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DD - "mRNA differential display”
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Pik3r3 - “Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory subunit, polypeptide 3"
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RRM - motivo de reconocimiento de ARN

RT - transcripcién reversa o transcriptasa reversa
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TBP - “TATA Binding Protein”
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RESUMEN

La espermatogénesis, el complejo proceso de desarrollo y diferenciacién de
los gametos masculinos, los espermatozoides maduros, es esencial para todos los
organismos con reproduccion sexuada. Durante la misma se suceden distintos
programas de expresidon génica, de los cuales nos interesa particularmente la
meiosis. La misma consiste en un tipo de division celular especial que ocurre
Unicamente en las células germinales, durante la cual tienen lugar el apareamiento,
recombinacién y segregacién de los cromosomas homdlogos, eventos
fundamentales para la conservacién del nimero cromosdmico de las especies y la
generaciéon de biodiversidad. El transcurso sin alteraciones de la meiosis, es

esencial para el progreso de una espermatogénesis normal.

A pesar su importancia, la espermatogénesis en general, y la meiosis en
particular, son poco conocidas a nivel molecular, especialmente en los mamiferos
debido, en gran parte, a dificultades que presenta su estudio como lo es la
heterogeneidad celular del testiculo y la ausencia de sistemas de cultivo in vitro

eficaces.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la meiosis de los mamiferos,
en esta tesis caracterizamos de forma preliminar 11 bandas de ADNc que habian
sido identificadas en ensayos previos de "mRNA differential display” (DD) como de
expresion diferencial de la profase meidtica de la rata, clonadas en el vector pGEM-
T, y conservadas en glicerol a -80 °C. Se empled una combinacion de abordajes
metodoldgicos que nos permitié realizar una gran cantidad de trabajo en poco
tiempo y a un costo relativamente bajo. Identificamos y confirmamos el patron de
expresion diferencial de meiosis de 7 genes, algunos de ellos nuevos y otros
isoformas no descritas de genes conocidos: un nuevo gen miembro de la familia de
proteinas de transmembrana “Leucine-rich repeat containing 8 family”, el gen
correspondiente a la proteina hipotética de rata homdloga de la proteina humana
“PAK/PLC interacting protein” (hPIP1), el gen que codifica para la proteina
“Mitochondrial carrier homolog 2 (Mtch2)”, una nueva isoforma no descrita de la
secuencia codificante para la proteina hipotética de rata “Tripartite motif protein 27
(TRIM27/RFP)”, el transcripto del gen que codifica para el homdlogo de rata de la
proteina “Coiled coil domain containing 14" de ratéon (CCDC14), una nueva isoforma
de la unidad regulatoria de la Pik3 (“Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory
subunit, polypeptide 3, y un posible nuevo gen de la familia de “TAR-binding
protein” (TARDBP).



Como segunda parte del trabajo, se selecciond la secuencia correspondiente
al gen CCDC14 para profundizar en su caracterizacion. Mediante la aplicacion de
diversas metodologias se amplio el estudio del patrén de expresidén de este gen en el
testiculo de la rata, confirmando su expresién diferencial en dicho tejido en
comparacién con otros, y dentro del mismo, el patréon de expresion diferencial en
células meidticas respecto a células posmeidticas. Los datos obtenidos sugieren que
también se expresaria a ciertos niveles en células somaticas testiculares, como las
células de Sertoli. Se determind la secuencia codificante completa de este gen, que
posee 13 exones y da lugar a la sintesis de un ARNm de 4945 bases. Se clond y
expresé parte de la secuencia codificante como proteina de fusién con GST, y se
produjo un suero policlonal contra la proteina predicha CCDC14. Dicho suero nos ha
permitido confirmar la existencia de una proteina de 103 kDa para el gen CCDC14. La
proteina identificada no presenta, dentro de los 929 aminodacidos que la componen,
una senal de localizacion nuclear (NLS) evidente, y de acuerdo a los analisis
bioinformaticos realizados, poseeria una regién capaz de adoptar estructura de coiled
coil. Este tipo de motivo particular se encuentra presente en muchas de las proteinas
que conforman el andamiaje de las células meidticas, lo cual sugiere que podria

desempefiar una funcién estructural.



2. INTRODUCCION

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Reproduccién sexual en los organismos pluricelulares

La reproduccion sexuada es el proceso presente, a lo largo de la evolucién,
en la mayoria de los organismos eucariotas pluricelulares en la etapa de dejar
descendencia y perpetuar asi la especie. Se sabe también que muchos organismos
procariotas y eucariotas unicelulares han desarrollado la capacidad de reproducirse
sexualmente. A diferencia de la reproduccion asexuada, que da lugar a
descendencia genéticamente idéntica al organismo progenitor, la reproduccién
sexuada implica la combinacién de los genomas de dos individuos distintos de la
misma especie, produciendo descendientes que son genéticamente diferentes entre

si y de sus progenitores (Solomon et al., 1996).

El ciclo de reproduccion sexual implica una alternancia entre generaciones
de células haploides y diploides. En los metazoarios, las células haploides
especializadas para este proceso son los gametos: el ovocito, gameto femenino,
generalmente grande e inmovil, y el espermatozoide, gameto masculino, pequefio y
movil. Durante la fecundacidon, un gameto masculino y uno femenino, ambos
haploides, se fusionan y se produce una célula diploide, denominada cigoto, cuya
informacidon genética proviene de ambos progenitores. El cigoto inicia desarrollo y
prolifera mediante mitosis, dando lugar a una gran poblacion de células diploides
que se diferencian y forman un organismo pluricelular complejo. Cuando dicho
organismo alcanza la madurez sexual, en los 6rganos sexuales las células diploides
de la linea germinal se dividen por medio del proceso de meiosis (ver adelante) y
se generan nuevas células haploides (Gilbert, 2005). En las primeras etapas de la
meiosis, ocurren los importantes procesos de apareamiento entre cromosomas
homodlogos y recombinacién génica; mediante esta Ultima, dichos cromosomas
intercambian fragmentos de ADN, haciendo que la dotacién genética que recibe
cada gameto haploide sea diferente. Asi, la redistribucién de genes a través de la
reproduccidon sexual da lugar a diversidad genética. Se asume que aquellas
combinaciones de alelos que provean ventajas y permitan a los organismos
adaptarse y sobrevivir en ambientes cambiantes se perpetuaran entre la poblacion,
mientras que las que no sean beneficiosas tenderan a perderse. Esto explicaria por

qué la seleccion natural ha favorecido la reproduccion sexual (Alberts et al., 2002).



