.A. Utilizacion del método Recombineering para la generacidn de ratones KO

En primera instancia se decidid abordar la construccidon del ratén KO mediante la
técnica de Recombineering, técnica que al momento de iniciarse este proyecto se describia
como revolucionaria y de mucho mayor eficiencia que las preexistentes (Liu et al., 2003;
Chan et al., 2007). Como se explicd anteriormente (ver Introduccidn), el sistema requiere la
generacion de un vector direccionador (targeting vector), lo que involucra varios pasos de
construccion molecular hasta su obtencidn. Los pasos involucrados en la construccién del
vector direccionador se detallan en Materiales y Métodos. Brevemente, el primer paso es
subclonar aproximadamente 13 kb del BAC Spatsl en un “plasmido aceptor” PL253. El
segundo paso seria recombinar un casete de resistencia a neomicina (Neo") de 1,9 Kb, de
manera que interrumpiera el exén 2 de la secuencia de Spatsl subclonada en el plasmido
aceptor.

En primer lugar, se adquiri6 un BAC conteniendo la secuencia de Spatsl de M.
musculus. A continuacion, se amplificd por PCR el casete Neo'a partir del plasmido plL452
(no mostrado). Luego, se consiguié amplificar por PCR y ligar los dos brazos de homologia al
BAC Spats1 (“PCR arms”, de 450 pb cada uno) en el vector PL253, consiguiéndose asi el
“plasmido aceptor” (Figura IV.8), como requiere la técnica.

Posteriormente, células SW102 fueron incubadas a 42°C por 15 minutos para activar
la expresiéon de las recombinasas, y se les electropord el plasmido aceptor linealizado
(conteniendo los brazos de homologia).

De este experimento esperabamos obtener colonias recombinantes que contuvieran
el pldsmido direccionador, con 13 kb de Spatsl subclonadas desde el BAC, mediante el

método de gap repair. El resultado del experimento fue que crecieron miles de colonias
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transformantes resistentes a ampicilina (marcador de seleccién presente en el plasmido
PL253), pero carentes del plasmido. Es decir, la recombinacion se produjo de tal modo que el
plasmido aceptor quedd inserto en el BAC, en vez de subclonarse los 13 kb de Spats1 del
BAC en el plasmido aceptor, que era el Ultimo paso para la obtencién del vector

direccionador.

PL253 — Plasmido — Plasmido - MPM
vacio Aceptor Aceptor  1000pb

Figura IV.8. Se muestra un gel de electroforesis en agarosa al 1%, donde se corrieron el plasmido PL253 control
(vacio) y los plasmidos aceptores lineales (PL253 + “PCR arms” ligados).

Luego de varios meses de intentos, y dada la aparicion de algunos trabajos
reportando que este era uno de los problemas que podian presentarse en el uso de esta
técnica (Lee et al., 2009), se decidié discontinuar los experimentos e intentarlo por el

método de gene trap.

2.B. Utilizacién del método de gene trap

El primer paso fue realizar una busqueda en la base de datos del portal del Knockout

Mouse Project (https://www.komp.org), para averiguar si ya existia algun ratén KO para

Spats1 desarrollado disponible, o células madre que ya hubieran sido mutadas en el gen
Spats1 mediante la técnica de gene trap. Con respecto a la disponibilidad de ratones KO para
Spatsi, el resultado fue que hasta el momento no se hallaba publicado o reportado en bases
de datos ningln ratdn KO para este gen. Por otro lado, se encontraron cientos de clones de
células ES que contenian gene traps en el gen Spats1.

Luego de un exhaustivo analisis de secuencia de los clones de trampa génica de
Spats1 disponibles, finalmente seleccionamos tres lineas celulares que contenian el gene
trap en el intrén 1, entre los exones 1 y 2 (Figura 1V.9), de modo que el casete estuviera
interrumpiendo el gen al inicio del mismo (ver Introduccion, Figura 1.6B), y maximizando asi
las posibilidades de que la proteina aberrante obtenida fuera no funcional. El motivo para
haber elegido tres lineas es que no es infrecuente que algunas de estas lineas celulares

puedan contener defectos cromosdmicos como aneuploidias, o defectos epigenéticos
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(Carstea et al., 2009), y por lo tanto no prosperen, por lo cual se recomienda elegir mas de
una.

Las tres lineas de células ES Lex3.13 (de ratones negros, cepa C57BL/6N) mutadas
seleccionadas, fueron los clones IST13143D8, IST10765G4 e IST15080B12 (ver Figura IV.9).
Estas células fueron microinyectadas en blastocistos o mérulas de ratones de la cepa de

laboratorio BALB/cJ (albinos), y los embriones se transfirieron a hembras pseudoprefiadas.

Clon I5T1314308

Clon IST10765G4

Clon IST15080812

1754050, A0TanI 1T 8SRTIT . AT i 7 ESEBeaT . AR
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FLY EHE 457 FriTen PEASN P Frme ﬁ'.-t.ﬁ-:tl ¢-.4|§:t
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Figura IV.9. Se muestra el sitio donde esta interrumpido el gen Spats1 en cada uno de los tres clones de células
ES seleccionados. En cada caso, las lineas negras verticales representan exones mientras que las lineas
horizontales entre exones representan intrones. Las rectas verticales azules indican la zona donde se inserté el
casete de trampa génica en cada caso. En los 3 clones el gene trap se inserté en el intrén 1 (entre el exén 1y el
2). Tdmese en cuenta que Spatsl en el ratén estaria codificado a partir de la hebra complementaria a la
secuenciada, por lo cual el extremo 5 del gen aparece a la derecha y el 3’ a la izquierda (ver punta de flecha,
indicando la direccion de la transcripcion).

En particular, empleando el clon IST13143D8, a partir de 24 sesiones de
microinyeccion y 1130 embriones microinyectados, se obtuvieron tres quimeras. Si bien el
porcentaje de transgénesis fue bajo (0,3%), las tres quimeras mostraron >50% de
guimerismo cada una, lo que se puede apreciar facilmente en el grado de aparicién de
células oscuras en el raton blanco mostrado en la Figura 1V.10.

Se efectuaron cruzamientos hasta obtener al menos 100 crias de cada una de las tres
quimeras, pero todas las crias resultaron de color blanco, es decir, que ninguna tuvo
descendencia portando la mutacién. Este hecho no es inusual, y puede estar relacionado con
la cepa de ratones en que se han generado los gene traps, dado que se ha reportado que en

esta cepa en el mejor de los casos sélo aproximadamente un 30% de las mutaciones son

transmitidas a la linea germinal, como se discutira mds adelante (ver Discusion).
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Figura 1V.10. Imagen de uno de los tres ratones quiméricos para el gen Spats1 obtenidos por el método de
Genetrap, donde se observa el alto grado de quimerismo.

En la tabla IV.4 se consignan el numero de sesiones de microinyeccidn realizadas,
tasa de supervivencia, nUmero de pupas modificadas, porcentaje de pupas mutantes sobre

el total de embriones microinyectados, y nimero de madres dadoras y receptoras.

Tabla IV.4.Datos de microinyeccion de células ES y resultados obtenidos.

Técnica Microinyecciones N° de animales usados
o % sobrevida de Ratones % Transmision a
\ . " P Donantes Madres la linea
: embriones modificados Transgénesis )
sesiones o 4 Hembra receptoras germinal
microinyectados obtenidos total

ES Cell: 87.6 0.3 o
Genetrap 24 (990/1130) 8 (3/1130) 280 60 0%

2.C. Utilizacién de la tecnologia CRISPR/Cas9

Debido a que no se obtuvieron descendientes nulos Spats1 de los ratones quiméricos
generados mediante la microinyeccion de células madre embrionarias, se decidio ensayar la
metodologia de CRISPR/Cas9, cuya aplicacion en ese momento habia sido recientemente
publicada, y de la que aln no existian antecedentes de su uso para la generacién de ratones
KO en el Uruguay.

Para ello, se disefiaron y adquirieron las construcciones moleculares para la
modificacion genética de los embriones de ratdn, segin se describe en Materiales vy

Métodos. Brevemente, el esquema de trabajo realizado se representa en la Figura IV.11.
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Procedimiento seguido en la generacién del KO

1. Disefio de ARNg CRISPR.

2. Sintesis de ARMNg. Testeo nwvira

3.  Aislamiento de embriones de ratdn de
na célula.

4,  Microinyeccion de embriones con
componentes ARNg- CRISFRACasD en
embriones,

5. Transferencia de embriones a hembras
[seudoprefadsas receptivas.

6. Gendipific acidn de la descendencia.

7. Cnzamentos

£ Gendipificacidn de la descendencia

9, Cuzamentoes a hormocioosis

10. Gendipffic acidn de la descendencia

Figura IV.11. Esquema de trabajo para la obtencién de un ratén KO por el método CRISPR/Cas9.
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2.C.a. ARN guia

Como se menciond en la Introduccion, el primer paso para la generacion de ratones
KO mediante el sistema CRISPR/Cas requiere el disefio de una sonda de ARN llamada ARN
guia (ARNg).

Las figuras IV.12A y B muestran las secuencias para potenciales ARNg obtenidas
mediante analisis con los programas CHOP-CHOP y Custom gRNA, respectivamente. Para la
seleccién de la secuencia a utilizar como ARNg de entre dichas listas, se tomaron como
criterios:

e que la secuencia candidata a ARNg estuviera lo mas cercana posible al inicio de la

secuencia codificante de modo de incrementar las posibilidades de que el
producto obtenido fuera no funcional, y

e que la secuencia seleccionada tuviera el menor nimero posible de off-targets, es

decir, secuencias que debido a complementariedad parcial de bases con el ARNg,

pudieran oficiar de potenciales blancos no deseados (Jinek et al., 2012).

Como se observa en la figura IV.12C, en el ratén el gen Spats1 presenta 8 exones
(cada exdén anotado con un color diferente sobre la secuencia del ARNm). El exdn 1 sélo
codifica para cinco aminoacidos, en tanto el exdn 2 no presentd secuencias que
resultaran buenas candidatas para el disefio del ARNg segun el programa Custom gRNA.
Por lo tanto, estableciendo un compromiso entre ambos criterios senalados
mas arriba, se selecciond el ARNg Spats1.2 (Custom gRNA, ver Figura IV.12B) como secuencia
para la construccion del ARNg (TTCGCTGCCTGAAATCCCAAAGG, donde en negrita se destaca
la secuencia PAM), que dirige la mutacion al tercer exdn de Spats1 (ver Figura IV.12C). Esta
secuencia esta localizada entre las posiciones 45.461.226 y 45.461.204 del cromosoma 17,y
no encuentra complementariedad en ninguna otra regién del genoma. Ademas, es la
secuencia que tiene el menor numero de secuencias similares con tres diferencias
nucleotidicas, no encontrandose en el genoma otras secuencias complementarias con
menos de tres diferencias (ver Figura IV.12B), por lo que la probabilidad de unién a blancos

parecidos en el genoma seria muy baja (Cong et al., 2013).
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Ranking Target sequence Genomic location | Exon | Strand | GC content (%) RERE
1 GGTCCTTITGTTCTGACGAGAGS chriT 45454504 2 - 52 L] L] L]
2 GOMCCATTAGACTGAGCATAGG cheiT 45481235 3 . 52 o [e |o
3 AGAAGCACTCCTITCCAATETEG chriT 45257038 4 - 48 1] '] ']
4 GOOGTCTTCCGGGGCAMCAGGAGS chri7 45457207 4 T 1] '] ']
5 GAADGAGATARAAGARGTCRAGS chri7 45440489 7 43 1] '] [']
[ AGATTTTGTGAACCTACCAGTGD: chri T 45440418 T - 43 Q [1] [1]
T TGAABAGTTGRAAGCACCTGTGE chrl T 45449175 B - 48 Q [1] [1]
8 GLAAGACTCCATGGAGGATGTGG chriT 45474503 1 - &7 Q ] 1
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ATGGAGTCTTCCAAGGATACCCAGCACGGTGATGCTCTAGAATCTAAAAGTTGCTTGGCTAACAGGACGTCCTCTCGTCAGAACAAA
AGGACCAGCCTCTCGTCTTCTGACGGAACAGGTCCGAGAGTCACTGAGTCCCTAGGCCTTCCCAGGGTGTTGACTCCCTCTGACACG
GCTGCGGAGCTGGGTCAGAAGACCTCCTCCTCTTCGTCTTCCTCCTCTTCCTCTGCTCAGTCTAATCGTTCCTCAAAAGTTTCGCTG
CCTGAAATCCCAAAGGAAAAATATCCCGAGGAATTCAGCCTGCTCAATTCACAGACAGAAGATGGGCAGCGTCCTGAGTGGACATTT
TATCCAAGGTTCAGCAGCAACATCCACACCTACCACATTGGAAAGCAGTGCTTCTTCAATGGGGTCTTCCGGGGCAACAGGAGGTCT
GTGGCAGAGAGGACAGTGGACAACAGCCTCGGGAAGAAGAAATACGATATTGATCCCAGAAATGGAATCCCCAAATTGACACCAGGG
GATAATCCGTACATGTTCCCAGAACAGAGTAAAGAGTTCTTCAAAGCGGGAGCAACTTTGCCTCCGGTGAACTTCTCACTGGGACCT
TACGAGAAAAAATTCGACACATTTATCCCACTTGAGCCACTTCCAAAAATTCCCAATCTGCCTTTCTGGGAGAAGGAAAAAGCCAAC
AATTTGAAGAACGAGATAAAAGAAGTCGAGGAGCTTGACAACTGGCAGGTGCCGATGCCCTTCCTACATGGTTTCTTCTCCACTGGT
GCTTCCAACTTTTCAAGACAACAATGA

Figura 1V.12. Disefio del ARN guia. A. Resultados obtenidos por el método CHOP-CHOP. Se observan resultados
de secuencias que podrian ser utilizadas como ARNg, ordenadas segun su posicion en el gen y nimero de off-
targets potenciales. B. Resultados obtenidos del analisis con el software Custom gRNA (Thermo Fisher
Scientific). Para cada ARNg se presenta la secuencia mostrando que no posee off targets (“0 mismatch”), y los
potenciales sitios de similaridad en el genoma, con tres diferencias nucleotidicas. Ninguna de las secuencias
candidatas encuentra en el genoma secuencias de identidad con un ndmero de diferencias menor de 3. En rojo
se subraya la secuencia que finalmente fue seleccionada, que es la que presenta menor nimero de secuencias
similares con 3 diferencias. C. Secuencia codificante del gen Spatsl de ratdn. Los diferentes exones se
representan en distinto color. La secuencia subrayada en el tercer exdn es la secuencia seleccionada como
blanco para el ARNg.
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Una vez obtenido el ARNg, testamos la eficiencia del mismo en cultivo in vitro de
células NIH 3T3 (fibroblastos de ratdon), empleando el método indicado en el Clevage Kit
(Invitrogen), segun se describe en Materiales y Métodos. Brevemente, el sistema se basa en
realizar una PCR del exén afectado, desnaturalizar, re-hibridar las cadenas de ADN vy digerir
los productos resultantes con una enzima de restriccidn que reconoce errores de
apareamiento. Usualmente se habrd mutado uno solo de los alelos, y aun en caso de
haberse mutado ambos, las alteraciones que éstos porten seran seguramente diferentes.
Dado que al re-hibridar se produciran heteroduplexes, luego de la digestiéon esperamos
observar dos fragmentos de menor tamano. Como se aprecia en la Figura 1V.13, se detectd
una muy buena eficiencia de interrupcion del gen, superior al 20% segun lo estimado de

acuerdo con la informacidn proporcionada por el fabricante del kit.

MP
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Figura 1V.13. Gel de poliacrilamida 12% donde se muestra a la izquierda el producto de PCR del exdén 3 de
Spats1. A la derecha se observa el mismo producto luego de desnaturalizar, re-hibridar las hebras de ADN y
digerir los productos resultantes con una enzima de restriccion que reconoce mismatches, produciendo dos
fragmentos de menor tamafio. El carril del medio (MPM) corresponde al marcador de peso molecular,
consistente en una escalera de 100pb (Fermentas).

2.C.b. Generacion del raton KO por método CRISPR/Cas9

Una vez confirmada la eficiencia del ARNg, se procedio a realizar las microinyecciones
del ARNm codificante para Cas9 y el ARNg en el citoplasma de cigotos de ratones de la cepa
B6D2/F2. Esta cepa es una cruza de ratones hembra B6 con machos DBA/2J (D2), y es un
contexto genético ampliamente utilizado para la generacion de ratones KO

(https://www.jax.org/strain/100006). Las microinyecciones se realizaron en las instalaciones

de la Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentacion (UATE) del IPMont, segun lo

descrito en Materiales y Métodos.
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En primera instancia, se implantaron 99 cigotos microinyectados en 4 madres
pseudo-prenadas. De estos ensayos nacieron 46 crias, las cuales fueron genotipificadas por
secuenciacion Sanger a partir de la amplificacion por PCR del exdén 3 del gen Spatsl,
secuenciando las dos hebras del ADN y por duplicado. Los resultados de la genotipificacion
nos confirmaron la obtencién de 16 ratones modificados genéticamente, lo que representa
un 16% de eficiencia (ver Tabla IV.5). De esas 16 crias, 9 fueron hembras (individuos 0, 1, 2,

23, 26, 27, 28, 43 y 44), y 7 machos (individuos 9, 32, 37,38, 39, 40, 41,).

Tabla IV.5. Datos de microinyeccion con la tecnologia CRISPR y resultados obtenidos.