2.1.2. La gonada masculina: desarrollo y estructura en los mamiferos

Durante el proceso de desarrollo embrionario de cada nuevo individuo, se
produce la diferenciacion de distintos tipos celulares que conformaran érganos y
tejidos que cumpliran funciones especificas. Uno de esos 6rganos es la gonada, en
la cual se producirdn los gametos, y cuyo tipo en los mamiferos dependera de los
cromosomas sexuales que integren el cariotipo del individuo. Si el cariotipo
contiene dos cromosomas sexuales homodlogos X se desarrollara una gdnada
femenina, ovario; en cambio si uno de dichos cromosomas es X y el otro Y se

desarrollarad una génada masculina, testiculo.

El desarrollo de una génada masculina en los individuos que poseen un
cromosoma Y, responde a la presencia y expresién del gen Sry. La proteina SRY,
producto de dicho gen, es un factor de transcripciéon que participa en la regulacién
de genes que determinan el desarrollo gonadal; activa la expresion de genes
involucrados en la formacion y el desarrollo de los testiculos, e inhibe otros que
participan en la formacién y el desarrollo de los ovarios. Asi, se activaran vias
encargadas de la formaciéon de hormonas como la hormona anti-mulleriana (AMH),
testosterona, di-hidro testosterona (DHT), y hormona foliculo estimulante (FSH),
entre otras, que daran lugar a la diferenciacion de células somaticas especificas de
testiculo como las de Sertoli y Leydig, y a la diferenciacion de las células
germinales que originaran los gametos, mediante el proceso de espermatogénesis
(Walker & Cheng, 2005; Gilbert, 2005; Barrionuevo & Scherer, 2010; Sekido,
2010).

El testiculo maduro estd compuesto por una vasta red de tubulos
seminiferos, contenidos dentro de una capa conectiva resistente llamada tunica
albuginea. Fuera de los tubulos se encuentran las células de Leydig, las células
mioides peritubulares, algunos fibroblastos y vasos sanguineos [Figura 2.1.A].
Dentro de los tubulos reside una poblacion celular muy heterogénea, compuesta
por células germinales en distintas etapas de la espermatogénesis y células de
Sertoli. Las células germinales se disponen de forma ordenada, pudiéndose en
cortes transversales observar células en etapas cada vez mas avanzadas de la
espermatogénesis desde la membrana basal hacia la luz del tubulo. Las células de
Sertoli, consideradas las nodrizas de las células germinales masculinas, cumplen
funciones de mantenimiento, proteccién y nutricidn de las mismas, y se ubican
dentro del tubulo protruyendo entre ellas [Figura 2.1.B] (Berne & Matthew, 1998;
Gilbert, 2005).



Células intersticiales B

de Leydig Espermétides

Espermatozoides
Espermatocito secundario
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- » Espermatogonia

Figura 2.1. Esquema de corte transversal de testiculo adulto de mamifero. A. En el espacio
intertubular se observan células de Leydig, fibroblastos y vasos sanguineos. B. Dentro del tubulo se
pueden observar células germinales en distintas etapas de la espermatogénesis dispuestas desde la
membrana basal hacia la luz, y células de Sertoli. Rodeando al tubulo seminifero se observan las células
mioides (Tomado de Guyton & Hall, 2001).

2.1.3. Generalidades de la espermatogénesis en los mamiferos

La espermatogénesis es el proceso de produccion de los gametos
masculinos, los espermatozoides maduros. Es esencial para todas las especies con
reproduccién sexuada, y puede describirse como la ejecucién coordinada de tres
programas sucesivos de expresidon génica, que se encuentran superpuestos
temporalmente en el testiculo adulto. El primer programa corresponde a la
proliferacién mitética de las espermatogonias, células troncales somaticas
precursoras de las células de la linea germinal. El segundo programa, la meiosis,
provee al espermatocito primario del aparato molecular para el apareamiento,
recombinacién y segregacién de los cromosomas homodlogos, y da como resultado
espermatidas haploides. El tercero, la espermiogénesis, es responsable de los
dramaticos cambios estructurales y bioquimicos que sufren las espermatidas, hasta
completar su diferenciacion como espermatozoides maduros (Erickson, 1990; Hess,
1999) [Figura 2.2].

La espermatogénesis es un proceso continuo que comienza en los dias
posteriores al nacimiento del individuo, se completa cuando se alcanza la edad
adulta, y se continta produciendo a lo largo de toda la vida del individuo. En la
rata, tomada como ejemplo de modelo experimental, los tubulos seminiferos de un
individuo pre-puber de hasta 12 dias posparto (dpp) poseen solo células de Sertoli
y espermatogonias. A partir de ese momento comienza la proliferacion y

diferenciacion de células germinales, pudiéndose observar a los 17-18 dias la



d=7

SIE3 2 a0 LI

SISOISA]

14

presencia de espermatocitos primarios en el tubulo seminifero. A los 21 dias
algunos de esos espermatocitos alcanzan la profase media de la primera division
meidtica (paquiteno, ver mas adelante), y a los 27 dias ya se ha producido la
primera meiosis completa, por lo que se observan ademas espermatidas redondas.
Alrededor de los 40 dias, cuando el individuo alcanza la edad adulta, ha finalizado la
primera onda espermatogénica, y se pueden observar los primeros

espermatozoides (Siu & Cheng, 2004).

Figura 2.2 Esquematizacion de las

diferentes etapas de la
espermatogénesis de la rata. La fase de

proliferacion (Prol.) incluye las divisiones

espermatogodnicas desde espermatogonia tipo

b i | A (Al - A4) hasta las células intermedias (I)
j . y de tipo B (B). La fase de meiosis comienza
16 :-_2‘ ) luego que las espermatogonias de tipo B se
12 i diferencian  en  espermatocitos  pre-

- jm leptoténicos (PI). La profase meidtica

= At ) . )

TN A B X *-,J comienza con pequefios espermatocitos
]

M S/ =

T leptoténicos (L) y continla a través de los

* - espermatocitos zigoténicos (Z), paquiténicos
L i tempranos (eP), medios (mP) y tardios (LP).
Una vez en el diploteno (DI), las células se
= a1 someten a la primera divisién meiética (M-1)

e Espermatocitos

. produciendo los espermatocitos secundarios

%-:;;' F m (ss). Luego de la segunda divisién (M-2), las

espermatidas, haploides, comienzan la fase

e de espermiogénesis con la formacién de las

-. !
maE t;-* -
Fa

| L o espermatidas redondas (1-7), continuan con

_E_ T =" o una transformacién hacia células elongadas

BPEIIIJ.ETDEDEIEE P =8 (8-19) vy finalizan con la formacion del
o Gt 2% 0w 1 espermatozoide (Figura modificada de Hess,
an &l Al B 1999)

Todas las células resultantes de las divisiones de una original se comportan
de la misma manera y maduran sincréonicamente, debido a que durante las
sucesivas divisiones celulares se produce una separacion incompleta de los
citoplasmas. En consecuencia, forman un sincitio conectado por puentes
intercelulares que permitirdn el pasaje de la totalidad de los componentes

citoplasmaticos tales como los ARNs y proteinas (Braun et al., 1989).



A continuacién describiremos en mayor detalle cada una de las etapas de la

espermatogénesis.

2.1.3.1. Proliferacion

Al momento del nacimiento los testiculos de los individuos poseen, dentro de
las células geminales, gonocitos que en los primeros dias seran sustituidos por
espermatogonias de tipo A (células madre de espermatogonias, o espermatogonias
A;; Culty, 2009). Durante la etapa pre-puber estas células proliferan mediante una
serie de divisiones mitéticas rapidas y continuas, con el fin de aumentar la
poblacion celular. A partir de la pubertad las células de Sertoli secretan niveles mas
altos del factor neurotréfico derivado de una linea celular glial (GDNF), y algunas de
las espermatogonias A inician el proceso de espermatogénesis, diferenciandose
sucesivamente en espermatogonias Al, A2, A3, A4, Al y B, de tamafio
progresivamente menor y cada vez mayor nivel de compactacién de la cromatina,
para dar lugar finalmente a espermatocitos primarios (Bellvé et al., 1977; Meng et
al., 2000; De Rooij, 2001) [Ver figura 2.2].

2.1.3.2. Meiosis

La meiosis es un tipo de divisidon celular especial, que en los organismos con
reproduccion sexuada ocurre en las células de la linea germinal. La misma consta
de dos divisiones celulares consecutivas, precedidas de una Unica instancia de
duplicaciéon del material genético. Cada espermatocito primario que inicia este
proceso de division celular reductiva experimenta una primera divisidon meidtica que
produce dos espermatocitos secundarios, aun diploides. En la segunda divisidon
meidtica, que transcurre sin previa replicacién del material genético, cada
espermatocito secundario da origen a dos espermatidas redondas. Como resultado
final, de cada espermatocito primario diploide se obtienen cuatro espermatidas
redondas haploides (Bellvé et al., 1977) [Ver figura 2.2].

Dado que nuestro interés se centra en el estudio de la primera divisién

meiodtica, esta etapa se desarrollard con mayor profundidad en el capitulo siguiente.



2.1.3.3. Espermiogénesis

A lo largo de la espermiogénesis, las espermatidas atraviesan una serie de
cambios morfoldgicos, diferenciandose consecutivamente en espermatidas
elongadas, espermatidas tardias y finalmente espermatozoides. Estos son liberados
hacia el lumen del tubulo seminifero y migran hacia el epididimo, donde completan

su maduracién y se almacenan (Guyton & Hall, 2001).

Los cambios que ocurren en esta etapa consisten en un gran aumento en la
condensacion de la cromatina, el estrechamiento del nucleo, la notoria disminucidn
del tamafio del citoplasma, la formacién del flagelo y la reorganizacién de las
mitocondrias formando un anillo alrededor de la base del mismo. De entre estos
cambios destacamos la marcada condensaciéon que sufre la cromatina, la cual
puede ser atribuida inicialmente a modificaciones postraduccionales que sufren las
histonas, aumentando su capacidad de unirse al ADN, y posteriormente a la
sustitucion de las mismas primero por proteinas de transicidon, especificas de
testiculo, y posteriormente por protaminas. Estas ultimas son proteinas basicas
muy ricas en arginina con gran capacidad de unirse al ADN. El aumento en la
condensacion de la cromatina conlleva una notoria disminucién en la actividad
transcripcional (Peschon et al., 1987; Hecht, 1998; Govin et al., 2004).