Técnica Microinyecciones N° de animales usados
o % sobrevida de Ratones % Transmision
N . " . Donantes Madres alalinea
: embriones modificados  Transgénesis .
sesiones N s Hembra receptoras germinal
microinyectados obtenidos total
16 o
CRISPR 1 46 (46/99) 16 (16/99) 31 8 100%

De los 16 ratones modificados obtenidos, 12 resultaron ser heterocigotas para la
mutacion y 4 fueron dobles mutantes con mutaciones diferentes en ambos alelos. Las
mutaciones consistieron en inserciones, deleciones, o “indels” (inserciones y deleciones al
mismo tiempo; ver Figura IV.14A).

En realidad, el analisis detallado de las secuencias nos mostré que 6 de esos ratones
mutantes eran mosaicos (portadores de tres o mas genotipos diferentes), donde los
genotipos suplementarios pasaban desapercibidos en primera instancia por ser minoritarios
(es decir, presentes en un numero menor de células). Naturalmente, la secuencia leida
habitualmente por los equipos de secuenciacion es o la mayoritaria, en caso de mosaicos, o
una mezcla de ambos alelos, en caso de heterocigotas (ver ejemplo ilustrativo en la Figura
IV.14B), por lo cual cada una de las secuencias obtenidas debio ser analizada manualmente.

Dada la gran variedad de mutaciones que se suele obtener en este tipo de
experimentos, es necesario realizar una serie de cruzamientos hasta obtener lineas
homocigotas puras, es decir, con la misma mutacién en ambos cromosomas. Con este
objetivo, se seleccionaron 4 de los animales modificados genéticamente (FO: machos 9, 38 y

41 y hembra 26; ver Figura 4.14A), para continuar con los cruzamientos.
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N N N N N N N NN NN

180 190 200 210 220 230
referencia mouse AAAGIIICGEIGCCTGARATCCCARAGGNARAATATCCCOAGGAATICAGCCTGCTCAATTC
0 Spatsl-E3-R  AARGTTTCGCTGCCTGARA======~ GGAAARATATCCCAAGGARTTCAGCCTGCTCAATTC
1 Spatsl-E3-R  AARRGITTCGCIGCCTGARA-—=====-= AGAR=--TCCCOAGGARRTCAACCCGCTCAGTTC
2 Spatsl-E3-R  ARAGTTTCGCTGCCTGAAATCCTCGGGGAARR TAACCCGAAGARTTCCGCCCTGEICAATN
9 Spatsl-E3-R  AARGITTCGCTGCCTGAAATC- =~ -ATARRARATATCACGAATARTTCCTGLTGCTTICTTC
23 Spatsl-E3-R ARAGTTTCGCIGCCTGAAA-=========== ARTATCACGAGGAATTCACCCAGCAARTTIC
26 Spatsl-E3-R ARAGTTTCGCIGCCTGAAATGA- iihiﬁhiﬁiiiii?::ﬁaﬁﬁ"GTCT?CC?G:? CATIC
27 Spatsl-E3-R ARAGTTTCGCIGCCTGARA-==-= ACGGAAGAARARCACGAGGAAGARTTCCTGCTIGAATIC
28 gpatsl-R ARAGTTTCGCTIGCCTGARA - == ===~ GGAAARATATCCCGAGGARTTCAGCCTGCTCAATTC
32 Spatsl-R AARGTTTCGCTGCCTGARA - ===~~~ GOARAAATATCCCGAGGARTTCAGCCTGCTCAATTCI
37 spatsl-R ARAGTTTCGCTOCCTGARA -~ ==~~~ GOARRAATATCCCGAGGARTTCAGCCTGCTCAATTC
38 Spatsl-R ARRGTTTCGCTOCCTGARA -~ ==~~~ GOARRARTATCCCOAGGARTTCAGCCTGCTCAATTCI
39 Spatsl-R "‘G?T?CS:?S:C“G""“--inuisaiihiTiTSCZGnGGAi?TCiGCCTGZTCii?TC:
40 Spatsl-E3-R ARRGITTCGCIGCCTGAARAT------------ CTAACGAGARAAATICCGCCGGATTCAT I
41 Spatsl-R ARAGITICGCIGCCTIGAAA === ======ssssccccossmnnnnnn GCCIGCTCAATIC
43 spatsl-R ARAGTTTCGCTGCCTGARATC - ~ARAGGAAAAATATCCCOAGGARTTCAGCCTGCTCAATTCI
44 Spatal-E3-R AARGTTTCGCTGCCTGAAAT- ===~~~ GAAARRTARAARGARGARTTCAGCCTGLTCACTTC

170 180 190 200 210
\AAGTTTCOC TOCCTOAAATCCCAAGAGAAAAATAT CCAGAAGATCTCECCAC

------------------------------------------------------------------ T T T R PR

l““““““ ;-MI‘-.-mmmhx\lh\in\-.;hm: {

Figura IV.14. A. Se muestra la region del gen Spatsl afectada por el ARNg en los ratones nacidos de los
primeros experimentos de microinyecciéon. En la linea superior se observa la secuencia de referencia
(enmarcada se muestra la secuencia del ARNg), y debajo algunos de los mutantes obtenidos, a modo de
ejemplo. Como puede apreciarse, la modificacidon producida por la reparacién con errores de las rupturas de
doble hebra, es diferente en cada caso. B. Cromatograma obtenido de la reaccidn de secuenciacion de la zona
afectada en el mutante 9, a modo de ejemplo. Como se observa, a partir del sitio de la mutacién (base 183,
indicado con linea vertical azul) se observan dos picos que se superponen, evidenciando la existencia de
diferencias entre ambos alelos.

Los animales seleccionados se cruzaron con ratones wild type (WT) para obtener
ratones heterocigotas (F1) para cada mutacidn, es decir, que cada descendiente de estos
cruces portara un alelo normal y en el otro, una Unica modificacién. En la tabla IV.6 se
aprecian los resultados de la primera tanda de cruzamientos realizada para obtener
animales heterocigotas (+/-) para cada modificacion aislada. De estos cruzamientos se

obtuvieron 8 genotipos heterocigotas, evidenciando que los 4 ratones mutantes
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seleccionados de la FO eran dobles mutantes, y presentaban mutaciones diferentes en

ambas hebras.

Tabla IV.6. Resultado del primer cruzamiento de ratones FO vs WT, y modificaciones encontradas en el exén
3. En amarillo se sefialan las mutaciones que finalmente se seleccionaron para continuar con los experimentos.

Ratén , . Heterocigotas:
(FO) Numero de crias (F1) Mutaci6n especifica exon 3 Efecto resultante
4 (23, 29) Delecion de 7 bases Corrimiento de marco de lectura
9
4 (24, 29) Delecion de 2 bases Corrimiento de marco de lectura
3(24,19) 2 ins + 1 sustitucion Sin corrimiento de marco de lectura
26
2(13,19) 3 sustituciones Sin corrimiento de marco de lectura
2(13,19) Delecion de 2 bases Corrimiento de marco de lectura
38
4 (23, 29) Indel de 9 bases Sin corrimiento de marco de lectura
3(28,19) Delecion de 1 base Corrimiento de marco de lectura
41 .z . 7z . .
6 (33, 39) Delecion de 30 bases Delepnqn de 10 aminoécidos, sin
corrimiento de marco de lectura

2.C.c. Mutaciones seleccionadas

De la gran cantidad de animales genéticamente modificados obtenidos, con diversos
tipos de modificaciones en el exdén 3 del gen Spatsl (deleciones, inserciones, ambas
combinadas), decidimos seleccionar algunos de ellos para continuar con los experimentos.
En particular, se buscé seleccionar ratones en los que la modificacion produjera cambios en
el marco de lectura y codones STOP prematuros, de modo de asegurarnos que la proteina
producto fuera notoriamente diferente de la proteina WT. Finalmente, se seleccionaron dos
mutaciones a las que se designd con el nombre de 7b y 2b, por tratarse de deleciones de 7
bases y 2 bases respectivamente (Figura IV.15). Para el caso del clon 2b, el cambio en el
marco de lectura se produce a continuacién del aminoacido 90, generandose como producto
una proteina aberrante de 111 aminoacidos. Para el clon 7b, el cambio de marco de lectura
se produce a continuacion del aminodacido 89, y el producto obtenido es una proteina

aberrante de 168 aminoacidos (Figura IV.16).
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Figura IV.15. Secuencias de ADN del gen Spats1 referencia (WT) y de los clones 2b y 7b. El recuadro en la
secuencia de referencia muestra la regién blanco del ARNg. Se pueden observar las modificaciones
encontradas en ambos ratones mutantes.

A

| B>
[ TTCGCTGCCTGAAATCCCAAAGG)
PAM

gRNA

WT

AAAAGTTTCGC TGCC TG AAATCCCAAAGG AAAAAT

‘II 1
S T PV Vo ooty [ ] es ] & Jes] €7 ] ] 269 aa
L_Isﬂ !'ﬁ"'"lf! \ &J—i\gﬂmﬁﬁ f._. Ilu‘ uﬂ,fr\{'l_; \"' '.I I\]}J Il \I. Wy ; = =

7b-/-

AAAAGTTTCGC TGCC TG AAAGG AAAAATATCCCG A

[V W 1:)11.4)“_\3{ lﬂ" Vi '.,r\iq WYY W W

TCCCAAA

2b-/-

WAAAGTTTCGCTGCOC TG AAATCAAAGG AAAAATATC

I e T 111
P AV \ y\M’ I'ﬂ ! i_'f\,_;- '- .ﬁj \

‘1' L -mh" o
SPATS1 WT: 269 aa

HESSKEDTOHGDALESESCLANRTSSRONERTSLSSSDGTGPRVTESLGLPRVLTPSDTARELGOKETSSSSSSS55S5 A
OSNRSSKVSLPEIPKEEYPEEFSLLNSOTEDGORPEWNTFYPRFSSNIHTYHIGKQCF FNGVF RGHRRSVAERTVDNS
LGEEEYD IDPRNGIPELTP GNP YHFFEQSKEFFEAGATLFPVNFSLGPYERKFDTF IFLEFLFEIPNLPFWEKEHA
NWLF¥NE IKEVEELDNWVPHFFLHGFFSTGAISNF SROO

del 7b: 168 aa

HESSKDTOHGDALESKESCLANRTS SRONERTSLSSSDGTGPRVTESLGLPRVLTPSD TAAELGOKTISSS3S5S5SSA
QSNRISKWVSLFE

del 2b: 111aa

HESSEDTOHGDALESESCLANRTSSRONERTSLSSSDGTGPRVTESLGLPRVLTPSD TAAELGOETSSSSSSSS5SA
QSHNRSSEVSLPET

Figura IV.16. Proteina SPATS1 WT y proteinas truncas codificadas por los mutantes 7b y 2b. A. En la parte
superior se observa la estructura del gen con sus exones (rectangulos grises) e intrones (lineas horizontales
rectas), y la zona de complementariedad del ARNg (gRNA). Debajo se muestra la secuencia de la regidn
afectada en ambos mutantes (la region deletada aparece encerrada en un tridngulo debajo de cada una de las
secuencias), y un esquema de cdmo seria la proteina mutante en ambos casos, en comparacién con la WT. En
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verde se aprecian las regiones aberrantes, causadas por el cambio de marco de lectura. B. Se muestra la
secuencia de aminoacidos de referencia de SPATS1 de M. musculus. En negro y azul alternadamente se indican
los exones de la proteina. Debajo se presenta la traduccion conceptual de la secuencia de ambos mutantes. Las
secciones sombreadas en verde corresponden a las regiones aberrantes.

Se reiteraron los cruzamientos para los fundadores seleccionados (9 y 38) y se
genotipificd la descendencia, de modo de incrementar el nimero de individuos de ambos
sexos heterocigotas para las mutaciones 7b y 2b. A continuacion se procedid a cruzar los
hermanos de cada camada de los ratones 7b por un lado y 2b por otro, para obtener
animales homocigotas para cada mutacidn, es decir, verdaderos dobles mutantes nulos (F2).
Los cruzamientos se realizaron en cada caso con harenes de un macho y dos hembras, segun
lo indicado en la tabla IV.7.

De aqui en adelante, los animales se cruzaron entre hermanos para obtener mas
animales KO Spatsl’/’ para la realizacion de los diversos experimentos, asi como para el
mantenimiento de la progenie. Si bien en los cruzamientos mostrados en la tabla IV.7 el
numero de individuos por camada fue notoriamente menor para los animales portadores de
la mutacidn 2b, estos resultados no se reprodujeron de manera evidente en los
cruzamientos posteriores entre homocigotas nulos, por lo cual no atribuimos un significado
a esta diferencia. Ademds, como se verd mas adelante, no observamos diferencias

fenotipicas entre los ratones portadores de una u otra mutacion.

Tabla IV.7. Cruzamientos realizados para obtencidon de mutantes nulos Spats1 7b y 2b.

Primer cruzamiento:

Cruzamiento (F1) Numero de individuos obtenidos (F2)

++ +- ‘ -I- (7b)

BN T

+- ‘ -I- (2b)

137b +/- x2 Q 7b +/-

132b+-x2Q 2b +/-

Segundo cruzamiento:

Cruzamiento (F1) Numero de individuos obtenidos (F2)

++ +/- -I- (7b)

++ +1- -I- (2b)

137b +/- x2 Q 7b +/-

13 2b+-x2 Q 2b +/- 2(14,19)
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2.C.d. Evaluacion de la presencia de proteina salvaje y ARNm de Spatsl en los

ratones KO

Con el objeto de confirmar que los ratones KO no producian proteina SPATS1 nativa,
se realizd un experimento de Western blot en extractos proteicos de testiculo de ratones WT
y KO de 30 dias de edad, utilizando un anticuerpo que reconoce la regién central de SPATS1
desde el aminoacido 186 en adelante.

En la figura IV.17 se observa que el anticuerpo anti-SPATS1 no detecté la proteina
SPATS1 en ninguno de los dos mutantes seleccionados (7b'/' y 2b'/’), pero si en extractos de
testiculo de ratones WT. Si bien no conseguimos un anticuerpo comercial que detectara la
proteina completa o la regién N-terminal de la misma y por lo tanto no pudimos determinar
la presencia o no de las proteinas truncas, si demostramos que no existe proteina SPATS1

WT en ninguno de los dos mutantes.

WT1 WT2 7b 2b
I

SPATS T sttt

p-acting S

Figura IV.17. Ensayo de Western blot con anticuerpo anti-SPATS1, en extractos de testiculo de dos ratones WT
de 30 dias y dos ratones KO de la misma edad portadores de distintas mutaciones. En la parte inferior se
observa un Western blot con anticuerpo anti-f actina como control de carga. En la parte derecha de la figura se
aprecia la membrana de transferencia tefiida con Rojo Ponceau, que evidencia similar concentracién de
proteina en los cuatro carriles del gel.

Con respecto a la secuencia de ARNm de los mutantes 7b y 2b, ambos eran
potenciales candidatos a degradacién por la via de Nonsense mediated decay (NMD) (Figura
IV.18). Esta consiste en un mecanismo de proteccién de la célula contra la produccién de
transcriptos aberrantes, cuya sefial para degradacién es la presencia de un coddén STOP
prematuro localizado 50-55 nucleétidos corriente arriba del ultimo sitio de empalme de
exones (Hug et al., 2014; Miller y Pearce, 2014). Por lo tanto, habiéndose determinado que
ninguno de los dos mutantes producia proteina salvaje, nos propusimos investigar si los
transcriptos estaban presentes, o si eran degradados por la via de NMD. Con ese fin,
realizamos una cuantificacién mediante gRT-PCR para los transcriptos Spats1 a partir de ARN
de testiculo de ambos mutantes y de ratones WT como control, empleando en cada caso

tres réplicas bioldgicas.
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Como genes control para la normalizacion se utilizaron los genes Ppplcc (protein
phosphatase 1, catalytic subunit, gamma isozyme; ver Anexos, capitulo VIII.2) y Tax1bpl
(human T-cell leukemia virus type I-binding protein 1), genes de uso doméstico que ya
habiamos empleado con éxito como controles para normalizacion en un trabajo anterior (Da
Cruz et al., 2016).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de Spatsl
entre ratones WT y KO (Figura 1V.19). Ello indica que el ARNm de ninguno de los dos
mutantes seria degradado preferencialmente a niveles detectables en el KO. Podemos por lo
tanto concluir que la proteina aberrante posiblemente se produzca en los ratones KO, si bien

no es posible sacar conclusiones acerca de la estabilidad de la misma.

del 7b:

ATGGAGT CT TCC AR GGA TA CCC A CAC e TEATCCT CTAGAATC TAARLGT TEC TTGAC TAACAGEACG TC CTCTCGT CAGAA CAR AR GRACCAGEC
TCTCGTCTTCTCAC RRAAC ARG TC CoARACT CACTCACT COCTAGECCT TC CCRGRETCTT GAC TCCCT CT GRCACCLCTROC CAG CT GRG TC ACAR
FACCT T T TTOGT CT TOC IO CTCTTEC T T RE TCAGT CTAAT CLT TCCTCARAAL TT TOGCT GOC T ARA———— ——— REAAARA TAT CCCGAG
GAATTCAGCCTGCTCAATT CACAGAC AGAAGATCRECAGCE TOC TEAGT CRACATT TTATC CARGE TTCAGCAGCAAC ATC CACAC CTADC ACATT G
GAAAGCACTGCT TOTTCAR TRGGETC TTC OGOt CAACA CERAGE TC TET GHCAGAGACE AT AGT GLACAAL AGCCT CCCLARGAAG AR ATACCATAT
TEATCCCAGARATCRARTC COCAARTTERCACCACCERRA TAATCCETACAT CTT CCCAGRACAGAG TARAGACTTCTT CAAAMGCOG CAGCARCTTT G
T G T A TTCTC AL TR A TTACC AR A A TT A C A AT TTATCOCACT T AGC CACTT CC AR TT COCARTCT COCTT TCTRRG
AGAAGRAARAMGCCARAC AATTTGAAGARC GAGAT ARAAGAA GTC A GRAGE TTRACAAC TGRCAGG TRCCGATROCCT TOCTACATGFTITCTTCTC
AT CCTeCTTCCAACT T TTCAAGACAMCARTCA

del 2b:

ATGGAGTCT TCCAAGRATA CCCAGCACRETEATGCT CTAGRATC TAARAGT TGO TT GAC TAACA GGACDGTC CTCTCGT CAGAR CAR AR R CCARCC
T CCTeTT CT AT AR GG T Co AR CT CAC TEAGT COCTAGE CCT T CCR G CTC TT GAC TC CCT CT GRCAC GLCTEOCCAG CT GG TC AGAR
GACCTCCTCCTCTTO T CT IO TCCT CT T CC TeT R TCAGT CTAAT CoT TC CTCARAAGTTTCGC TGO CTCAAATC-~ARAGGARARATATCCC
GAGGAAT TCAGC CTGCT CAATTCACKCAC ACARCGAT GLG CAGCCETC CIGRAG TCCRACATT TTATC CARGETT CAGCACC ARCATCCACACCTACCACA
TTGGARRGE AGT GO TIC TT CRATGGHGTC TT COGRRGrARC AGGAGGTC TE TG CAGAGRG GAC AG TRGAC AACAGCC TOCCHAAC RAGAA AT ACGA
TATTGATCCCAGARATCCAATCOC CARAT TCACACCAGGGRATAAT COGTACAT T TCC CAGAACAGAGTARAGACTTCTT CAARCGCCREAGCAACT
TG T O CT AR CT T CT CAC T A TT AL A AR R AT T G ACACA TTTAT CCC AC TICAGCCACT TCCARAAATTCCCAATCTEC CTTICT
GCCAGARCEARAAAGOC AR CAATT TEARGAR COAGA TARRA GARGT COA AT TT GAC AACT G EC AR TECC GAT GO CCT TCCTACATGETTICTT
CTCCACTCCTCCTTCCAACTTTTCAAGACAMACAATCA

Figura IV.18. Secuencia codificante de los mutantes 7b y 2b. En rojo aparece la secuencia del tercer exdn, al
cual se dirigié la mutacién. Sefalada con guiones en el exén 3, se identifica en ambos casos la secuencia
deletada. En negrita y subrayada se muestra en cada uno de los casos la secuencia del codén STOP prematuro
generado.