2.1.4. La meiosis

Como se mencionara anteriormente, la meiosis es un tipo especial de
divisién celular presente en las células de la linea germinal. Se trata de dos
divisiones celulares sucesivas con una Unica duplicacion del material genético
precedente. De este modo, un espermatocito primario, diploide (2N), que posee
duplicada su cantidad de ADN de 2C a 4C, da lugar a 4 espermatidas redondas con
un numero haploide de cromosomas (N) y una cantidad C de ADN. Esto permite
que al final del proceso de espermatogénesis, cada gameto producido contenga la
mitad del nidmero de cromosomas original de la especie y posea un solo miembro
de cada uno de los pares de cromosomas homodlogos. De esta manera, cuando los
gametos se unan durante la fecundacién y se forme el cigoto, se restablecera el

numero cromosomico 2N de la especie.



La meiosis puede ser separada en dos divisiones celulares, meiosis I y
meiosis II, y cada una de ellas se subdivide, al igual que la mitosis, en 5 etapas
continuas: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. La etapa mas larga y
compleja de la primera divisidn meidtica es la profase I, la cual ha sido a su vez
subdividida en cinco estadios: leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno vy

diacinesis.

Al comenzar la meiosis I, en el estadio leptoteno, tiene lugar la duplicacién
y migracién de los centriolos hacia los polos de la célula. Los cromosomas se
encuentran descondensados y comienza la formacion de ejes proteicos simples a lo
largo de los brazos de los mismos. Durante este estadio también se puede observar
gue los extremos de los cromosomas, los telémeros, se insertan en la membrana
nuclear interna y comienzan a migrar hasta agruparse en una regién del nucleo,
formando una estructura denominada bouquet (Moses, 1968), que queda

constituida entre el leptoteno y el cigoteno.

En el estadio cigoteno, los cromosomas homadlogos se aparean a lo largo de
su longitud en un proceso mediado por los complejos proteicos simples. Estos
complejos proteicos que se ensamblan sobre los brazos de los cromosomas
homodlogos, pasardn a constituir los elementos laterales de una estructura mas
compleja denominada complejo sinaptonémico (CS) (Wettstein & Sotelo, 1971).
Ademas de los elementos laterales, los CS estan integrados por un elemento
central, con distinto nivel de complejidad en las diferentes especies, y elementos
transversos, dispuestos entre los elementos laterales y el elemento central. Los CS
median el apareamiento de los cromosomas homodlogos y podrian permitir la
recombinacion meidtica (“crossing over”; Heyting, 1996; Roeder, 1997; Zickler,
2006).

Durante el paquiteno, los cromosomas comienzan a condensarse y, debido a
gue antes de comenzar la division ocurri6 una duplicacion del ADN, cada
cromosoma estd constituido por cuatro cromatidas, dando lugar a formaciones
cromosomicas denominadas tétradas. En esta etapa tiene lugar la recombinacion,
un proceso de ruptura y reparacidon de cromatidas que da lugar al intercambio de
material genético reciproco entre cromatidas homdlogas. La recombinacién meidtica
puede incrementar de gran manera la variabilidad de los gametos al asociar alelos
gue no estaban previamente juntos. En consecuencia, provee a las generaciones
sucesivas de nuevas combinaciones de genes maternos y paternos ligados y no
ligados. (Wettstein & Sotelo 1971; Tamarin, 1996; Alberts et al., 2002).



Luego, en el diploteno, mientras los cromosomas contindan su proceso de
compactacion, los homdélogos comienzan a separarse, el complejo sinaptonémico se
desensambla y se pueden observar configuraciones en forma de X a lo largo de las
tétradas, denominadas quiasmas. Los quiasmas indican los puntos donde ha

ocurrido recombinacién genética.

Hacia el final de la profase I, en el estadio de diacinesis, la envoltura nuclear
comienza a desensamblarse hasta desaparecer, y los quiasmas se deslizan hasta
alcanzar los extremos de los cromosomas, liberando a los homoélogos uno del otro
en toda su longitud, a excepcion de los extremos (Tamarin, 1996). A su vez,
comienzan a ensamblarse las fibras del huso meioético, filamentos de microtubulos

gue se insertan en los cetrémeros de los cromosomas.

En la metafase I, los cromosomas migran hacia la placa metafasica unidos a
las fibras del huso, enfrentandose los homodlogos entre si. En la anafase I los
centromeros homélogos comienzan a separarse y los cromosomas, con dos
cromatidas cada uno, migran hacia polos opuestos. En telofase I, cada cromosoma
homodlogo constituido por dos cromatidas hermanas ha migrado a un polo de la
célula. Finalmente, en la citocinesis ocurre la division del citoplasma para dar lugar
a dos células hijas. Al final de la meiosis I se obtienen dos células con un contenido

de ADN 2C y un numero cromosomico haploide N.

Las células hijas producto de la meiosis I, no replican su material genético y
comienzan inmediatamente la meiosis II. A diferencia de la profase I, la profase II
es corta y progresa rapidamente hacia metafase II. En la anafase II cada una de las
dos cromatidas hermanas de los cromosomas comienza a separarse y a migrar
hacia uno de los polos. De este modo, en la telofase II se puede observar un solo
cromosoma compuesto por una Unica cromatida en cada polo. Finalmente ocurre la
citocinesis II, de la cual se obtienen dos células hijas con un nidmero cromosémico

haploide y un contenido de ADN C.

Se destacan dos eventos que ocurren durante la meiosis. En primer lugar, la
recombinacion meidtica, que constituye una fuente fundamental de variabilidad
para las especies con reproduccion sexuada, y es uno de los sustratos mas
importantes de la evolucion. Por otra parte, el apareamiento y la segregacion de
cromosomas homdlogos que ocurren durante la primera division meidtica, son los
responsables del mantenimiento del nimero cromosdémico de la especie. Eventuales

alteraciones en estos importantes procesos son normalmente detectadas por los
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puntos de control (“checkpoints”), desencadenando apoptosis de las células
germinales o causando detenciones de la espermatogénesis con la consiguiente
infertilidad. Entre las proteinas identificadas hasta ahora involucradas en el
apareamiento y recombinacion meidticas en los mamiferos, varias resultan ser
esenciales dado que su alteracion, ademas de causar infertilidad, se encuentra en la

base de gran cantidad de patologias (Baker et al., 1995, Cohen et al., 2006).

2.1.5. Estudio molecular de la meiosis en los mamiferos

A pesar de su enorme importancia, la meiosis, y en general Ia
espermatogénesis, de los mamiferos asi como los mecanismos involucrados en su
regulacién son, aun en la actualidad, poco comprendidos al nivel molecular. Esto se
debe principalmente a que el testiculo es un érgano muy complejo y heterogéneo,
en cuyos tubulos seminiferos coexisten células germinales cursando distintas
etapas de cada uno de los programas de expresion génica (espermatogonias,
espermatocitos y espermatidas en distintos estadios de maduracidon) y células de
Sertoli [Figura 2.1A] (Bellvé et al., 1977). A su vez, los tubulos se encuentran
rodeados de un estroma conteniendo otros tipos celulares [Figura 2.1B]. A esta
complicaciéon se suma la ausencia de un sistema de cultivo in vitro de células de
linea germinal, si bien en los Ultimos afios ha habido algunos avances muy parciales
en el intento por desarrollarlos (Sato et al., 2011). Aunque existen reportes que
indican que es posible trabajar con cultivos primarios, las células no logran dividirse
y se desdiferencian muy rapidamente (Russel & Steinberg, 1989; Donovan et al.,
2001). Todo esto dificulta la obtencidn de células germinales en un estadio
determinado en cantidad y grado de pureza suficientes como para realizar estudios
moleculares. Por consiguiente, un pre-requisito para el analisis de la expresion
génica diferencial en células meiodticas es la disponibilidad de métodos que permitan
la rapida obtencion de poblaciones altamente enriquecidas en espermatocitos en la

etapa meidtica que se desee estudiar.

Con el objetivo de sortear esta dificultad, se han implementando dos tipos

de estrategias:

A. La utilizaciéon de la gonada de individuos de diferentes edades como fuente de
material para estudiar la expresién de genes en el testiculo en diferentes etapas del
desarrollo (Geisinger, 2008), dado que los tipos celulares que pueden encontrarse

en los testiculos de individuos pre-puberes depende de su edad. Por ejemplo en la
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rata, como se mencionara anteriormente (seccién 2.1.3.), a los 12 dias comienza la
primera onda espermatogénica, la cual se completa en el individuo adulto a los 40
dias. Durante el desarrollo del testiculo, en las edades comprendidas entre 12 y 40
dias, se puede observar que los tubulos seminiferos de individuos juveniles
presentan sélo espermatogonias y células de Sertoli, los correspondientes a
puberes incluyen ademas espermatocitos meidticos y espermatidas redondas, y los
primeros espermatozoides aparecen pocos dias antes de llegar a la madurez sexual.
Debemos recordar que esta estrategia sélo permite obtener testiculos enriquecidos
en cierta poblacién celular, debido a que le faltan otras. Si bien este abordaje ha
permitido analizar la expresidon génica en distintas edades mediante técnicas como
los microarreglos (Maratou et al., 2004), tiene la limitante de solamente permitir
asignar un patrén de expresion particular a cierta edad, es decir, a cierta
combinacién de tipos celulares presentes en el testiculo, y no a un tipo celular
especifico. Se hace necesario entonces recurrir a técnicas que validen los resultados
obtenidos, como la hibridacién in situ, para poder asignar la expresién de cierto

ARNmM a cierto tipo celular.

B. La obtencidon de fracciones altamente enriquecidas mediante técnicas de
separacion celular. Entre ellas se pueden mencionar métodos ampliamente usados
como la elutriacion (Meistrich, 1977), y otros abordajes mas modernos
desarrollados en nuestro laboratorio como la citometria de flujo con clasificacion
celular (Rodriguez Casuriaga et al., 2009). La elutriacién se basa en el uso de un
rotor especial de centrifuga con una sola camara de separacion, y combina la
velocidad de flujo de las células a través de un liquido con la intensidad de la fuerza
centrifuga. Un gradiente de flujo inverso a la fuerza centrifuga se establecera
dentro de la cdmara. De este modo, las células son recolectadas segun su tasa de
sedimentacidén caracteristica (debida fundamentalmente al tamafio celular y a la
cantidad de ADN presente en ellas). Esta técnica permite obtener fracciones
enriquecidas en espermatocitos paquiténicos y espermatidas redondas con un 80%
de pureza, partiendo de testiculo adulto (Meistrich, 1977). Con respecto a la
citometria de flujo con separacion de células, la misma ha permitido identificar
exitosamente tipos celulares tanto con fines de investigacién como clinicos (Wistuba
2003; Rossi, 2004). Actualmente existen reportes exitosos de la clasificacion de
meiocitos y su utilizacién para el estudio de la expresion génica (Rodriguez
Casuriaga et al., 2009; 2011). En este método, el ADN es marcado con moléculas
intercalantes fluorescentes y las células son separadas de acuerdo al contenido de
ADN en poblaciones C, 2C y 4C, sumado a otros parametros como tamafio celular,

complejidad celular y complejidad nuclear (clasificacion multiparamétrica;
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Rodriguez Casuriaga et al., 2011). El uso de otro tipo de estrategias, como la
diseccion de segmentos de tubulos seminiferos bajo microscopio de contraste de
fase (Kotaja et al., 2004) ha tenido poca aceptacién, probablemente en gran parte

por las dificultades que entraia.