250

200
Figura 1V.19. Representacion de los niveles de expresion

de Spats1 analizados mediante qRT-PCR en experimentos

150 4 * por triplicado, y normalizados con el gen de referencia
Ppplcc. Los datos estan expresados en unidades

100 arbitrarias, como valores absolutos de expresién
normalizados (+ SD). Las diferencias en los valores de
expresion entre el WT y ambos KO no son significativas

0 (p>0.05). Se obtuvo resultado similar empleando Tax1bpl
como gen de referencia (no mostrado).

0 T T
WT 7b 2b
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3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS RATONES KO Spats1

3.A. Andlisis de ratones KO adultos jovenes

Una vez obtenidos los ratones KO se procedid a su caracterizacion fenotipica, segun
lo establecido en el objetivo especifico 2.3. Para ello se utilizaron ratones adultos jévenes de
aproximadamente dos meses de edad (45 dpp a algo mas de dos meses, dependiendo del
experimento). En todos los casos, los ratones KO empleados se utilizaron en paralelo con
ratones B6 WT de la misma edad exacta y criados en idénticas condiciones, los que fueron
empleados como control. Todos los estudios se realizaron por triplicado (tres animales de

cada tipo), a menos que esté especificamente indicado.

3.A.a. Observacion macroscépica

Una inspeccidn a simple vista de los ratones KO mostré que los mismos no tenian
ninguna deformacion ni deficiencia aparente (Figura IV.20A). No presentaron tendencia al
desarrollo de tumores ni enfermedades observables a simple vista. Se alimentaron y
crecieron normalmente. Con respecto a las génadas, no presentan alteraciones, ni los
machos (Figura IV.20B) ni las hembras KO (datos no mostrados). Tampoco se detectaron
diferencias significativas en el peso corporal entre los ratones WT, heterocigotas (+/-) y
mutantes nulos (-/-) para cualquiera de las dos mutaciones, ni diferencias en el tamafio y

peso testicular (Tabla IV.8).

Figura IV.20. Observacidon macroscdpica de los ratones mutantes y su comparacion con el fenotipo WT. A.
Comparacién de los ratones WT, 767 y 2b7. B. comparacion de los testiculos de los mismos ratones.
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Tabla IV.8. Comparacidn del peso de animales WT, mutantes Spats1 heterocigotas y mutantes homocigotas,
y de su tamafio y peso testicular®.

Diametro testicular

Genotipo Peso d(glr)anlmal Peso ;I;]eslycular —
WT (+/+) 21515 0.09 £ 0.01 73%03
Hetero 7b (+/-) 20.05 +0.45 0.09 £0.01 7.4 £04
Hetero 2b (+/-) 225 +05 0.10£0.01 75 +0.3
Homo 7b (-/-) 225 £15 0.09 +0.01 7.4 +03
Homo 2b (-/-) 21.7 £0.5 0.09 +0.01 7.8 £0.3

® Los datos corresponden al analisis de tres animales de 45 dpp en cada caso.
b . . s ,
Corresponde al peso testicular sin la tdnica albuginea.

3.A.b. Test de Fertilidad

Para determinar si el gen Spats1 era esencial para la reproduccion efectuamos tests
de fertilidad, de modo de evaluar si los ratones nulos eran fértiles, infértiles, o tal vez sub
fértiles.

Para este experimento se armaron harenes conteniendo cada uno un macho KO de
2 meses de edad para cada una de las mutaciones, y hembras WT. Reciprocamente, se
armaron harenes con hembras KO y machos WT de la misma edad. En paralelo, se
armaron harenes con individuos WT de ambos géneros, los que se utilizaron como control.
Los harenes se dejaron por aproximadamente 7 dias. Tanto los machos como las hembras
KO fueron capaces de reproducirse, y produjeron un numero de crias similar al de los
ratones control (Tabla 1V.9), lo que indicaria que el gen Spats1, al menos por si solo, no es
imprescindible para la reproduccién en ninguno de los dos sexos.

Luego del destete se disecaron tanto las hembras WT como las KO y se contaron los
sitios de implantacion. El numero de sitios de implantacion coincidié en todos los casos con
el nimero de crias nacidas (ver tabla 1V.9), lo que descarta la ocurrencia de abortos in utero.

Finalmente, con el objeto de evaluar si la mutacién podria afectar la fertilidad en caso
de que tanto el macho como la hembra fueran ambos mutantes, se cruzaron entre si machos
KO con hembras KO/ para la mutacion 2b. También en este caso el tamafio promedio de
camada fue similar al observado para los individuos WT, y no se observaron abortos in utero
(ver tabla IV.9). La proporcidén de machos y hembras nacidas fue en todos los casos cercana
al 50% para cada sexo, mostrando que no existe en el KO tendencia a afectarse

selectivamente ninguno de los dos sexos.
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Tabla IV.9. Cruzamientos realizados en los tests de fertilidad.

Tamafio

Cruzamiento E;?:;ﬁii 2 Sd S i m?)iltz;(r)ja((j:?é n D(—:'Ssecxeon g : r:i ia Ncuar:]nearc(j) aie
JWTXQWT 6,66 + 1,15% 6,66 + 1,15% g 2822 3
3207 X Q WT 6,33 + 1,53% 6,33 + 1,53% g 28:2 3
3767 X Q WT 6+0 6+0 252833 3
Q20 T X 3 WT 6+0 6+0 ggg;‘: 2
Q7b X 3 WT 6+0 6+0 gggz: 2
d2b’ X ¢ 2p™" 6+1 6+1 ggg;‘: 3

3.A.c. Representatividad de las distintas poblaciones celulares en el testiculo

Como se menciond anteriormente, en el testiculo se encuentran una gran variedad
de tipos celulares diferentes. Estos distintos tipos celulares poseen diferente contenido de
ADN. Las células basales dentro de los tubulos seminiferos (células de Sertoli, de sostén, asi
como las espermatogonias) tienen un contenido de ADN de 2C, al igual que las células
mioides peritubulares, las presentes en el estroma del tejido testicular (células de Leydig,
fibroblastos, linfocitos, etc.), y los espermatocitos Il. Las células en profase meidtica |
(espermatocitos 1) son 4C en contenido de ADN, y las espermatidas y espermatozoides
tienen un contenido C de ADN. Cada poblacion es capaz de incorporar en su ADN diferentes
cantidades del fluoréforo ioduro de propidio (IP) en funcién de la cantidad de ADN que
posee. El citometro de flujo mide la intensidad de sefial fluorescente de estas células, y
segun su cantidad de luz las clasifica y cuantifica. A su vez, los espermatozoides, a pesar de
ser C en contenido de ADN al igual que las espermatidas redondas, se discriminan como un
pico sub-haploide por citometria de flujo. Esto refleja la mayor compactacién de Ia
cromatina por su unién con protaminas en reemplazo de las histonas, dado que la cromatina
mas compacta disminuye la cantidad de sitios disponibles para la unién del fluoréforo
(Spano y Evenson, 1993) (Figura IV.21A).

En el presente trabajo se analizaron suspensiones celulares de testiculo tefiidas con
IP de ratones de 45 dias de edad WT, heterocigotas (+/-) y homocigotas (-/-) para ambas
mutaciones por citometria de flujo, de modo de obtener datos cuantitativos acerca de cada
una de las poblaciones testiculares. El objetivo era averiguar si a pesar de que los ratones
eran fértiles lo que indicaba la existencia de espermatogénesis completa y, por ende, de
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espermatozoides , alguna de las poblaciones celulares se hallaba numéricamente disminuida
en los ratones KO (por ejemplo, que hubiera un menor nuimero de espermatidas o
espermatozoides) con respecto a los WT. Estos experimentos se realizaron por triplicado
(tres individuos por experimento) en todos los casos.

No se observaron diferencias evidentes en los perfiles citométricos de las
suspensiones testiculares de los ratones KO en relacion con los WT (Figura 1IV.21B y C).
Destacamos que si bien no es posible discriminar los espermatozoides de los detritos
celulares en estos graficos, todas las muestras fueron procesadas del mismo modo y las
suspensiones celulares se prepararon de modo idéntico y siguiendo un protocolo altamente
reproducible (ver Materiales y Métodos). En consecuencia, no existe razén para sospechar
gue la proporcién de detritos pudiera haber sido significativamente mayor en una

preparacién que en otra, y por lo tanto no deberia afectar el resultado.

Figura Iv.21. Analisis de la
representacion de poblaciones con
distinto contenido de ADN en los
testiculos de los ratones KO Spatsl y
WT mediante citometria de flujo. A.
Histograma mostrando el perfil
esperado en los andlisis citométricos de
suspensiones celulares de testiculo
normal de raton adulto. Fuente:
Rodriguez Casuriaga et al., 2009. B, C.
Ejemplos representativos de
histograma y diagrama de puntos de
experimentos de analisis segun
contenido de ADN por citometria de
flujo con tincién con IP, de las
suspensiones celulares de testiculo de
los ratones WT (B) y ko™ (C). Se
indican en cada histograma las
poblaciones con contenido de ADN 4C,
2C y C. Las puntas de flecha sefialan la
poblacién sub-haploide.
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A su vez, los analisis cuantitativos no arrojaron diferencias significativas en las
proporciones relativas de ninguna de las poblaciones celulares de los ratones KO con
respecto a los ratones WT (Tabla IV.10 y Figura IV.22).

Tabla IV.10. Resultados de la cuantificacidon de poblaciones celulares de acuerdo al contenido de ADN por
citometria de flujo, para suspensiones celulares de testiculo de ratdn teiiidas con IP. Se analizaron individuos

WT, heterocigotas y homocigotas nulos para las mutaciones 7b y 2b. Se muestran los promedios de tres
réplicas para cada poblacion (+ SD).

Genotipo C* ‘ 2C* 4C*
WT +/+ 43.9 £3.9 11.1+2.1 6.47£0.4
Hetero 7b +/- 42.7+05 11.3+0.5 6.52+1.0
Hetero 2b +/- 389+0.1 113+21 6.08+1.2
Homo7b -/- 43.5+3.1 9.3+t 1.0 84+1.6
Homo 2b -/- 41.4+04 85+19 6.6 +0.9

*Notese que no se incluye en la tabla el pico sub-haploide (ademas de agregados celulares, etc.), por lo cual los
porcentajes no suman 100%.

60 Figura 1V.22. Representacién grafica de

los datos presentados en la tabla 1V.10
para los ratones WT y KO 7b y 2b
a0 | = respectivamente (+ SD).
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3.A.d. Motilidad espermatica

Mas alla de la presencia de espermatozoides, evidenciada en los graficos citométricos
y en el hecho de que los ratones mutantes no tenian afectada la fertilidad, nos planteamos
la posibilidad de que la mutacion de Spatsl en el raton pudiera afectar la calidad de los
espermatozoides produciendo una mayor proporcion de espermatozoides andmalos,
aungue el efecto no fuera suficiente como para alterar la fertilidad.

Con el objeto de chequear esta hipdtesis, se hicieron estudios de motilidad
espermatica utilizando el software CASA (computer assisted sperm analysis; Amann et al.,

2014), partiendo de ratones KO de 50 dias de edad, y de ratones WT de la misma edad como
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control, y haciendo todos los estudios por triplicado (3 animales en cada caso). Dado que
hasta este punto los ratones KO portadores de ambas mutaciones se habian comportado de
idéntico modo (asi como también en los andlisis histolégicos, como se verd mas adelante),
para estos estudios se empled Unicamente el mutante 2b. Los experimentos se realizaron
empleando espermatozoides extraidos de colas de epididimo, las que fueron procesadas
segun lo indicado en Materiales y Métodos.

En la tabla IV.11 se muestran los valores promedio (valores absolutos y porcentaje)
de espermatozoides progresivos rapidos, progresivos lentos, no progresivos, e inmoviles,
segun la clasificacidn de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se consignan ademas las
concentraciones, tanto en millones/ml como en la suspension total.

La OMS da como valores de referencia para muestras normales de semen humano la
existencia de al menos un 40% de espermatozoides mdtiles (motilidad progresiva +
motilidad no progresiva), o al menos un 32% de espermatozoides con motilidad progresiva
(NICE, 2013). Aunque no hemos logrado encontrar que existan valores de referencia para
semen de ratdn, y si bien la variabilidad individual tanto dentro de los ratones WT como de
los KO es grande y no permite obtener conclusiones precisas, resulta obvio que los ratones
KO no presentaron diferencias importantes ni en la motilidad de los espermatozoides ni en

su concentracion, con respecto a los WT (ver tabla IV.11).

Tabla IV.11. Resultados del analisis de motilidad espermatica (CASA) en ratones WT y KO de 50 dpp,
para espermatozoides sin capacitar.

WT — clasificacién Porcentaje CONCENTRACION
segun la O.M.S (%) millones por ml en suspension total
Progresivo rapido  (tipo a) 210+ 40 20,1+ 3,7 58+4,.2 290+214
Progresivo lento (tipo b) 382 + 46 36,6 +4,1 10,9 8,9 54,8 + 44,3
No progresivo (tipo ¢) 160 + 54 15,3+5,4 56+6,2 28,0+ 31,2
Inmovil tipo d 293 + 79 28+7,9 8,6+79 42,8 + 39,7
KO 2b - clasificacion Porcentaje CONCENTRACION
segun la O.M.S (%) millones por ml en suspension total
Progresivo rapido  (tipo a) 214 + 140 19,4+11,0 5757 28,7 + 28,6
Progresivo lento (tipo b) 385+ 112 356+7,6 95+6,1 47,6 £ 30,6
No progresivo (tipo ¢) 171+31 16,2 + 3,8 40+15 20,2+7,6
Inmovil (tipo d) 300+140 | 28,9+15,0 6,4+23 31,9+115
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3.A.e. Analisis de defectos de capacitacion

Luego de la eyaculacién, los espermatozoides no poseen aun capacidad fecundante.
Esta se adquiere durante su trayecto por el tracto genital femenino, en que sufren una serie
de cambios que se conocen colectivamente como capacitacién. La capacitacion consiste
basicamente en cambios en el patréon de movimiento (hiperactivacion), cambios en la fluidez
de la membrana plasmatica, y adquisicion de la capacidad de iniciar la reaccién acrosdmica,
procesos necesarios para la fecundacidn (Suarez, 2008).

En particular, en relacion a la hiperactivacion, luego de la eyaculacién el patron de
movimiento de los espermatozoides se caracteriza por trayectorias rectilineas asociadas a
ondas flagelares de alta frecuencia, baja amplitud y simétricas (Mortimer, 1997), que le

brindan la propulsién necesaria para atravesar el mucus cervical.

Tabla 1V.12. Resultados del analisis de motilidad espermatica (CASA) en ratones WT y KO de 50 dpp, para
espermatozoides capacitados in vitro.

WT — clasificacién Porcentaje CONCENTRACION
segun la O.M.S (%) millones por ml | en suspension total
Progresivo rapido (tipo a) 79+ 28 7,7+2,6 1,7+1,1 8,6+5,3
Progresivo lento  (tipo b) 273 +103| 26,619,7 5,9+38 29,6 +18,9
No progresivo (tipo ¢) 224 +18 219+1,1 4,7+2.2 23,6 +10,8
Inmovil (tipo d) 446 + 130 | 43,8+ 13,2 8,9+473 44,6 £ 21,6
KO 2b - clasificacion Porcentaje CONCENTRACION
segun la O.M.S (%) millones por ml | en suspension total
Progresivo rapido (tipo a) 94 +66 9,1+6,1 22+21 10,8 £ 10,7
Progresivo lento (tipo b) 225+ 78 21,8 +8,0 45+41 22,7 +20,7
No progresivo (tipo ) 222+52 | 21,4+15,2 43+32 21,3+16,2
Inmovil (tipo d) 494 + 192 | 47,7 £19,3 7,2+3,0 36,1 +15,9

A medida que los espermatozoides ascienden por el tracto femenino, durante la
capacitacién, el movimiento deja de ser rectilineo para transformarse en un movimiento
oscilante provocado por fuertes impulsos de la cabeza hacia la derecha e izquierda (Stival et
al., 2016).

Como forma de analizar la posible existencia de diferencias en la habilidad para
alcanzar la capacitaciéon entre los ratones WT y KO, se tomé como indicio la hiperactivacion.

Con ese fin, en tanto la cola de uno de los epididimos de cada uno de los ratones estudiados
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se analizé segun lo indicado en el punto anterior, la cola del otro epididimo se sometié a un
proceso de capacitacion in vitro (ver Materiales y Métodos, punto 4D). A continuacién se
evaluaron los mismos parametros que anteriormente, pero para espermatozoides
capacitados in vitro. Nuevamente, mas alla de las diferencias individuales, no se observaron
diferencias importantes ni en los porcentajes de espermatozoides de cada tipo en relacion a

su motilidad, ni en la concentracion de los mismos (Tabla IV.12).

3.A.f. Morfologia espermatica

Como modo de continuar investigando la hipdtesis de que la mutacion de Spatsl
pudiera producir una mayor proporcion de espermatozoides andmalos, nos propusimos
estudiar la morfologia de las cabezas espermaticas de ratones WT y KO, y continuando para
estos estudios con los ratones KO portadores de la mutacion 2b.

Con este objetivo, espermatozoides fijados extraidos de cola de epididimo fueron
extendidos sobre portaobjetos, se dejaron secar al aire, y se evalud la morfologia mediante
microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC), de acuerdo con la categorizacion
establecida en Materiales y Métodos (Figura 4.23A y B).

Para estos experimentos se emplearon 6 ratones de cada tipo (6 WT y 6 KO), y se
analizaron como minimo 200 espermatozoides por individuo.

Si bien se encontré una proporcion ligeramente mayor de espermatozoides con
morfologia andmala en los ratones KO (Figura 4.23C), esta diferencia no fue significativa (p>
0,05). Por otra parte, con respecto a la representatividad de los distintos tipos de anomalias,
lo mas llamativo es que en tanto en los ratones WT la mayor parte de las anomalias fue por
cuenta de los espermatozoides con “cabeza de hacha”, la incidencia ligeramente mayor de
anomalias en los espermatozoides KO se explicaria por un aumento moderado de otro tipo

de defectos, como la ausencia de gancho, entre otros (Figura 4.23D).
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Figura IV.23. A. Esquema de las formas de cabezas espermaticas encontradas en el epididimo de ratén (Fuente:
Dominguez et al., 2009). B. Imagenes mostrando diferentes morfologias de cabeza de espermatozoides
obtenidas a partir de nuestras preparaciones de cola de epididimo de ratones WT y KO, y observadas mediante
DIC. C. Graficos de barras de resultados del conteo de espermatozoides normales y andmalos a partir de
ratones WT (n=6) vs KO Spatsl (n=6) de 50dpp (% * SD). D. Graficos de barras de resultados del conteo de
diferentes tipos de anomalias de cabeza de espermatozoides a partir de ratones WT (n=6) vs KO Spats1 (n=6)
de 50dpp, considerando la poblacidén de espermatozoides anémalos como 100% (% * SD). * = p<5 x 10°%; ** =
p<0,01.

3.A.g. Analisis histoldgico

A continuacién se procedio a realizar estudios de microscopia en cortes histolégicos,
para lo cual se utilizaron testiculos de ratones adultos de 55-60 dias de edad ko' y WT
(como control), incluidos en resina epdxica y tefiidos con azul de toluidina.

Como era esperable, en los cortes de testiculos de ratones WT se observan tubulos
seminiferos con una amplia luz en el medio (Figura 1V.24). Muy raramente se observa algun

tubulo con la luz obstruida (ver Figura IV.24, imagen inferior derecha).
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En los cortes a mayor aumento se aprecia que los tubulos seminiferos contienen
todos los estadios espermatogénicos, observandose gran cantidad de espermatozoides
liberados a la luz de los tubulos (Figura IV.25).

Cuando analizamos los cortes histolégicos de los testiculos mutantes, observamos
una obstruccién en la luz de la mayor parte de los tubulos seminiferos, los que se
encontraban desde parcialmente hasta completamente obstruidos (Figura IV.26). Mas alla
de la obstruccidn central, la pared en la mayoria de los tibulos seminiferos presentaba una
apariencia normal; sin embargo, algunos tubulos presentaban evidentes desgarramientos en
parte de la pared (ver Figura IV.26). Los estudios se efectuaron en paralelo para la mutacion
7b vy 2b pero no se detectd ninguna diferencia evidente entre los ratones correspondientes a
ambas mutaciones, por lo cual no se muestran separadamente los resultados para cada
mutacion. Los conteos de tubulos abiertos vs obstruidos (ya sea total o parcialmente)
indicaron que, en tanto los testiculos de los ratones WT presentaban, en promedio, un
88,8% de los tubulos seminiferos con su luz desobstruida, los ratones KO presentaban

obstrucciones en la luz en un 88,9% de sus tubulos (Tabla IV.13).

Tabla 1V.13. Conteo de tubulos seminiferos con su luz abierta y obstruida (obstruccion parcial o total) en

ratones WT y KO de 55 dpp.
Tabulos Tabulos
Genotipo abiertos obstruidos

(%) (%)
WT1 88,9 11,1
WT2 87,5 12,5
WT3 90 10
KO1 11,1 88,9
KO2 22,2 77,8
KO3 0 100

En los cortes de testiculo de los animales KO observados a mayor aumento se
observaron todos los tipos celulares incluyendo espermatozoides (lo cual era esperable,
dados los resultados reportados mas arriba) (Figura 1V.27). Los diferentes tubulos
presentaron distinto grado de obstruccion, desde tubulos conteniendo algunos acumulos de
células en el interior de la luz, hasta otros con la luz obstruida por completo (Figura IV.27, a-
e). Sin embargo, aun en aquellos tubulos que presentaron un importante grado de

obstruccion, la presencia de espermatozoides fue evidente (ver Figura IV.27, d y f).
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Figura IV.24. Cortes transversales de tubulos seminiferos de testiculos de ratones WT de 55 dias incluidos en
Epon y tefiidos con azul de toluldina. Barra: 100um.

99



a mayor aumento, cortes transversales de tubulos seminiferos de testiculos de

’

Figura IV.25. Se muestran

ratones WT de 55 dias incluidos en Epon y tefiidos con azul de toluldina. Obsérvese que en la luz de los tubulos

predominan los espermatozoides. C: espermatocitos; ER: espermatidas redondas; EE: espermatidas elongadas;

SPZ: espermatozoides. Las barras corresponden a 50um.
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Figura IV.26. Cortes histoldgicos de bloques de testiculos de ratones KO de 55 dias, incluidos en Epon y tefiidos
con azul de toluldina. Obsérvese la presencia de acimulos de células en la luz de los tubulos. En la imagen
inferior se observa un corte semilongitudinal, en el que se aprecia que la obstruccion de la luz tendria lugar
todo a lo largo del tubulo. Las puntas de flecha sefalan tubulos seminiferos con evidentes desgarramientos en
su pared. Barras: 100 um.

Con respecto a las células que se encontraron invadiendo la luz del tubulo, las
mismas fueron desde células anucleadas (Figura 1V.27, a), hasta células inmaduras en
distintas etapas de la espermatogénesis, con aspecto normal. En particular, se observaron
espermatidas redondas y elongadas (Figura 1V.27, b-e), e incluso espermatocitos primarios
en distintas etapas de la profase meidtica (Figura IV.27, e-g). Por otra parte, algunos tubulos,
en que no se evidencid una obstruccidn en su luz, mostraron un elevado niumero de células

con nucleos degenerados, con evidente aspecto de células apoptdticas (Figura IV.27, h).
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Figura 1V.27. Cortes histolégicos de bloques de testiculos de ratones kKO de 55 dias incluidos en Epon y
tefiidos con azul de toluldina. Obsérvese que la luz de los tubulos estd obstruida con células en diferentes
etapas de la espermatogénesis. C: espermatocitos; ER: espermatidas redondas; EE: espermatidas elongadas;
SPZ: espermatozoides. Las puntas de flecha en el cuadro “e” delimitan el “tapén” de células obstruyendo la luz.
Barras: 20um.
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3.B. Analisis de ratones KO envejecidos

No es infrecuente que los defectos en los ratones mutantes para proteinas vinculadas
al testiculo se manifiesten o se acentiuen a medida que el individuo envejece. A modo de
ejemplo, en un trabajo reportado por Kumar et al., (2016), la activacién constitutiva de la B-
catenina (como hemos visto, uno de los actores principales de la via Wnt) especificamente
en células de linea germinal masculina, no produjo defectos evidentes en ratones jovenes.
Sin embargo, a medida que los ratones envejecieron se observé un aumento progresivo de
defectos en la espermatogénesis, con pérdida de células germinales y dificultades para el
ingreso en meiosis, de modo que a las 75 semanas de edad mas del 40% de los tubulos
seminiferos carecia de células germinales maduras.

Con el objeto de evaluar si el fenotipo producido por la deficiencia de SPATS1 podria
hacerse mas extremo con el aumento de edad, tomamos dos ratones macho WT y dos KO
(mutacién 7b), los que se dejo llegar hasta el afio de edad. Luego de transcurridos los 12
meses, se analizd el fenotipo de los ratones KO, en comparacién con el de los individuos WT

de la misma edad.

3.B.a. Observaciéon macroscopica

Los ratones WT al afio de edad no presentaron ninguna alteracion morfolégica
evidente (Figura IV.28A), asi como tampoco uno de los ratones KO (KO1). El otro ratén KO
(KO2), sin embargo, desarrollé un tumor comprendiendo la zona del escroto y el perineo.
Dicho tumor presentd ulceraciones, y se acompand de alopecia en toda la region
circundante al tumor (Figura 4.28B, a-d). El animal no presentd alteraciones en otras partes
de su cuerpo, que mostraron aspecto normal (Figura IV.28B, e). Luego de la diseccion del
animal, se observaron cuidadosamente los distintos drganos (incluyendo los contenidos
dentro de la caja craneana), pero no se observaron tumores ni anomalias evidentes en
ningin otro 6rgano ademds del tumor escrotal/perineal mencionado. Incluso ambos

testiculos presentaron aspecto aparentemente normal (Figura IV.28b, f).
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Figura IV.28. Caracterizacion morfolégica de ratones macho WT y KO Spats1 de 1 afio de edad. A. Aspecto de
los ratones WT. En las imagenes de la derecha se muestra detalle de su area genital. B. Aspecto del ratén KO2,
que desarrollé un tumor. a-d: Imagenes del tumor y su zona circundante; e: Imagen general del ratén KO2; f:
Diseccidn del ratdn KO2. Los asteriscos sefialan los testiculos. La punta de flecha blanca sefiala la masa tumoral.
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3.B.b. Caracterizacion del tumor

Los estudios de anatomia patolégica del tumor desarrollado por el ratéon KO2
indicaron que se trataba de un teratoma. Los teratomas son tumores de células de linea
germinal, que suelen contener varios tipos diferentes de tejidos derivados de las tres capas
embrionarias. Su nombre (del griego, monstruo) se debe a su aspecto monstruoso dado por
la aparicion de gran variedad de tipos celulares, incluyendo ocasionalmente pelos, dientes,
cartilago, etc. Son tumores raros, con una muy baja incidencia espontanea en general (e.g.
Ober et al., 2013) asi como también entre los roedores de laboratorio (Jamadagni et al.,

2013).

Figura IV.29. Anatomia patoldgica del tumor presente en el ratén KO2. A. Por debajo de la dermis y subcutanea
(izquierda) se observa la presencia de diferentes tejidos que evidencian la presencia de un teratoma. a: haces
musculares; b: glandulas dispersas; c: epitelio de tipo ectodérmico estratificado; d: epitelio endodérmico de
tipo glandular coridnico; e: acinos glandulares; f: tibulos seminiferos necrosados con necrosis de tipo
isquémica; g: espermatozoides maduros. Aumento: 4X. B. Imagen a mayor aumento (100X) de una region
conteniendo espermatozoides maduros.
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Al ser tumores de células germinales, los teratomas se presentan mds comunmente
en las génadas (ovarios o testiculos) y la region sacrococcigea (por ejemplo, en el perineo).
Pueden presentarse teratomas también en otros sitios como el mediastino, ya que células
germinales primordiales se pueden asentar en otras areas en su recorrido hacia la cresta
genital. Los teratomas pueden ser benignos o malignos, y se clasifican en maduros o
inmaduros de acuerdo con el grado de normalidad de las células observadas al microscopio
(Howitt y Berney, 2015; Idrees et al., 2017). En este caso, la anatomia patoldgica determiné
gue se trataba de un teratoma maduro (es decir que las células presentaban aspecto
diferenciado), conteniendo haces musculares, glandulas dispersas, epitelio de tipo
ectodérmico estratificado, epitelio endodérmico de tipo glandular coridnico, y acinos
glandulares (Figura IV.29A). A su vez, adyacentes al tumor se visualizaron tubulos
seminiferos necrosados con necrosis de tipo isquémica (Figura IV.29A, f), asi como la

presencia de espermatozoides maduros remanentes (Figura IV.29A, g, y IV.29B).

3.B.c. Conteos y morfologia espermatica
Con el objeto de evaluar la presencia de espermatozoides en los ratones KO

envejecidos, se disecé cola de epididimo y se procedid seguin lo descrito en Materiales y
Métodos para el conteo de espermatozoides. Los conteos se realizaron por dos métodos:
por un lado, se contaron espermatozoides en camara de Neubauer, y por otro, se realizaron
conteos de una dilucion 1:5 sobre extendidos en portaobjetos, bajo observacién
microscopica.

Los conteos de espermatozoides realizados por ambos métodos mostraron una
importante disminucion de la concentracion de espermatozoides en los ratones KO con
respecto a los WT (Figura IV.30A). Ademas, esta diferencia fue muy evidente en las
observaciones microscopicas (Figura IV.30B). Con respecto a los conteos de espermatozoides
del ratén KO2, que presentd el tumor, los resultados obtenidos fueron bastante diferentes
para ambos epididimos. En tanto el conteo a partir del epididimo derecho no difirid
significativamente de lo observado para el KO1, el nimero de espermatozoides observados a
partir de la cola del epididimo izquierdo fue notablemente menor (ver Figura IV.30A).
Llamativamente, la cantidad de eritrocitos en los preparados de las suspensiones obtenidas
a partir de este epididimo fue muy elevada, superando ampliamente a la cantidad de
espermatozoides observados (Figura IV.30C). Suponemos que ello se deberia a la infiltracidn

del tumor en el epididimo izquierdo (ver Figura IV.28B, f).
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Figura IV.30. A. Conteo de espermatozoides a partir de cola de epididimo de ratones KO vs WT de 1 afio de
edad, mediante dos métodos: conteo en cdmara de Neubauer (azul) y en extendidos sobre portaobjetos (rojo).
La cantidad de espermatozoides en los ratones KO esta expresada como porcentaje del promedio del nimero
de espermatozoides observado en los ratones WT. Los dos epididimos del ratén KO2, portador del tumor, se
procesaron separadamente. B. Observacion microscépica bajo éptica de DIC de espermatozoides a partir de
colas de epididimos de ratones WT y KO (preparados a partir de diluciones 1:5). La imagen de la derecha
corresponde al KO1, que no presenté tumor. C. Imagen microscopica de la suspensién de espermatozoides
obtenida a partir del epididimo izquierdo del ratén KO2. En este caso el preparado se realizé a partir de la
suspension sin diluir, ya que en la diluida el nimero de espermatozoides observados era muy escaso. En la
imagen de la derecha se observa una seccidon a mayor aumento, donde se aprecia con claridad que las células
contaminantes son eritrocitos.
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En relaciéon a la evaluacion de anomalias morfolégicas en las cabezas de los
espermatozoides, no se observaron diferencias significativas entre los ratones WT y KO, a
excepcion del epididimo izquierdo del ratéon KO2, que presenté mas del doble de
espermatozoides con cabezas andmalas en comparacion con los demds (datos no
mostrados).

Debido a que se disponia de un nimero muy limitado de animales envejecidos, y a la
cantidad de estudios realizados con los mismos, en esta oportunidad no se efectuaron

estudios de motilidad espermatica.

3.B.d. Test de Fertilidad
Una vez alcanzado el afio de edad, y previo a la diseccidn, los machos WT y KO se

cruzaron cada uno con tres hembras B6 WT. Mas alla de la notoria reduccién en el conteo
espermatico, los machos KO fueron fértiles, como se observa en la Tabla IV.14. Si bien el
macho KO2, portador del tumor, sélo prefié a una de las tres hembras, podemos suponer
gue esto podria deberse a que el animal tenia un evidente sufrimiento a causa del tumor ya
que, como hemos visto, el conteo de espermatozoides en su epididimo derecho no diferia

significativamente del conteo para el KO1.