Con respecto al conocimiento a nivel molecular sobre la etapa meidtica, en
la actualidad éste se encuentra bastante avanzado en las levaduras, dada la
simplicidad del modelo en comparacién con los eucariotas superiores (revisién por
Kassir et al., 2003). Si bien algunos de los genes implicados en la meiosis de los
mamiferos han sido aislados por su homologia con su contraparte en levaduras
(Keeney et al., 1999) es mas frecuente la analogia de funciéon que la homologia de
secuencias. Ademas, es importante recordar que en las levaduras la meiosis es un
proceso que se activa en respuesta a una deprivacion de nutrientes, y no es parte
de un proceso mas complejo, como lo es la gametogénesis que ocurre en los
organismos multicelulares (Watanabe & Nurse, 1999). Por estos motivos, en la
mayor parte de los casos los resultados obtenidos en levaduras no pueden ser

extrapolados a eucariotas superiores (Geisinger, 2003).

En los ultimos afios se han realizado importantes avances en lo que respecta
a la caracterizacion molecular de la meiosis de los mamiferos. El estudio de
modelos animales, especialmente roedores, ha permitido profundizar en el
conocimiento del control molecular de la espermatogénesis, y particularmente la
meiosis (revision por Jan et al., 2012). Por un lado, se han comenzado a identificar
algunos de los factores involucrados en el inicio y el control de la meiosis
(revisiones por Handel & Schimenti, 2010; Yanowitz, 2010; Kimble, 2011; Griswold
et al., 2012), y se conocen algunas proteinas involucradas en los distintos pasos de
la recombinacidn, generacion y reparacion de rupturas de doble hebra, reseccion de
los extremos 5’ generados, invasion de hebras (revisiones por Cromie & Smith,
Lichten & de Massy, 2011; Phadnis et al., 2011), pero el conocimiento en este
sentido es alin muy incipiente. Por otra parte, se han identificado, caracterizado y
en muchos casos realizado analisis funcionales de proteinas esqueléticas del nuicleo
de las células meidticas, como las proteinas componentes de los CS (revisiones por
Page & Hawley, 2004; de Boer & Heyting, 2066; Costa & Cooke, 2007; Yang &
Wang, 2009; Fraune et al., 2012): SYCP2 y SYCP3 (componentes de los elementos
axiales y laterales), SYCP1 (principal componente de los filamentos transversos), y
SYCE1, SYCE2, SYCE3 y TEX12 (componentes especificos del elemento central)
[Figura 2.3]. A su vez, se han identificado cohesinas y condensinas meiosis-
especificas (STAG3, REC8 y SMC1p) que juegan roles fundamentales en el
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ensamblaje de los CS (Prietto et al., 2001; Ejipe et al., 2003; Revenkova, et al.,
2004; Firooznia et al., 2005). También se han realizado avances en el conocimiento
de las proteinas responsables de la unidén de los CS a la envoltura nuclear interna.
Se conoce como complejos LINC a las asociaciones proteicas que establecen un
puente entre las membranas nucleares interna (MNI) y externa (MNE), y a su vez
proveen una conexion fisica entre estructuras nucleares y el citoesqueleto. Estos
complejos estdn compuestos por proteinas con dominio SUN, ubicadas a nivel de la
MNI, y proteinas con dominio KASH a nivel de la MNE, y se encuentran involucrados
en una variedad de procesos ademas del anclaje de los CS a la envoltura nuclear,
como son la movilidad y el mantenimiento de la forma del nucleo celular, y los
movimientos dindmicos de los cromosomas meidticos dentro del mismo (Schmitt et
al., 2007; Lombardi et al., 2011).

Figura 2.3. Esquematizacion del CS
de los mamiferos. Se muestra |la
posicion de sus elementos y de los
principales componentes proteicos de los
mismos: SYCP2 y SYCP3 se ubican en los
elementos laterales (EL), SYCP1 en los
filamentos transversos (FT), y el
elemento central (EC). Se muestra
también la forma en que la cromatina se
dispone sobre los EL y la posicidn que
ocuparia un nddulo de recombinacion
(NR) durante el intercambio de material

F & genético (ADN) entre cromatidas de

cromosomas homologos.

La actual disponibilidad de métodos de secuenciacion masiva, que permiten
la secuenciacion de transcriptomas completos (RNASeq) (Wang et al., 2009;
Nagalakshmi et al., 2010) a un costo razonable, proporcionara, sin duda, una
valiosisima herramienta para el avance en el conocimiento a nivel molecular de la

célula meidtica en el futuro proximo.

2.1.6. Expresion génica durante la meiosis y a lo largo de Ila

espermatogénesis en general: caracteristicas peculiares

Uno de los abordajes empleados desde hace algo mas de una década para el

estudio de la expresidon génica en la linea germinal masculina, ha sido el uso de
microarreglos (Shima et al., 2004; Rossi et al., 2004; Ellis et al., 2007; Feig et al.,
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2007). Los resultados de estos estudios comenzaron a revelar al testiculo como un
sistema sumamente interesante para los analisis de expresidon génica, dado el
enorme numero de genes que son expresados en forma diferencial (Wrobel &
Priming, 2005), y los patrones de regulacién sumamente peculiares que rigen la
expresidon génica en las células espermatogénicas (Elliot, 2003; Huang et al., 2005;
Geisinger, 2008).

La heterogeneidad y complejidad del testiculo, en el cual coexisten distintos
tipos de células somaticas con células en numerosos estados de avance del proceso
de espermatogénesis, y los continuos cambios que las mismas atraviesan
(modificaciones morfologicas, eventos de recombinacion, sinapsis y segregacion
cromosdémica entre otras cosas) hacen que el nUmero de genes que se expresan en
dicho érgano sea extremadamente alto en relacién con el genoma completo
(aproximadamente 50% del genoma en la rata; Shima et al.,, 2004) y en
comparacién con otros tejidos. Un ejemplo de los genes que se expresan
especificamente en las células meidticas son aquellos que codifican las proteinas
que componen el CS (Smith y Benavente, 1992; Liu et al., 1996; Costa et al.,
2005. El elevado niumero de genes especificos, sumado al hecho de que muchos de
esos genes se expresan diferencialmente en distintos estadios, hace necesario un
fino y muy cuidadoso proceso de regulacion de la expresion génica en dicho érgano,

la cual ocurre tanto a nivel transcripcional como postranscripcional (Kleene, 2001).

Por otra parte, el alto nimero de proteinas tejido-especificas, isoformas de
proteinas y enzimas con nuevas funciones que se sintetizan en el testiculo, pueden
ser tanto producto de un gen que se expresa especificamente en las células de la
linea germinal, como producto de modificaciones que sufre el transcripto que no
ocurren en células somaticas. Dichas modificaciones pueden ser generadas por el
uso de promotores alternativos, poliadenilacion alternativa y principalmente por
procesamiento alternativo; este uUltimo es mas frecuente en el testiculo que en
cualquier otro o6rgano (Elliott & Grellscheid, 2006). Un importante numero de
transcriptos alternativos codifica isoformas de proteinas testiculo-especificas tales
como isoenzimas metabdlicas (Rossi et al., 2004), histonas (Govin et al., 2004),

chaperonas (Eddy, 1999), lamininas y factores de transcripcion (Govin et al., 2004).

Los promotores alternativos empleados por genes de las células de linea
germinal presentan caracteristicas diferentes a los presentes en células somaticas,
y su accesibilidad a ellos, dada por cambios en el comportamiento de la cromatina,

involucra diferentes mecanismos reguladores que afectan drasticamente la
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expresion génica de las células espermatogénicas. Es importante destacar la
“notoria preferencia” que exhiben los genes especificos de células de la linea
germinal por el uso de promotores cuya caracteristica mas destacada es la ausencia
de la caja TATA (promotores TATA-independientes; Goldberg, 1996; Hetcht, 1998;
Kleene, 2001; Kimmins et al., 2004; Geisinger, 2008).

Es de notar que muchos genes se ven sobreexpresados en las células
espermatogénicas con respecto a las somaticas, principalmente en los
espermatocitos paquiténicos y en espermatidas redondas, haploides (Kleene, 2001;
Kleene, 2003). El fendmeno de sobreexpresion de mensajeros se debe en parte a
gue el testiculo muestra una enorme expresion y actividad de la proteina TBP (“Tata
Binding Protein”), que es un factor de transcripcién capaz de producir expresiéon a
partir de los promotores de los genes que contienen la secuencia TATA box, como
es el caso de los genes que codifican proteinas del sistema de compactacién y
remodelacién de la cromatina (e.g. histonas y protaminas), proteinas del CS, del
sistema de procesamiento del ARN y algunas proteinas especificas de la meiosis y
espermiogénesis. Ademas, se ha demostrado que TBP también se encuentra
involucrada en la transcripciéon a partir de promotores TATA-independientes que,
como hemos mencionado anteriormente, son muy frecuentes en genes de

expresion testiculo-especifica (Kleene, 2001; Kleene, 2003).

Por otra parte, y tal vez como mecanismo compensatorio de la
sobreexpresion de mensajeros, se ha observado un importante nivel de represion
traduccional en células espermatogénicas, tanto que los niveles de proteina
resultan notoriamente bajos en comparacion con los de los ARNm, e incluso en
muchos casos los transcriptos expresados y las variantes de procesamiento
alternativo nunca llegan a traducirse. Uno de los mecanismos empleados para la
represion traduccional en células meidticas y posmeidticas es el secuestro de
moléculas de ARNm en complejos de ribonucleoproteina (RNP; Iguchi et al., 2006).
Otros transcriptos exhiben marcos abiertos de lectura vecinos a secuencias
reconocidas por riboproteinas especificas de transcripto las cuales son capaces de
bloguear el sitio de uniéon con el ribosoma y retardar, de esta manera, la
traduccién. Un ejemplo son las secuencias reguladoras en la region 3 "UTR, como
aquellas que permiten la unidn de proteinas Y-Box (Somerville & Ladomery, 1996;
Matsumoto & Wolffe, 1998). En otros casos, microARNs impiden la traduccion de
sus ARNm blanco uniéndose a ellos y formando una doble hebra de ARN, lo que
marca a esos transcriptos para su destruccién (Smith & Murray, 2012; Treiber et

al., 2012). Finalmente, el secuestro de ARNs en el cuerpo cromatoideo en las
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espermatidas podria representar un importante mecanismo de regulacién de la
expresion génica a nivel postranscripcional. Si bien el cuerpo cromatoideo, una
estructura filamentosa particular especifica de testiculo que se encuentra en el
citoplasma del mencionado tipo celular se conoce desde hace algunas décadas
(Walt & Armbruster, 1984; Figueroa & Burzio, 1998), su funcién ha comenzado a
elucidarse en los Ultimos afos. Hallazgos recientes indican que en el mismo
convergen las vias de control que implican la participacidon de los microARNs, Dicer
y otros complejos de RNP (Kotaja et al., 2006); es asi que esta estructura
altamente especializada funcionaria como un centro de control del procesamiento
de ARNs en células de la linea celular masculina (Kotaja & Sassone-Corsi, 2007;

Nagamori et al., 2011).