Tabla IV.14. Cruzamientos realizados en los tests de fertilidad de ratones WT y KO Spats1 de 1 afio de edad.

NUmero de Numero de
cruzamientos crias

Cruzamiento

SWTLX QWT 3 02:7

?3:8

Q1.7
?2: 8
?3: 4

SWT2XQWT 3

Q1:6
Q2:5
?3:6

JKO1" X QWT 3

Q1:6
QKO2 "X 3 WT 3
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3.B.e. Anadlisis histoldgico

Los estudios de microscopia en cortes histolégicos de testiculos de ratones WT de 1
afio de edad incluidos en Epon y tefiidos con azul de toluidina, mostraron que una buena
parte de los tubulos seminiferos se encontraban con su luz ocupada por estadios inmaduros
de la espermatogénesis. Esto estaria de acuerdo con reportes previos que muestran una
degeneracion en los tubulos seminiferos asociada con el envejecimiento, y evidenciada por
una obliteracién del lumen tubular, entre otras alteraciones (Wang et al., 1993).

Curiosamente, el aspecto de los tubulos seminiferos en los testiculos de los ratones
WT al afio de edad recordd al observado para los ratones KO de 55 dpp (Figura IV.31). En ese
sentido, es como si los ratones KO adultos jévenes presentaran un aspecto “envejecido” en
sus tubulos seminiferos, con un nivel de degeneracién comparable al que ocurre
normalmente en los individuos de mayor edad. No observamos diferencias que llamaran
nuestra atencién entre el aspecto de los tubulos seminiferos de ratones WT y KO de 1 afio en
los cortes (no mostrado), ya que en ambos casos la mayoria de los tibulos presentaba su luz

total o parcialmente obliterada.
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Figura IV.31. A. Cortes histoldgicos de bloques de testiculos de ratones WT de 1 afio de edad, incluidos en Epon
y tefiidos con azul de toluldina. Obsérvese que una buena proporcidn de los tubulos se encuentra cerrada, o
presenta obstrucciones en la luz. Barra: 50 um. B. Imagen de algunos tlUbulos a mayor aumento. C:
espermatocitos; ER: espermatidas redondas. Barra: 20 um.
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3.C. Estudios de expresion génica en ratones Spats1 KO vs WT

Como se mencioné en la Introducciéon (ver Capitulo |, Seccién 2B), un trabajo previo
habia sugerido una vinculacién de SPATS1 con la via Wnt, proponiendo que SPATS1 seria un
represor de dicha via (Zhang et al., 2010). Si asi fuera, especulamos con que los ratones KO
para el gen Spatsl podrian ser defectuosos en su capacidad de inhibir la via Wnt en el
testiculo, lo que eventualmente redundaria en una sobreexpresiéon de genes blanco de esta
via.

Como forma de testar esta hipdtesis, decidimos realizar estudios de expresion génica
absoluta en el testiculo mediante gRT-PCR en tiempo real de genes blanco de la via Wnt,
seleccionando para ello cuatro genes conocidos como blancos de dicha via: Lef-1, Tcfl,
ciclina D1 y c-Myc. Ademas, incluimos en las reacciones a otros genes de la via Wnt: Wnt4
[considerado como desempenante de un rol central en la diferenciacidon hacia ovario, y
represor del desarrollo hacia testiculo (Tevosian y Manuylov, 2008)], Ctnnb1 (efector con rol
central en la via Wnt; ver Introduccidn), Dvl1 y DvI2 [reguladores positivos de la via Wnt (e.g.
Gao y Chen, 2010)]. En particular, como hemos mencionado (ver Introduccidon) SPATS1 ha
sido propuesto como un interactor con DVL2 (Zhang et al., 2010).

Adicionalmente, se incluyeron iniciadores para Cldn11 (claudina 11), que codifica
para un componente de las uniones ocluyentes. La inclusion de este gen se basé en un
antecedente de la literatura, en el cual en espermatocitos paquiténicos de rata se habia
observado una cierta disminucién en los niveles de expresidn de genes correspondientes a
algunas proteinas de adhesion celular, entre ellas la claudina 11, a medida que los animales
envejecian (Paul y Robaire, 2013).

Otro grupo de genes incluido en este estudio fueron 4 genes marcadores de
diferentes etapas de la espermatogénesis:

- Sycp3, un marcador especifico de espermatocitos meidticos (Alsheimer et al., 2010);

- Dazl (Deleted in azoospermia-like gen), gen cuya alteracidon esta asociada a
pacientes humanos con azoospermia severa (Zhu et al., 2014);

- Spal7, gen cuyo producto proteico se encuentra en los espermatozoides maduros,
participante en la union del ovocito con la zona peltcida. Su sobreexpresidon estd asociada a
varios tipos de cancer (Chiriva-Internati et al., 2011);

- Prm1 (Protamina 1), codificante para una proteina de unidn a la cromatina, que
produce su hipercompactacion en la cabeza del espermatozoide durante el proceso de

espermiogénesis (Gazquez et al., 2008).
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Estos genes marcadores de tipos celulares se analizaron para determinar si existia
alguna alteracion en la expresién de alguno de ellos en los ratones KO, de modo de asociar
esta alteracidn con la deficiencia de Spats1.

También se incluyé uno de los genes, cuya proteina en los analisis in silico habia
surgido como posible interactuante con SPATS1 en ensayos de doble hibrido de levadura
(ver Resultados, Capitulo IV, Seccién 1.5.E): Cflar, codificante para un inhibidor de la
apoptosis expresado predominantemente en el testiculo (Ming-Xiao et al, 2013).

Finalmente, se incluyd al gen Cdc5/, codificante para una proteina presente en todos
los eucariotas e involucrada en la regulacion del ciclo celular, para el cual los estudios
bioinformaticos nos mostraron su segregacion conjunta con Spatsl en todos los mamiferos
(ver Capitulo IV, Seccion 1.C).

Todos los estudios de expresién génica por gRT-PCR en tiempo real fueron
efectuados por triplicado para ratones de 55 dpp (3 réplicas bioldgicas de los ratones KO, 2b
y 7b, vs ratones control C57BL). Se realizaron también analisis por qRT-PCR para los ratones
de 1 afio de edad, aunque en este caso los experimentos Unicamente pudieron efectuarse
por duplicado, ya que de momento no contdbamos con mayor nimero de animales de esa
edad. Como gen control normalizador, se tomd la expresiéon del gen de uso doméstico
Ppplcc, el cual también se utilizé para la construccion de la curva de calibracion (ver Anexos,
Figura VIIl.4), y se realizd verificacién cruzada empleando un segundo gen calibrador,
Tax1bpl.

En la tabla IV.15 se listan los genes analizados, su funcién asociada, y los resultados
obtenidos.

No se registraron diferencias significativas en los niveles de expresion entre los
ratones WT y KO para los genes seleccionados, con la Unica excepcion de gen Cldnil, en
cuyo caso para los ratones de 55 dpp se observd una disminucion cercana al 60% en los
niveles de expresion en los animales KO con respecto a los animales control (Figura IV.32).

Como era esperable, no encontramos expresién de Wnt4 en el testiculo; tampoco se
expreso en los ratones KO. No detectamos tampoco expresion de Dv/2 que es el interactor
de SPATS1 que habia sido detectado in vitro (Zhang et al., 2010), pero si detectamos
expresion de Dvl1; como hemos mencionado, los 3 genes Dv/ estdan muy relacionados, y

codifican para proteinas con dominios conservados (ver Introduccién).
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Tabla IV.15. Resultados de estudios de expresion de genes por qRT-PCR.
A. Expresion absoluta normalizada en ARN de testiculos de ratones WT vs KO de 55 - 60 dias de edad.

Promedio expresién en testiculo total

(copias)
Funcién asociada Control KO Spats1
WT 2b
Regulador del ciclo celular (oncogén)
Cendl activado por la via Wnt/B-catenina 151 %47 226 £29 232+36
Factor de transcripcién activado por
Lefl la via Wnt/B-catenina 1109 £ 176 741 + 87 811 + 61
Factor de transcripcién activado por
Tcfl la via Wnt/B-catenina 140 £ 12 141 + 39 146 + 32
) Regulador del ciclo celular (oncogén)
c-Myc activado por la via Wnt/B-catenina 0 0 0
Wnt4 | Regulador pro-ovario 0 0 0
Ctnnbl | B-catenina, efector de la via Wnt 62+1 57+9 62+7
Dvil Regulador positivo de la via Wnt 181+ 31 144 + 22 156 + 29
DvI2 Regulador positivo de la via Wnt 0 0 0
Cldn11* | Proteina de adhesion celular 327 £ 35 201 +£2 191 +12
Sycp3 | Meiosis - complejo sinaptonémico 1415+178 | 1322 +121 1316 + 89
prm1 | Froaminal, sustituto de histonas en | je49.4 388 | 47444277 | 5023 + 394
espermatogénesis
Dazl | RNADinding protein, asociada a 1676 + 174 | 1504+136 | 1675271
azooespermia severa
Spal7 | Proteina de union a zona pellcida 2151 +142 | 2226 +185 2401 + 253
Cflar Regulador de apoptosis 0 0 0
Cdc5l Regulador ciclo celular 212 +52 244 + 37 256 + 60
Ppplc Gen housekeeping 1735 £ 65 1736 £ 73 1750 + 113
Tax1bp Gen housekeeping 1463 = 62 1596 + 97 1610 + 80

*En amarillo se destaca el resultado obtenido para el gen Cldn11, que fue el Unico que dio diferencias
significativas entre los ratones WT y KO.

Funcién asociada

B. Expresion absoluta normalizada en ratones WT vs KO de 1 afio de edad.

Promedio expresién en testiculo total

(copias)
Control

WT KO Spatsl

Cend1 Regulador del cu;lo celular (oncggen) 170 + 42 197 + 36
activado por la via Wnt/B -catenina
Lefl Factor de trqnscnpmon activado por la via 1024 + 323 1130 + 220
Wnt/g —catenina
Tcfl Factor de trgnscnpmon activado por la via 195 + 39 233 + 67
Wnt/B-catenina
) Regulador del ciclo celular (oncogén)
c-Mye activado por la via Wnt/B-catenina 0 0
Cldn1l | Proteina de adhesion celular 250 + 47 257 £ 57
Ppplc Gen housekeeping 1635 + 236 1308 + 177
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Figura IV.32. Representacion de los niveles

350 ., ,
de expresion de Cldnl en testiculos de
300 1 ratones de 55 dpp analizados mediante qRT-
250 4 PCR en experimentos por triplicado, y
200 | normalizados con el gen de referencia
mildr Ppplcc. Los datos estdn expresados en
150 4 unidades arbitrarias, como valores absolutos
100 de expresién normalizados (* SD); (p<0,05).
500
n 4

WT K0 ih KO Th

No se identificaron diferencias en la expresion de los marcadores de distintos
procesos de la espermatogénesis escogidos (ver tabla 11), lo que era esperable dado que la
ausencia de Spats1 no altera la progresion normal de la espermatogénesis en ninguna de sus
etapas.

Por otra parte, no se detectd expresion de Cflar en el testiculo ni de los ratones WT ni
KO, lo que descarta la posibilidad de que esta proteina interactie con SPATS1 como sugerian
los estudios de doble hibrido de levadura (ver Resultados, Capitulo IV Seccion 1.V.E).
Finalmente, se registra expresion testicular de Cdc5/, por lo que no se descarta la idea de
que pudiera existir algin tipo de relacidn entre la expresion de este gen y la de Spatsl,

aungue no hay diferencia significativa entre la expresion en los ratones KO y los WT.

4. ESTUDIOS DE INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

4.A. Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Otra estrategia que utilizamos con el fin de contribuir a la elucidacion del rol de
SPATS1 en el testiculo, fue la busqueda de posibles proteinas interactoras con ésta. Con ese
fin, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacién con un anticuerpo comercial anti-SPATS],
en lisados de testiculo de ratén. Para estos ensayos se emplearon individuos machos WT de
la cepa CD1-Swiss (que es la cepa disponible en el bioterio del 1IBCE) de 17 dias, y se
procedid segun lo descrito en Materiales y Métodos. Los ensayos se realizaron por duplicado
partiendo de diferentes individuos, y los resultados obtenidos fueron similares en ambos
ensayos. En la figura IV.33A se observa un gel de poliacrilamida con el resultado de uno de

los ensayos de co-inmunoprecipitacién, a modo de ejemplo.
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Figura IV.33. A. Gel de poliacrilamida al 15% de eluidos de las columnas de co-inmunoprecipitacion, tefiido con
azul de Coomassie. En las dos columnas de la derecha se observan los controles efectuados para eliminar
interacciones inespecificas: control de resina sin activar y control de resina 100% bloqueada. Como se aprecia,
no se detectaron bandas en ninguno de los dos controles. Las puntas de flecha a la izquierda del gel identifican
todas las bandas que se cortaron del gel para su andlisis por MALDI-TOF. La punta de flecha roja sefiala la
banda mayoritaria, de 44 kDa. B. Resultado del analisis por MALDI-TOF de la banda mayoritaria, de 44 kDa. En
la parte superior se observa la lista de péptidos identificados que correspondieron a actina, con sus masas
observadas y calculadas. En la columna Score se presentan los péptidos que fueron seleccionados para
digestion triptica. En la parte inferior se observa la secuencia de la actina de M. musculus, donde los péptidos
identificados en la banda escindida del gel aparecen en rojo.
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4.B. Identificacidon de péptidos por espectrometria de masas MALDI-TOF

Las bandas eluidas se sometieron a andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF
para identificacion de proteinas por mapeo peptidico. Utilizando el programa Mascot y datos
de ms y ms/ms, se identificaron, en total, las proteinas que se observan en la Tabla IV.16.

Como se observa, mas alld de pequefias cantidades de proteinas tipicamente
contaminantes (i.e queratina) o presentes en los sueros y soluciones de bloqueo (caseina,
albimina), la banda que fue notoriamente mayoritaria en experimentos realizados por
duplicado, correspondié a la proteina actina de Mus musculus (Figura IV.33B). Si bien se
trata de una proteina muy abundante que podria co-inmunoprecipitar “por arrastre”, parece
improbable que una banda tan prominente corresponda a una interaccidon inespecifica.
Ademas, este resultado se condice con los datos de andlisis de interacciones proteicas de
doble hibrido (ver IV.1.E), que sugieren que SPATS1 interactuaria con proteinas de union a

actina.

Tabla IV.16. Resultado del analisis por MALDI-TOF de las bandas escindidas del gel de poliacrilamida de
la Figura IV.33. Sombreados en amarillo se muestran los resultados correspondientes a la banda mayoritaria,

de 44 kDa.
Rétulo de la Masa mol. aprox. Lo - Masa mol.
muestra* en el gel (kDa) Proteinaidentificada por EM tedrica (kDa)
B31 31 alpha-S1-casein isoform X3, Bos 236
taurus
A36 36 Ninguna proteina est_adlst|camente i
significativa
B44 44 Actina, Mus musculus 41.7
A50 50 Serum albumin, Bos taurus 69
A54 54 Queratin (contaminante) -
ATS 75 unnamed protein product, partial, 68.4
Mus musculus
A120 120 Queratin (contaminante) -

*Corresponde al peso molecular estimado para cada banda.
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V. DISCUSION
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En este trabajo de tesis se emplearon diversos abordajes tanto in silico como
experimentales, con el objeto de aportar informacién acerca del rol de la proteina SPATS1 en
el testiculo. A continuacién se discuten los resultados obtenidos durante el desarrollo de

esta investigacion.

1. GENERACION DE RATONES KO

El método de Recombineering para generacion de ratones KO fallo en las etapas de
gap repair, etapas que, segun se ha descrito, pueden representar un cuello de botella de la
técnica. Como consecuencia, no pudimos construir el vector de clonacidn (targeting vector)
para microinyectar blastocistos, y por lo tanto no se produjeron animales KO. La aplicacién
de este método implicd un gran esfuerzo, tiempo y dinero. Nuestra conclusidén es que se
trata de un proceso extremadamente laborioso que exige numerosos pasos de clonado,
manipulacion de cepas especiales en diferentes condiciones, y muchas etapas que pueden
fallar.

Con respecto a la técnica de gene trap, mediante esta metodologia logramos
conseguir tres clones de células madre de ratén con el gen Spats1 anulado, los cuales fueron
microinyectados en blastocistos e implantados en madres receptoras. Como primera
conclusion podemos considerar que el método fue exitoso, ya que obtuvimos tres ratones
guiméricos. Sin embargo, debemos senalar que se trata de una metodologia de alto costo y
gue requiere de instalaciones con una capacidad importante, ya que para la obtencién de los
tres ratones quiméricos se necesitaron 24 sesiones de microinyeccidon y 1130 embriones
microinyectados. Por otra parte, si bien los tres ratones obtenidos presentaron un muy buen
nivel de quimerismo (superior al 50%), no logramos obtener el ratén KO homocigota doble
nulo, debido a que ninguna de las tres quimeras transmitié la mutacion a sus descendientes,
es decir, las células modificadas no llegaron a la linea germinal. Esto no es sorprendente; por
el contrario, es una de las limitaciones del sistema ya que aproximadamente sélo un tercio
de los ratones KO producidos por este método suelen transmitir los genes mutados a la linea
germinal (Comunicacién personal de la UATE, IPMont). Los bajos porcentajes de transmisién
a la linea germinal podrian explicarse por la cepa escogida por el Consorcio IGTC para la
generacion de las lineas celulares de trampa génica, la C57BL. Si bien esta cepa endocriada
posee numerosas ventajas que han motivado que la misma sea considerada por muchos

cientificos como el “gold standard” para la produccidn de ratones KO, como un buen
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crecimiento, vida prolongada, tolerancia a buena parte de las mutaciones y baja
susceptibilidad al desarrollo de tumores, es mala transmisora a la linea germinal (Rivera y
Tessarollo, 2008; Carstea et al., 2009). No obstante ello, la mayor parte de los ratones KO
han sido producidos en esta cepa. Ademas, la produccién de ratones en la cepa C57BL posee
la ventaja adicional de que se trata de la cepa a la cual pertenecen los genomas
secuenciados de M. musculus, por lo cual la produccién de ratones KO en otra cepa
requeriria el paso adicional del pasaje posterior a un contexto C57BL. En nuestro caso, si
bien al inicio del proyecto estdbamos al tanto de la posibilidad de que la mutacion no fuera
transmitida a la linea germinal, decidimos de todos modos correr el riesgo dado que no se
disponia en ese momento de una mejor alternativa, y de hecho, existe una gran cantidad de
antecedentes exitosos de obtencidn de ratones KO mediante gene trapping.

Durante el proceso de produccién del KO Spatsl, comenzd a popularizarse la
tecnologia CRISPR/Cas9 para edicion gendmica, que en ese momento constituia un
novedoso abordaje recientemente publicado, por lo cual decidimos intentarlo por esta
metodologia. Mediante este método obtuvimos una gran cantidad de animales modificados
genéticamente en el gen Spatsl en sélo tres meses, de los cuales finalmente mediante
cruzamientos selectivos logramos identificar 12 mutaciones diferentes; por razones de costo
y espacio en el bioterio, continuamos con dos lineas de ratones KO (designadas 2b y 7b).

En suma, el método CRISPR/Cas9 nos permitié lograr una eficiencia muy superior a la
de las otras tecnologias ensayadas. En particular, en comparaciéon con gene trap, la
diferencia fue muy significativa tanto en el numero de sesiones de microinyeccion
requeridas, nimero de hembras utilizadas (donantes y receptoras), asi como porcentajes de
transgénesis. Ello resulta evidente a partir de la tabla V.1 (fusidn de las tablas IV.4 y IV.5),
gue presentamos unificada aqui a los efectos de facilitar la comparacion directa.
Adicionalmente, al efectuar la microinyeccién directamente en cigotos, no tuvimos el
problema de eventual no transmisién a la linea germinal; de hecho, todos los ratones
modificados lo hicieron.

Un paso clave radicé en el disefio del ARNg. Mas alld del cuidado necesario en el
disefio del mismo, y en que su sitio de complementariedad se encontrara lo mas préximo
posible al inicio del transcripto, fue muy importante la eleccién de un candidato que no
contuviera sitios off-target, ya que ello simplificd el procedimiento al evitarnos la necesidad

de realizar controles posteriores de eventual alteracion en esos sitios.
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El éxito obtenido, en conjunto con la importante reduccion en el nimero de animales
requeridos, evidenciaron que la metodologia de CRISPR/Cas9 es la técnica de eleccidn para
servicios de transgénesis pequefios, como es el caso de la UATE del IPMont. Los ratones KO
Spats1 fueron los primeros ratones KO producidos en dicho Servicio, y en nuestro pais. El
éxito ha alentado al Servicio, que actualmente se encuentra abocado a la produccion de

varios ratones KO para distintos proyectos nacionales.

Tabla V.1. Comparacion de las técnicas de transgénesis gene trap vs CRISPR/Cas9. Notese la menor cantidad
de animales utilizados, menor manipulacidén de embriones y el alto numero de ratones modificados obtenidos

con CRISPR.
Técnica Microinyecciones N° de animales usados
o % sobrevida de Ratones % Transrplsmn a
N . o L Donantes Madres la linea
: embriones modificados | Transgénesis .
sesiones o ! Hembra | receptoras germinal
microinyectados obtenidos total
ES Cell: 87.6 0.3 0%
Genetrap 24 (990/1130) 3 (3/1130) 280 60
CRISPR 16 100%
1 46 (46/99) 16 (16/99) 31 8

2. HACIA EL ROL DE SPATS1...

2.A. SPATS1 y adhesion celular

El estudio macroscopico de los ratones KO Spatsl no reveld ningun defecto en el
desarrollo anatdomico de los animales ni en su comportamiento, asi como tampoco
diferencias en peso ni tamafio, en comparacion con los ratones WT control. Tampoco
evidenciamos defectos en la capacidad reproductiva, ni en machos ni en hembras. Sin
embargo, una observacién mas detallada de los cortes histolégicos de los testiculos de los
ratones KO, reveld una caracteristica particular: una obstruccién del lumen en practicamente
el 90% de los tubulos seminiferos, los que se encontraban desde parcialmente hasta
completamente obstruidos. En los casos de obstruccién, se observaban en el lumen, ademas
de espermatozoides, células en diferentes fases de la espermatogénesis, especialmente
espermatidas redondas, espermatidas en elongacion, y algunos espermatocitos I. La pared
en la mayoria de los tubulos seminiferos presentaba una apariencia normal, sin afectar a las
células de Sertoli, espermatogonias, y demas tipos celulares en la pared del tubulo; sin

embargo, algunos tubulos presentaban evidentes desgarramientos en parte de la pared.
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Es interesante destacar que este fenotipo se asemeja de modo notable a los
observados en algunos estudios de ratones KO deficientes en genes codificantes para
proteinas vinculadas a adhesién celular en el testiculo. Tal es el caso de Tslc1, que codifica
para un miembro de la superfamilia de las cadherinas (IgCAMs), donde se evidencié que el
ratdn KO para este gen fallaba en mantener a las espermatidas redondas adheridas a las
células de Sertoli en el tubulo seminifero; estas células se desprendian y acumulaban hacia el
lumen donde degeneraban por apoptosis, mientras que las espertatogonias y células
intersticiales no sufrieron ningun efecto (e.g. Yamada et al., 2006). También se observo que
algunos de estos ratones KO desarrollaron diferentes tipos de tumores en préstata, mama,
pulmén y pancreas. Otro ejemplo es RAP1, una pequefia guanosin-trifosfatasa involucrada
en los procesos de adhesion celular, donde el mutante KO también presentd liberacion de
espermatidas redondas hacia el lumen de los tubulos desde el epitelio seminifero, debido a
una pérdida de los contactos de adhesion con las células de Sertoli (Aivatiadou et al., 2007).
En ambos ejemplos mencionados el aspecto de los tubulos seminiferos presentdé muchas
similitudes con el observado en caso de los ratones KO Spats1, si bien estos ultimos fueron
fértiles, en tanto los otros resultaron severamente subfértiles. En la Figura V.1. se
reproducen algunas imagenes extraidas de los trabajos anteriormente mencionados, con el
objeto de ilustrar la similitud entre el aspecto de los tubulos seminiferos en dichos casos, y el
observado para los mutantes Spats1.

Por otra parte, muchas sustancias quimicas como por ejemplo el veneno de
escorpion, producen también desprendimientos de tejido en la pared de los tubulos
seminiferos (Penna-Videau et al., 2000). El fenotipo observado en los mutantes Spatsi
recuerda también a lo que ocurre en humanos en muchos casos de pacientes con patologias
testiculares, en los que suele producirse liberacion de estadios inmaduros de la
espermatogénesis a la luz de los tubulos seminiferos (Prof. Agregado Dr. J.C. Scasso,
Coordinador de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Britanico, Montevideo, comunicacién
personal).

Estos antecedentes indican claramente que el fenotipo observado en los mutantes
Spats1 corresponde a procesos andmalos, y nos da una idea de un fenotipo de alteracion en
las uniones intercelulares donde si bien hay una evidente oclusién del lumen de los tubulos,
el desprendimiento no es total ya que muchas de estas células continuarian su proceso

normal generando altos nimeros de espermatozoides maduros.
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Figura V.1 Se muestran imagenes extraidas de algunos trabajos en los que se analizé el fenotipo testicular para
el bloqueo de genes codificantes para proteinas de adhesién celular; como se aprecia, la similitud con las
imagenes observadas en los cortes de los ratones KO Spats1 son evidentes. A. Ratones KO Tslc 7’ (Tomado de
Yamada et al., 2006). B. Ratones KO Rap1 7’ (Tomado de Aivatiadou et al., 2007).

Con respecto a los experimentos de co-inmunoprecipitacién, se obtuvo una banda
notoriamente mayoritaria que correspondid a la proteina actina. La banda identificada fue
de gran intensidad, lo cual permite suponer que se trataria de una interaccién especifica. La
actina participa en mas interacciones proteina-proteina que cualquier otra proteina
conocida (e.g. Dominguez R, 2004). Por otro lado, las busquedas de interacciones
moleculares mediante el recurso IntAct arrojaron informacién correspondiente a estudios
empiricos de doble hibrido de levadura, que mostraron siete posibles interactores para
SPATS1. Llama la atencién que varios de estos interactores corresponden a proteinas de
interaccidn con actina y adhesion celular. Aunque es cierto que los estudios de doble hibrido

suelen dar numerosos falsos positivos y por lo general los resultados deben ser corroborados
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por otro método, estos datos, sumados al resultado de nuestros experimentos de co-
inmunoprecipitacién, y al fenotipo observado en los cortes histologicos de los ratones
mutantes, permiten sospechar que SPATS1 seria una proteina vinculada a la adhesion
celular, e interactuaria con actina. Si asi fuera, su alteraciéon podria provocar pérdida de
adhesion entre los sincitios celulares en el tubulo seminifero, lo que redundaria en la
invasion de la luz de los tubulos, e incluso la ocurrencia de desgarramientos en algunas
regiones de los mismos. En este sentido, planeamos realizar experimentos de colocalizacién
de SPATS1 en cortes histoldgicos al microscopio confocal, con actina (utilizando faloidina),
asi como también con proteinas de adhesidon celular (como B-catenina y otras). Estos
experimentos se llevaran a cabo utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 con
maodulo Airyscan, disponible en el IIBCE. Este microscopio, de muy alta resolucién, podra
eventualmente permitirnos visualizar si SPATS1 colocaliza con proteinas de adhesion celular.

En cuanto a la estructura de la proteina predicha, los estudios de motivos coiled-coil
y de modelacién, ambos predicen que SPATS1 seria una proteina desplegada, con hojas ay
abiertas, hidrofilicas, en forma de horquilla. Estos motivos estan frecuentemente presentes
en proteinas que se unen al citoqueleto de actina (e.g. Dominguez, 2004).

Un trabajo previo ha vinculado a SPATS1 con la via Wnt/B-catenina (Zhang et al.,
2010), como mencionamos en la Introduccién. Es sabido actualmente que la B-catenina es
una proteina con funcién dual, actuando por un lado como molécula de las uniones
adherentes (e.g. Boyer et al., 2008), y por otro como regulador de la via Wnt. Si como
sugiere el mencionado trabajo, SPATS1 es un integrante de la via Wnt, quiza podria también
tener una funcién dual al igual que la B-catenina, participando a la vez en la via Wnt (ver
Seccién V.C) y en la adhesién celular.

Con el objeto de evaluar si las alteraciones testiculares en los mutantes Spats1 se
incrementaban con la edad, dejamos a algunos de los ratones alcanzar el afio de edad.
Curiosamente, el aspecto de los tubulos seminiferos en los testiculos de los ratones WT de 1
afio de edad recordd al observado para los ratones KO de 55 dpp. Al afio, tanto en los
ratones WT como KO la mayoria de los tubulos presentaba su luz total o parcialmente
obliterada, de modo que no observamos diferencias que llamaran nuestra atencién entre el
aspecto de los tubulos seminiferos en ratones de esa edad, entre ambos casos. Esto estaria
de acuerdo con trabajos que muestran que a medida que los individuos envejecen, se

produce degeneracion en los tubulos seminiferos; es decir, que la progresiva degeneracion
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seria un proceso normal que ocurriria con la edad. Por ejemplo, en ratas envejecidas se ha
descrito obliteracién del lumen tubular (Wang et al., 1993).

Por otro lado, resultados reportados por Paul y Robaire (2013) sugieren que en las
ratas esa atrofia testicular que ocurre con la edad, estaria relacionada con la pérdida de
proteinas de adhesidon celular. Mediante ensayos de microarreglos, mostraron una
disminucion de alrededor del 50% en la expresion de genes codificantes para proteinas de
union intercelular como claudina 11, a-catenina, N-cadherina y otras proteinas de adhesién,
en los espermatocitos paquiténicos de ratas envejecidas (18 meses de edad). También
reportaron disminucion en la expresidn de genes para proteinas relacionadas con la
regulacién de la distribucién de actina. Curiosamente, en experimentos de expresion génica
realizados comparando ARN de testiculo total de ratones KO Spats1 vs WT, hemos registrado
una disminucién significativa cercana al 63% en la expresidn del gen Cldn11 [codificante para
la proteina de las uniones estrechas claudina 11 (e.g. Brembeck et al., 2005)], en los ratones
KO Spatsl adultos jovenes en comparacién con los ratones WT, no asi en los envejecidos.
Una hipdtesis podria ser que la disminucion de la expresion de claudina 11 (y muy
posiblemente de otras proteinas de adhesion) producida directa o indirectamente por la
ausencia de SPATS1, explicaria el defecto en la adhesion de las células al epitelio seminifero
y el desprendimiento de parte de las células hacia el lumen del tubulo. Siguiendo con este
razonamiento, podriamos suponer que la pérdida prematura de proteinas de adhesion
celular en los ratones KO adultos jovenes emularia la situacion que se da normalmente a
medida que los animales envejecen, contribuyendo a su vez a explicar el fenotipo
“envejecido” que hemos observado en los tubulos seminiferos de los ratones KO de 55 dpp.
Este hallazgo podria ser una pista importante sobre el rol molecular de SPATS1, por lo que
en el futuro nos proponemos analizar la expresion de otras proteinas conocidas de adhesion,
como las familias de las cadherinas y las integrinas.

En suma, nuestros resultados sugieren que la ausencia de SPATS1 ocasionaria un
nivel de degeneracién en los tubulos seminiferos de los individuos adultos jovenes, que seria
comparable al que usualmente se produce con el avance de la edad. En ese sentido,
podemos decir que los testiculos de los ratones KO Spats1 adultos jévenes presentarian un
aspecto “envejecido” en sus tubulos seminiferos, tal vez causado por una alteracién

prematura de las uniones intercelulares.
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2.B. SPATS1 y fertilidad

Los analisis de datos de estudios de expresion de genes por microarreglos publicados
por Shultz et al. (2003), estiman que mds de 2300 genes son expresados de manera
preferencial o predominante en la linea germinal masculina del ratén, de los cuales para la
gran mayoria no se conoce su funcion. Se han realizado cientos de estudios funcionales; de
ellos, se conocen los de mayor relevancia para la reproduccién mientras el resto se
mantienen inexplorados o sin publicar. Historicamente, la obtencion de un raton KO es el
“gold standard” para estudiar la funcidn bioldgica de un gen; las vias genéticas estan lo
suficientemente conservadas entre ratén y humano, como para que la produccién de
ratones KO sea la mejor herramienta de que disponemos para el estudio de la funcion de los
genes y su contribucién al desarrollo de patologias humanas. Sin embargo, cuando el
fenotipo es muy sutil o no se observa fenotipo aparente, raramente los datos son
publicados.

En un trabajo publicado por Miyata et al. (2016), se seleccionaron 54 de los genes
especificos de testiculo mas conservados en la evolucion desde los primeros eucariotas hasta
los humanos, y se estudio el fenotipo de ratones KO para todos ellos (algunos mutantes se
generaron mediante la técnica CRISPR, otros habian sido generados previamente por otras
metodologias). Se encontré que los 54 mutantes KO eran fértiles. Asi, demostraron que
genes altamente conservados en la evolucidén no eran individualmente fundamentales para
la espermatogénesis o reproduccién masculina. Entre estos genes, hay muchos que se creian
esenciales para la fertilidad o que desarrollaban procesos criticos, como Lyzl4, Spaca3,
Spaca7,y Spata4.

Otro ejemplo es el trabajo publicado por Young et al. (2015), en el cual se generaron
ratones KO para tres genes relacionados con la familia de las dineinas (Dnaicl, Wdr63 y
Ccdc63), proteinas que forman el flagelo del espermatozoide en mamiferos. Si bien se
esperaba que los tres KO fueran infértiles, los dos primeros no presentaron fenotipo y
fueron fértiles. Sélo para el KO del gen Ccdc63 se observo un fenotipo, en el cual los flagelos
eran mas cortos que en los ratones WT. Del mismo modo, SMCL1, una proteina especifica de
meiosis y esencial para la formacion del cuerpo denso (una estructura tipicamente meiética),
ha demostrado sin embargo ser prescindible para la fertilidad, ya que los ratones KO son
fértiles (Papanikos et al., 2016).

En muchos de los casos en que no se detecta un fenotipo, posiblemente ello se deba

a que se evallan Unicamente aspectos notorios como por ejemplo si los ratones KO son
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fértiles o no, y no se efectian analisis mas detallados en busca de la eventual presencia de
fenotipos mas sutiles. Un ejemplo ilustrativo de ello es el caso de Pkdrej, un gen miembro
de la familia de la policistina-1, cuyos ratones KO resultaron fértiles y no mostraron ningun
fenotipo evidente en relacion a peso y morfologia testicular, conteo, morfologia y motilidad
espermatica, tamafio de camada, etc. Sin embargo, un estudio detallado mostré que los
machos KO presentaban una desventaja comparativa al competir contra machos WT, dado
gue eran mas lentos que aquellos en el desarrollo de la reaccidn acrosémica (Sutton et al.,
2008). Es razonable suponer que la mayoria de los fenotipos sutiles como éste seguramente
pasa desapercibida, y la conclusién es ausencia de fenotipo detectable.
Las posibles causas de ausencia de fenotipo, o presencia de fenotipos sutiles, son:

- Posible redundancia de funcién. La reproduccion es la “funcién maestra”, y
por lo tanto es probable que existan genes redundantes para una misma funcién, de modo
de asegurar que la funcién se pueda cumplir satisfactoriamente (Miyata et al., 2016). Por
ejemplo, CAPN11 (calpaina) es una proteasa dependiente de calcio expresada
predominantemente en los testiculos, y juega un papel en la reaccidon acrosdmica (Ben-
Aharon et al., 2005). Sin embargo, el ratéon KO Capnll es fértil debido a que existen al
menos dos proteasas paralogas que complementan el trabajo de CAPN11 en el acrosoma
(CAPN1 y CAPN2). Otro ejemplo son los miembros de la familia de las glicésido-hidrolasas
LyzIl1, Lyzl4 y LyzIl6. Los KO de estos genes son fértiles porque los tres genes se compensan
entre si (Sun et al., 2011); esto brinda una explicacion acerca de por qué el bloqueo de Lyz/4
en el trabajo de Miyata et al. (2016) mencionado mas arriba, no mostré fenotipo. Este
mismo ejemplo aplica para Ubqgln3 y Ubginl, cuyos productos se encargan de marcar
proteinas para degradacién mediante ubiquitinacidn por el proteosoma. Para resolver este
problema, habria que bloguear todos los genes paralogos para eliminar las chances de
compensacion.

- Dependencia de las condiciones ambientales. Es sabido que la capacidad
reproductora es altamente sensible a los cambios ambientales. Tal vez algunos genes
podrian no ser indispensables en las condiciones de laboratorio, donde los ratones son
mantenidos en condiciones ideales de temperatura estable, alimentos y agua ad libitum, y
ausencia de predadores. Sin embargo, es posible que en condiciones salvajes, en que los
individuos estan sometidos a un estrés mucho mayor, pudiera requerirse de un mayor

numero de genes para la misma funcion.
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- Efecto combinado con otros genes. Cada vez mas se habla de que la
infertilidad en muchos casos seria una enfermedad poligénica (e.g. Massart et al., 2012;
Bilgin y Kovanci, 2015), o una combinacién de factores genéticos y ambientales (Massart et
al., 2012). Por lo tanto, una mutacidon en un Unico gen, que es lo que habitualmente se
realiza al producir ratones KO, podria no producir fenotipo. Sin embargo, su combinacion
con otras mutaciones preexistentes, o con determinadas condiciones ambientales, podria
desencadenar un fenotipo detectable. Esto uUltimo estaria relacionado con lo mencionado
anteriormente, ya que quizd un raton crecido en condiciones controladas podria no
desarrollar fenotipo (o desarrollar un fenotipo sutil), y en ciertas condiciones ambientales si.

En algunos casos se ha visto que el fenotipo no se desarrolla hasta avanzada la edad
del animal, de modo que en los juveniles no se detecta fenotipo pero a medida que avanza
la edad, si. Por ejemplo, en ratones KO para el gen de la proteina regulatoria mCd59b, los
animales fueron totalmente fértiles hasta los cinco meses de edad, en que comenzaron a
sufrir pérdida progresiva de fertilidad y disminucién en el conteo de espermatozoides (Qin et
al., 2003). Otro ejemplo en este sentido es el de mutantes sobre-expresantes para la via
Whnt, con expresidn constitutiva de B-catenina en células de linea germinal: analizados a las 5
semanas de edad no se encontraron diferencias entre los testiculos de los ratones WT y KO;
a medida que avanzaba la edad comenzaba a observarse pérdida progresiva de células
germinales en algunos tubulos mutantes, acompafiada de una pérdida progresiva de peso
testicular en los ratones mutantes. A las 75 semanas de edad, los testiculos eran
notoriamente mas pequenos que los de los animales WT, y mas del 40% de los tubulos
seminiferos estaban desprovistos de células germinales (Kumar et al., 2016).

En nuestro caso, los ratones KO tanto machos como hembras fueron fértiles y
produjeron un numero de crias similar al de los ratones control, lo que indicaria que el gen
Spats1, al menos por si solo, no es imprescindible para la reproduccion en ninguno de los
dos sexos.

En cambio, en los ratones KO de un afo si notamos una disminucién importante en el
numero de espermatozoides con respecto a los ratones WT, si bien la fertilidad no se vio
afectada de forma evidente. Esto tampoco es demasiado sorprendente, dado que existe
algin reporte previo de mutaciones que producen disminucion en el conteo de
espermatozoides sin afectacion del tamano de camada (Wichman et al., 2017). De todos
modos, y en funcidn de lo mencionado mas arriba, podemos suponer que es posible que en

condiciones salvajes, o en combinaciéon con otras mutaciones o con determinadas
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condiciones ambientales, la afectacién del gen Spatsl podria mostrar un impacto sobre la
fertilidad, especialmente a medida que los ratones envejecen. En ese sentido, se ha visto
gue en los individuos de mayor edad, la alteracién que suele ocurrir en la estructura de los
tubulos seminiferos va usualmente acompafiada de una disminucion en la fertilidad (Wang
et al., 1993; Paul y Robaire, 2013).

La idea de que SPATS1 podria tener un rol en la fertilidad masculina humana, esta
apoyada por un par de trabajos de otros grupos. En uno de dichos trabajos, un estudio de
microarreglos mostrd una disminucién de al menos 5 veces en los niveles de expresidon de
Spatsl en biopsias humanas de pacientes con azoospermia no obstructiva que presentaban
arresto severo de la espermatogénesis (en sus etapas tempranas), en comparacion con
pacientes control con espermatogénesis completa o cuya espermatogénesis estaba detenida
en sus etapas finales (Malcher et al., 2013). El otro trabajo consistio en un estudio de GWAS
(Genome-wide association study), en el que se identificd un polimorfismo nucleotidico (SNP)
en las proximidades de Spatsl, y se lo sefalé como posible marcador de baja calidad
espermatica en toros (Hering et al., 2014).

Un aspecto a tener en cuenta es la existencia de diferencias intrinsecas entre
especies. Si bien por razones obvias el ratdon ha sido la especie modelo por excelencia para la
generaciéon de animales KO, los ratones son mucho mas fértiles que los humanos. Como
mencionamos anteriormente, la OMS da como valores de referencia para muestras
normales de semen humano la existencia de al menos un 40% de espermatozoides maétiles
(motilidad progresiva + motilidad no progresiva), o al menos un 32% de espermatozoides
con motilidad progresiva (NICE, 2013) y, de hecho, en los espermogramas de pacientes
normales tipicamente suelen encontrarse gran cantidad de espermatozoides con
aspecto/motilidad andmalos. Si bien no hemos encontrado valores de referencia para ratén,
basta una observacidon microscdpica para comprobar que en los ratones normales la mayoria
de los espermatozoides presenta aspecto normal. En consecuencia, podria haber una
diferencia en cdmo una mutacion en un gen impacte en ambas especies, y tal vez
mutaciones cuyo efecto fuera sutil en ratones, podrian tener un efecto mas severo en
humanos. Mas aun, la presencia en ratones KO de un fenotipo menos severo que en
humanos eventualmente se ha percibido también para otro tipo de patologias, no
reproductivas, y se ha relacionado con el menor tiempo de vida del ratdn, que en ciertos
casos podria no ser suficiente para que se manifestaran todos los sintomas clinicos

observados en humanos (Rivera y Tessarollo, 2008).
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2.C. SPATS1, desarrollo de tumores y via Wnt

De los dos ratones KO que se dejaron llegar al afio de edad, uno de ellos desarrollé un
tumor comprendiendo la zona del escroto y el perineo. Dicho tumor presenté ulceraciones, y
se acompai6 de alopecia en toda la regidn circundante al tumor. Obviamente, no podemos
sacar conclusiones a partir de un solo caso. Sin embargo, la cepa de ratones utilizada no
suele desarrollar tumores (Rivera y Tessarollo, 2008;
https://www.research.uky.edu/dlar/documents/CommonMouseResearchModels.pdf), y el
personal de los bioterios tanto del IPMont como del Instituto de Higiene (Facultad de
Quimica, UDELAR) nos informd que nunca ha registrado un tumor en un roedor de
laboratorio (ratones CD1 Swiss o C57BL, ratas Sprague-Dawley), ni aun en individuos
envejecidos. Ademas, el animal en cuestion no presentd alteraciones ni desarrollé tumores
evidentes en ninguna otra zona de su organismo, salvo el tumor mencionado.

El estudio de anatomia patoldgica del tumor indicd que se trataba de un teratoma, es
decir, un tumor originado en células de la linea germinal. En particular, los teratomas suelen
ser tumores muy raros, tanto en roedores de especies domésticas como de laboratorio, con
la excepcidn de lo ocurrido en algunas sub-lineas de ratén de la cepa endocriada 129, que de
por si son susceptibles al desarrollo de tumores (Stindstrom et al., 1999). Los Unicos casos
documentados que hemos encontrado en la literatura de teratomas o teratocarcinomas
testiculares espontaneos en roedores no llegan a media docena, y ninguno de ellos en la
cepa C57BL (Jamadagni et al., 2013). Existe un Unico reporte de un teratoma perineal en un
gato (Ober et al., 2013), y los teratomas retrorrectales son también muy raros en humanos
(Bosca et al., 2012).

Resulta interesante que un estudio de secuenciacién de exoma de muestras de
seminomas (canceres de testiculo originados en el epitelio germinal) humanos identificéd una
mutacion en Spats1, entre otras mutaciones presentes en este tipo de tumores (Cutcutache
et al., 2015), si bien se traté de seminomas, y no de teratomas.

De todos modos, el hecho de que los tumores en la cepa de ratones utilizada sean
tan raros (sumado a lo inusual de la aparicidon de teratomas en forma espontanea), que el
ratén no desarrolld ningln otro tumor evidente en ninguna otra parte del organismo, y que
existe un reporte en humanos sugiriendo una relacién entre la inactivacion de Spats1 y el
desarrollo de tumores (aunque en ese caso se tratara de seminomas), nos permite sospechar
que el tumor desarrollado por el ratdon KO podria estar relacionado con la inactivacién de

Spatsl. Actualmente estamos dejando llegar mas ratones WT y KO al afio de edad para
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evaluar esta hipotesis, y ver si la aparicion de tumores se repite y confirma. Por otra parte, si
la inactivacidn de Spatsl efectivamente estuviera vinculada con el desarrollo del tumor, no
se trataria del primer caso en que la alteracién de un gen vinculado a adhesion celular
produjera este efecto: ya hemos mencionado mas arriba el desarrollo de tumores por parte
de ratones KO para un miembro de las cadherinas (Yamada et al., 2006). Otro ejemplo
estaria dado por la sobreexpresiéon de la B-catenina (ver a continuacion).

Como se menciond en la Introduccidn, un trabajo ha asociado a SPATS1 con la via
Whnt/B-catenina (Zhang et al; 2010). Segun este trabajo, SPATS1 seria un represor de la via
Whnt, una via que normalmente debe estar muy finamente regulada en el testiculo. La via
Wnt estd relacionada con la actividad del proteosoma, y también se ha descrito que
alteraciones en ratones en varios de los genes relacionados a esta via causan susceptibilidad
a tumores en colon, ovario y testiculo (Zhan et al., 2017).

Con respecto al testiculo en particular, ratones mutantes sobreexpresantes para
varios de los genes de la via Wnt/B-catenina han producido fenotipos con problemas en el
desarrollo testicular y procesos tumorales, habiéndose reportado tumores de células de
Sertoli (e.g. Chang et al., 2009; Tanwar et al., 2012) y otros tumores testiculares (Boyer et al.,
2008). Sin embargo, en un trabajo reciente no se pudo comprobar activacion de la via
Wnt/B-catenina en el desarrollo de seminomas (Fernando et al., 2016), por lo que se
requeriran aln mas investigaciones en este sentido.

En la mayor parte de los estudios, la afectacién de la via Wnt se logra mediante la
estabilizacién de la B-catenina. La estabilizacién de la B-catenina permitiria que ésta se
acumule en el citoplasma hasta niveles muy elevados, logrando asi translocarse al nucleo e
inducir la activaciéon transcripcional de genes blanco de la via Wnt (ver Introducccidn), varios
de los cuales son oncogenes (c-Myc, ciclina D1, entre otros) (Zhang et al., 2010). En ese
sentido, Kumar et al. (2016) mostraron que en los testiculos de ratones mutantes que
sobrexpresaban B-catenina especificamente en la linea germinal, se detectaba un
incremento significativo en el nimero de espermatogonias positivas por tubulo para las
proteinas TCF1, LF1 y ciclina D1 (Ccnd1), correspondientes a productos de genes blanco de la
via Wnt. Del mismo modo, en mutantes sobreexpresantes para B-catenina, Chassot et al.
(2016) mediante gRT-PCR observaron un aumento en los niveles del ARNm de Lef-1
(también gen blanco de la via Wnt), y en el nUmero de espermatogonias ciclina D1-positivas

(la ciclina D1 normalmente se expresa en espermatogonias en proliferacién) a los 2-3 dpp.
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En este esquema, si SPATS1 desempefiara en el testiculo un rol semejante al descrito
en cultivo de células heterdlogas por Zhang y colaboradores, podria participar como
inhibidor de la via Wnt. SPATS1 secuestraria a la proteina DVL2 (necesaria en el citoplasma
para que la B-catenina no sea degradada por el proteosoma, y aparentemente también en el
nucleo como co-activador/estabilizador del complejo TCF4/ B-catenina), impidiendo la
estabilizacidon de la B-catenina. Por lo tanto, en los ratones KO, la ausencia de SPATS1 podria
provocar una estabilizacién y por ende un aumento en los niveles de B-catenina en el
testiculo, como para que ésta fuera translocada al nucleo, e indujera la expresion de los
genes blanco de la via Wnt. A su vez, en el nucleo la ausencia de SPATS1 contribuiria a
estabilizar el complejo TCF4/ B-catenina, lo que también redundaria en la expresién de los
genes blanco (Figura V.2). Supongamos que SPATS1 es, efectivamente, un represor de la via
Whnt especifico del testiculo. ¢COmo podriamos entonces imaginar una vinculacién entre la
eventual alteracién de la via Wnt en los ratones KO, y el desarrollo de tumores? La eventual
relacion surge de manera natural, si tenemos en cuenta que varios de los genes blanco de la
via Wnt son potentes oncogenes (Liao et al., 2007; Takahashi et al., 2007).

Los resultados de los trabajos analizados nos llevaron a evaluar los niveles de
expresion de genes blanco de la via Wnt en los ratones KO Spatsl, en comparacion con
ratones WT. En un estudio preliminar comparando ARN de testiculo total de los ratones KO
vs WT de 55 dpp vy 1 afio de edad, nosotros no encontramos diferencias en los niveles de
transcripcion de estos genes blanco de la via Wnt. De todas formas, dado que en los trabajos
mencionados anteriormente las diferencias se observaron Unicamente en las
espermatogonias, y que ademas no se tratd de un aumento muy notable, es esperable que
dichos cambios de expresién pudieran no detectarse por gRT-PCR a partir de ARN de
testiculo total, ya que si el cambio ocurriera sélo en las espermatogonias, se veria diluido
entre la totalidad de los tipos celulares del testiculo. Nos proponemos evaluar los niveles de
expresion de los genes blanco de la via Wnt en poblaciones celulares purificadas de testiculo
de los ratones KO Spats1, las que seran obtenidas mediante citometria de flujo, e incluso
posiblemente a partir de ratones de diferentes edades.

Se ha propuesto que en los testiculos susceptibles a teratomas, podria darse la
expresion aberrante de sefales restringidas al desarrollo del ovario. Una hipdtesis
alternativa es que los testiculos susceptibles a teratomas carecerian de ciertas senales
normalmente activas en los testiculos, pero ausentes en el ovario (Lanza et al., 2016). Si asi

fuera, Spats1 podria estar comprendido en este Ultimo caso ya que, como hemos visto
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(Capoano et al., 2010), su expresion no se detecta en el ovario. Resulta muy atractivo
imaginar que Spats1 pudiera ser uno de los genes participantes en ese mutuo antagonismo
entre las vias de desarrollo hacia ovario y testiculo, pero aun falta efectuar muchos estudios
en ese sentido. El disponer de un ratén KO para este gen sin duda nos proporciona una

herramienta de gran ayuda.
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Figura V.2. Modelo sobre la accidn propuesta de SPATS1 en la via candnica Wnt. A. Esquematizacion de lo que
ocurriria normalmente, si lo propuesto por Zhang et al. (2010), fuera cierto: en presencia de SPATS1, los niveles
de B-catenina serian bajos ya que ésta seria degradada en el citoplasma, no acumuldndose lo suficiente como
para translocar al nucleo, y TCF4 seria degradado. Por lo tanto, los genes blanco de via Wnt dejarian de
expresarse, o sus niveles de expresion disminuirian. B. Se muestra lo que suponemos que podria ocurrir al no
estar SPATS1 activa: B-catenina no se degradaria y entraria al nucleo, TCF4 no se degradaria, y los genes blanco
de la via se transcribirian activamente.
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El ratdn mutante Spatsl, obtenido en este proyecto, es el primer ratén KO obtenido
en el Uruguay, y fue producido mediante la revolucionaria tecnologia de CRISPR/Cas9. Este
método presenta muchas ventajas ya que no requiere pasos de clonacién ni construccidn de
vectores. Produce un altisimo nimero de animales genéticamente modificados en cada
experimento, con una eficiencia del 15 al 20% de los embriones microinyectados, lo que
reduce ademas la cantidad de animales requeridos para generar embriones, asi como de
hembras nodrizas y hembras necesarias para los cruces, ademas de reducir el nimero de
experimentos de forma muy significativa.

Los resultados de los andlisis de mineria de datos nos dicen que el gen Spatsl y la
estructura de su proteina, con hojas desplegadas (no globular), estan altamente conservadas
en la evolucién desde los cordados primitivos hasta los mamiferos. En conjunto, los estudios
de interaccién proteica predicha, sumados a los ensayos de co-inmunoprecipitacion que
hemos realizado, nos permiten sugerir que SPATS1 interaccionaria con la actina.

La ausencia de SPATS1 no genera defectos en el desarrollo embrionario del ratén,
incluso en el testiculo, y los ratones mutantes son fértiles. Sin embargo, los acimulos de
células observados en la luz de los tubulos seminiferos de los ratones KO y los
desprendimientos de tejido, nos permiten suponer que SPATS1 tendria un rol en el
mantenimiento de la estructura interna del tubulo, mds precisamente en la adhesién celular.

El fenotipo observado, que se asemeja de manera notable al reportado para los
testiculos de ratones mutantes para proteinas vinculadas a adhesion celular, estaria también
de acuerdo con la probable interaccidon de SPATS1 con proteinas involucradas en las uniones
celulares, en las cuales la actina posee un rol protagénico. Los estudios de expresion génica
mostraron que se alterd a la baja la expresion del gen de claudina 11, proteina asociada a las
uniones intercelulares estrechas; si bien esta disminucion fue moderada, resultd
significativa. Este resultado se correlaciona notablemente con los acumulos vy
desprendimientos de células observados en los cortes histologicos de los ratones KO. Por
tanto, creemos que SPATS1 tendria un rol estructural en el mantenimiento de las células
espermatogénicas adheridas a las células de Sertoli, mas que un rol vinculado al proceso de
espermatogénesis en si.

En los ratones mutantes de mayor edad se registré una importante disminucién en la
cantidad de espermatozoides con respecto a los ratones control, si bien ello no impacté
sobre la fertilidad. No obstante, no podemos descartar que dicha disminucién en el conteo

espermatico pudiera tener consecuencias en cuanto a la afectacién de la capacidad
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reproductiva de estos ratones en condiciones ambientales mds desfavorables, o en conjunto
con posibles alteraciones en otros genes, o en otras especies como el hombre.

Por otra parte, uno de los ratones mutantes desarrollé un teratoma a edad avanzada.
Seria demasiado prematuro pretender vincular la alteracion de Spats1 con el desarrollo de
este tumor. No obstante, dado que la aparicion de estos tumores es sumamente
infrecuente, y que se trata precisamente de un tumor de células germinales, este resultado
nos alienta a seguir investigando en este sentido.

Si bien existe un reporte que relaciona a SPATS1 con la via Wnt, no hemos podido
detectar en el ratdn KO alteraciones en la expresidon de los genes blanco de esta via. Sin
embargo, somos conscientes de que los estudios se realizaron partiendo de ARN de testiculo
total y Unicamente a ciertas edades, por lo cual deberemos realizar estudios mas detallados

gue nos permitan sacar conclusiones definitivas al respecto.

Con respecto a las perspectivas, nos proponemos:

- Dejar llegar mayor nimero de individuos macho KO y WT al afio de edad, de modo
de observar si los ratones KO desarrollan tumores (éteratomas u otros?), y si asi fuera,
evaluar la incidencia de ocurrencia de los mismos.

- Profundizar los anadlisis de expresidn de genes blanco de la via Wnt en los ratones
KO en comparaciéon con individuos WT, utilizando para ello poblaciones celulares de
testiculo aisladas mediante citometria de flujo, metodologia para la cual existe vasta
experiencia en nuestro grupo de trabajo. Se podran realizar los estudios empleando
poblaciones puras 2C en contenido de ADN, 4C y C. Eventualmente también se podran
realizar los estudios de expresion en individuos de distintas edades (por ejemplo,
embriones).

- Realizar ensayos de inmunohistoquimica en cortes de testiculo de ratén, de modo
de evaluar si SPATS1 colocaliza con actina, empleando faloidina en paralelo con el
anticuerpo anti-SPATS1. Estos estudios nos permitirdan eventualmente confirmar los
resultados de las inmunoprecipitaciones y los dobles hibridos de levadura. Se podran
efectuar también ensayos de colocalizacién de SPATS1 con proteinas de adhesion celular (ej.
cadherinas, cateninas). Estos estudios podrian darnos una idea acerca de si SPATS1 es un
componente de las placas de adhesion en el testiculo. Disponemos de un nuevo microscopio
confocal Zeiss LSM 800 equipado con modulo Airyscan, que permite muy alta resolucién, y

gue sera de gran utilidad para estos estudios.
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- Efectuar estudios de transcriptomica de los testiculos de ratones KO vs WT.
Contamos con los ARNs aislados de ratones WT y KO de 55 dpp en muestras por triplicado, y
de los ratones WT y KO de 1 afo de edad por duplicado. Dichas muestras se encuentran
conservadas a -80°C. Faltaria obtener una muestra mas de individuos KO y WT de 1 afio para
disponer de triplicados. Alternativamente, aunque mas trabajoso, podrian hacerse estudios
de transcriptomica en poblaciones celulares aisladas de estadios espermatogénicos en
particular, los que deberian purificarse a partir de ratones KO y WT mediante citometria de
flujo.

- Finalmente, nos gustaria analizar si existen mutaciones (y en tal caso, su incidencia)
en el gen SPATS1 en pacientes humanos infértiles y/o con tumores de testiculo. Estos
estudios podrian realizarse a partir de biopsias de pacientes con dichas patologias y su
comparacion con biopsias de pacientes control (ej.: pacientes con azoospermia obstructiva),

secuenciando los exones del gen SPATS1 en ambos casos.
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1. MATERIALES Y METODOS - Recombineering: disefio de un

targeting vector

Los vectores para gap repair se generan mediante la ligacion de dos fragmentos de
200-400 nt cada uno flanqueantes de la zona del BAC que se desea subclonar, en un vector
que contiene marcadores de seleccién tanto positiva como negativa (PL253, en nuestro
caso). Estos fragmentos se obtienen por PCR con iniciadores quiméricos (ver Tabla VIII.1),
gue portan ademas de 20 nt de la secuencia especifica del fragmento a amplificar, sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccién que permitan su ligacidon en el plasmido. Esta
construccion plasmidica se linealizd y se introdujo por electroporacién en la cepa SW102 de
E. coli a la que previamente se le habia electroporado el BAC conteniendo la secuencia de
Spatsl, y crecida a 32°C para no activar los genes Red. Una vez transferido el vector lineal, se
procedid a la activacion del complejo de proteinas EXO, BET y GAM, mediante incubacién de
las bacterias transfectadas durante 1 hora en LB a 42°C con ampicilina.

Las Figuras VIII.1 y VIII.2 muestran esquemas aclaratorios de los pasos involucrados.

1.A. Plasmidos vy cepas

Todos los plasmidos y cepas de E. coli utilizadas en este protocolo fueron adquiridas
de NCI BRB Repository.

-SW102: es una cepa modificada de D10HB que contiene los genes Red integrados en
el cromosoma bajo un promotor inducible por temperatura. Tiene ademas incorporado el
gen de resistencia al antibidtico tetraciclina.

-PL253: Es un plasmido tipo pBluescript (es decir, que contiene el gen de seleccién
positiva de resistencia a ampicilina y un sitio de clonado multiple) modificado, al que se lo
agregd el marcador de seleccion negativa MC1/HSV-TK (un promotor eucariota + gen
timidina-kinasa) (Figura VII1.3).

-PL451: Es un pldsmido que tiene el gen de resistencia a neomicina y su promotor,

flanqueado por secuencias loxP (Figura VIII.3).
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1-

1.B. Subclonado de un fragmento de 13,8 Kb del gen Spats1 del BAC al plasmido

mediante la técnica de gap repair.

Para la amplificacién por PCR de los dos fragmentos de homologia (izquierdo y derecho), se
disefiaron los juegos de iniciadores que se muestran en la Tabla VIII.1 (Brazo lzq PCR y Brazo
Der PCR, respectivamente). La amplificaciéon se llevd a cabo a partir de ADN del BAC
conteniendo la secuencia del gen Spats1 de M. musculus. Para todas las reacciones de PCR
se empled bdsicamente el protocolo de PCR descrito en Materiales y Métodos, con
eventuales variaciones menores (e.g. temperatura de annealing de los iniciadores).

Se digirieron 100 ng del fragmento izquierdo con las enzimas de restriccién Notl/Pstl en
Buffer G (Fermentas) y 100 ng del fragmento derecho con Pstl y BamHI, en el mismo buffer.
Los productos de ambas digestiones se purificaron mediante el PCR Clean up Kit
(Fermentas), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El plasmido PL253 se digirié con las enzimas de restriccion Notl y BamHI en Buffer G, de
modo de poder subclonar los fragmentos de homologia creados por PCR.

El producto de la digestion se corrié en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio,
se cortd la banda de plasmido y se eluyd de la agarosa mediante el Agarose Elution Kit
(Fermentas).

Se efectud una reaccion de ligacidn utilizando 100 ng de PL253 digerido + 5 ng de fragmento
izquierdo digerido + 5 ng de fragmento derecho digerido, utilizando ligasa (Fermentas), y
empleando los procedimientos de ligacion habituales. La ligacidon se incubd 1 h a 16°C.

Se transformaron células DH10B quimiocompetentes con el producto de ligacién, se dejo
crecer el cultivo por 1 h a 37°C, y se plaquearon 100 ul de la mezcla de transformacion en
una placa de Petri conteniendo medio LB-agar/ampicilina.

Se seleccionaron 8 clones, se repicaron en otra placa de LB-agar/ampicilina, y se realizaron
minipreparaciones para aislar el plasmido ligado. Se cuantificd por Nanodrop la cantidad de
plasmido obtenido en cada caso.

Se chequed por PCR la presencia en el plasmido de los fragmentos izquierdo y derecho en los
8 clones. Los juegos de iniciadores disefiados para la confirmacion de la ligacion de los

fragmentos se muestran en la Tabla VIII.1.

10-Se generaron células electrocompetentes de E. coli cepa SW102, mediante los

procedimientos habituales.
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11- Se electroporaron 100 ng de ADN del BAC conteniendo la secuencia de Spats1 de ratdn en
células SW102 (electrotransformacion). Se plaguearon como es habitual, y se procedié a la
extraccién de ADN y chequeo por PCR (primers 1y 2 de la tabla VIII.1).

12- Las células SW102-BAC (es decir, las células SW102 electrotransformadas con el BAC) se
cultivaron en medio liquido LB/ampicilina 0.n. a 32°C.

13- A continuacion se incubd a 42°C por 15 minutos con el objeto de inducir la expresidn de los
genes Red. Luego de la induccidn, las células se colocaron inmediatamente en hielo.

14- Se generaron células electrocompetentes SW102-BAC.

15- Las células electrocompetentes SW102-BAC (50-100 ng) se transformaron con el gap vector
(pldsmido aceptor) linealizado con Pstil.

16- Las células transformadas se incubaron 2 h a 32°C, se plaguearon 50-100 ul en LB-
agar/ampicilina, se incubd o.n. a 32°C, y se contaron las colonias obtenidas.

17- Se repicaron 8 colonias a otra placa de LB-agar/ampicilina.

18- Se realizaron minipreparaciones de ADN a partir de las 8 colonias.

19-Se procedié a la deteccion del fragmento de 13 Kb subclonado mediante PCR de los
extremos, y por secuenciacion de los fragmentos de PCR. Los iniciadores disefiados para

confirmacién del “gapeado” se muestran en la Tabla VIII.1.

1.C. Introduccidn de Casete Neo' en exén 2 de Spats1.

Este paso consistié en la amplificacién del casete de resistencia a neomicina (Neo')
para su posterior introduccion en el targeting vector PL253 entre medio de cada fragmento

flanqueante anteriormente ligado. El procedimiento seguido fue:

1- Se amplificé por PCR el casete Neo" usando como molde el pldsmido PL452, con iniciadores
guiméricos (100 nt cada uno, ver tabla VIII.1). Este casete incluia la secuencia del gen de
resistencia a neomicina, (Neo’) mas un promotor procariota (EM7), mas un promotor
eucariota (PgK) ademas de una cola poliA.

2- El producto de PCR se corrido en gel de agarosa al 2%, se cortd la banda y se eluyd el
fragmento (Agarose Elution Kit, Fermentas)

3- Se cuantificd la cantidad de fragmento purificado mediante Nanodrop.

4- Cultivar SW102/gap vector en LB/ampicilina o.n. a 32°C. Inducir los genes Red a 42°C por 15

minutos. Rapidamente poner las células en hielo y hacerlas electro-competentes.
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Electroporar el casete Neo” en células electro-competentes SW102/gap vector - Red
inducidas. Incubar 1 h a 32°Cy plaquear 100 pl sobre LB-agar/kanamicina.

Seleccionar 8 colonias y repicar en otra placa de LB-agar/kanamicina.

Hacer minipreparaciones de colonias seleccionadas.

Este plasmido obtenido constituiria el vector direccionador (targeting vector) completo, que
se usaria para transfectar en células ES de raton. Las células ES transformadas serian luego

microinyectadas en blastocitos de ratén e implantadas en hembras pseudoprefiadas.

Tabla VIII.1. Juegos de iniciadores disefiados para la construccion del targeting vector*.

Nombre del Secuencia primers 5-3’ Enzima
PCRs primer P restriccion
S-armlZzQ tatagcggccgcTGGGGACTGTGACATTTAGC Notl 60
Brazo Izq 450
PCR A-armlZQ tatactgcagGATGGAAGATAGAGACAAGGG Pstl 60
Brazo Der S-armDER tatactgcagTGCCAACGCCTCAGTGATG Pstl 60 438
PCR A-armDER tataggatccCTCAGATTCCACACGAACTC BamHI 60
S-ConlzZQ CCTCTTCGCTATTACGCCAG 60 523
A-ConDER GCGAAGTGGACCTGGGAC 58
_ _ S-ConlzZQ CCTCTTCGCTATTACGCCAG 60 846
C‘(‘)nflrmato,r’lo A-gaplZzQ AAGGTGGCTCAGCAAGGG
gapeado S-gapDER | ATGTTTCAGTTGGAGGGCAC 60 | 917
A-ConDER GCGAAGTGGACCTGGGAC 58
S-BACe4 GGATTGTTCACTGTCAGGTTG 62
PCR Bac 480
Exon 4 A-BACe4 CGATAGGGGCAGAGACAGG 62

(control neg)

TTCCCCGACTTTTGATTATGATATAGGAA
r S-Neo ATAAAACAGACTGTCAAGTGATACCCCA Aoal
Casete Neo GCAATATACTTAAGTGGgggcccTCTACCG P

GGTAGGGGAGGCG 1851

CTTCTGTGACTCGTCCCACATCAGGGCA
GATTTCTTGAAAGGTCCCGGGGGCAGAG

A-Neo ACCTGTGAAAGAAGGCCCyicgacTTAAGG Sall
GTTCCGCAAGCTCT
. . S-ConNeoDer | GTGCCTTCCTTGACCCTGG
Confirmatorio 503
Insercion A-ConNeoDer | AGGGAATACTGAGTAAGAGG

casete Neo'

* En la tabla se muestran los iniciadores disefiados para la construccidn de los brazos de homologia izquierdo y
derecho para el gap-vector, flanqueantes a los 13 kb de ADN del BAC que se deseaba subclonar. También se
listan los iniciadores usados para los PCRs confirmatorios de clonacidon de fragmentos izquierdo y derecho,
confirmacion de “gapeado” y confirmacion de presencia del BAC (exdn 4). En mayusculas se muestran los nt
homodlogos a la secuencia blanco de PCR, en minuscula se muestran los nucledtidos quiméricos agregados, y en
colores los sitios de reconocimiento por enzimas de restriccidon agregados.
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Figura VIII.1. Esquema de los pasos de construccion del targeting vector. En la figura de la izquierda se muestra
que primero se debe crear el vector para gap repair, es decir, el vector que va a aceptar la clonacion de un
fragmento de 13 kb de un BAC. Para ello, en primer lugar se amplifican 50 pb flanqueantes a la zona a clonar y
se ligan al vector, luego se introduce el vector linealizado en las células SW102 previamente transformadas con
el BAC. Este proceso daria como resultado un vector “gap-repaired” que contendra 13 kb de secuencia de
Spatsl de M. musculus reparada utilizando el gap como molde. La figura de la derecha muestra el paso
siguiente, que es clonar un marcador de seleccion en la regiéon donde se desea interrumpir el gen (en nuestro

caso, el exdén 2 del gen Spats1). Fuente: Liu et al., 2003.
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Figura VIII.2. Esquema de subclonado de
13 kb del gen Spatsl de M. musculus
mediante la técnica de gap repair, a partir
de un BAC. Al vector PL253 primero se le
clonan dos brazos de homologia (verde y
rojo). Posteriormente se transforma
dentro de una cepa SW102 activada que
contiene el BAC Spats1 molde.

Figura VIII.3. Esquema de los vectores PL253 (usado para clonar los fragmentos lzq y Der, para formar el “gap-
vector”) y PL452 (que contiene el casete Neo'). Fuente: Liu et al., 2003.
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2. RESULTADOS - Curva de calibracion para experimentos de qRT-PCR
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Figura VIII.4. Ejemplo de resultados de detecciones por qRT-PCR (izquierda), y curva de calibracidn para el gen
Ppplcc (derecha). La curva de calibracidn se realizé mediante 4 diluciones seriadas. Se obtuvieron una recta
con un R=0.9993 y una eficiencia = 93%.
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