Una de las explicaciones para la sobreexpresion de mensajeros y la
consecutiva inhibicion de la traduccidon, es que las espermatidas elongadas no
presentan transcripcién debido al alto grado de compactacion que muestra el ADN
unido a las protaminas [proteinas compactadoras de la cromatina que sustituyen a
las histonas durante la espermiogénesis; (Oliva & Dixon, 1991; Balhorn, 2007)],
por lo cual los ARNm que se utilizan como molde para la sintesis de proteinas por
estas células provendrian de fases anteriores en forma de RNPs y se verian
traducidos en esta etapa. Es asi que los propios genes de las protaminas 1 y 2, nos
proveen el ejemplo de sobrexpresion y represion traduccional por excelencia: sus
ARNmM se expresan en grandes cantidades en el espermatocito primario y son
traducidos hasta veinte dias después por la espermatida elongada (Kleene, 2001;
Kimmins et al., 2004). Sin embargo, como la eficiencia de la traduccidon nunca es
100% comparada con la sintesis excesiva de ARNm, se plantea que la inhibicion
podria no ser s6lo un mecanismo que contrarreste la sobreexpresion, sino que los
genes se sobreexpresarian y compensarian asi la baja eficiencia de traduccion
(Kleene, 2001). Por otro lado, se ha propuesto que en el testiculo se han
seleccionado altisimos niveles de regulacién postranscripcional porque ésta permite
rapidos cambios adaptativos frente a las condiciones cambiantes (cambios del
medio, estimulos hormonales, cambios en los miembros de un sexo que deben ser
rapidamente acompasados en los del otro). Es importante destacar que la rapida
adaptacién a los cambios es un requisito basico de los sistemas reproductivos
(Kleene, 2005).
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2.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS DE ESTE TRABAJO

En el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) se ha
estudiado desde hace décadas la meiosis, como etapa fundamental del proceso de
generacion de los gametos masculinos, es decir, la espermatogénesis, en primera
instancia mediante técnicas de citogenética ultraestructural (e.g.: Wettstein y
Sotelo, 1967; 1971). Con la creaciéon del Departamento de Biologia Molecular, los
estudios apuntaron particularmente a la identificacién y caracterizacion de genes
expresados diferencialmente en la profase meidtica masculina de los roedores.
Gracias a la disponibilidad de métodos para la purificacion de poblaciones celulares
altamente enriquecidas en células en profase meidtica (elutriacion), y al
conocimiento de la histologia testicular, durante la década del 90 el grupo abordd
el estudio de la expresion génica diferencial en la meiosis masculina mediante
electroforesis bidimensional de proteinas (Cossio et al., 1995; 1997), y DD (e.g.
Geisinger et al., 1996; 1997). Estos ensayos permitieron la identificacién de un
numero considerable de genes expresados diferencialmente durante la meiosis,
algunos de los cuales han sido y continlan siendo objeto de estudio en nuestro

laboratorio.

Mas recientemente, el hallazgo de modelos apropiados (Rodriguez
Casuriaga & Wettstein, 2004) y la incorporacion de la citometria de flujo como
técnica eficiente de purificacion de poblaciones celulares meidticas (Rodriguez
Casuriaga et al., 2009; Geisinger & Rodriguez Casuriaga, 2010) han permitido al
grupo abordar con éxito estudios moleculares de la profase meidtica temprana
(lepto/cigoteno) de los mamiferos (Rodriguez Casuriaga et al., 2011), muy poco
conocida hasta ahora precisamente por la falta de modelos y abordajes que

permitieran la purificacion de este tipo de células.

Los modelos biolédgicos empleados han sido roedores: rata, ratéon, y mas
recientemente cobayo. Gracias a la disponibilidad de la secuencia completa de los
genomas de muchas especies, y al amplio desarrollo de las herramientas
bioinformaticas que permiten su comparacién y analisis, los resultados se

extrapolan al hombre y a otros mamiferos.
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2.2.1. "'mRNA Differential Display”

Los ensayos de DD se basan en la comparacion de perfiles de expresion de
ARNmM obtenidos por transcripcion reversa con un oligo-dT con dos bases de anclaje
como cebador seguida de PCR (RT-PCR) a partir de dos muestras que se desea
comparar. Para el RT-PCR se utiliza el mismo cebador y un decamero de secuencia
arbitraria como segundo cebador, y se emplea un desoxirribonucleétido radiactivo
en la reaccién de PCR. Los ARNs de expresion diferencial se visualizan como bandas
de ADN copia (ADNc) en un gel de poliacrilamida revelado por autorradiografia
(Liang & Pardee, 1992; Liang et al., 1993).

En el trabajo realizado previamente por nuestro equipo de investigacion, se
utilizd ARNm extraido de poblaciones celulares de testiculo de rata (Rattus
norvegicus) separadas por elutriacion. Mediante la aplicacién del DD, y empleando
diversas combinaciones de cebadores oligo-dT y decdmeros de secuencia arbitraria
del kit “RNAimage” (Genhunter Corporation) fue posible identificar bandas
correspondientes a genes o isoformas expresados diferencialmente en las etapas
meiodticas (espermatocitos paquiténicos) y posmeidticas (espermatidas redondas)

de la espermatogénesis de la rata (Geisinger, 2003).

En la figura 2.4 se observa un ejemplo de uno de los geles de poliacrilamida
resultantes del DD, en el cual se pueden apreciar numerosas bandas
correspondientes a fragmentos de ADNc obtenidos a partir de RT-PCR. Si se
comparan los carriles correspondientes a las dos poblaciones celulares analizadas,
se pueden observar bandas que se encuentran presentes solamente en una u otra
de las poblaciones asi como bandas que, si bien se encuentran presentes en ambas,
muestran claras diferencias de intensidad. Del total de bandas observadas en todos
los geles de poliacrilamida empleados, un 23% se mostré como diferencial de una
de las dos poblaciones. De éstas, 74% fueron bandas especificas de espermatidas y
26% de espermatocitos. Las bandas seleccionadas fueron escindidas de la
acrilamida y reamplificadas por PCR con los mismos juegos de iniciadores. Los
resultados obtenidos en el DD para un conjunto de bandas especificas de uno u otro
estadio fueron confirmados mediante ensayos de Northern Blot, empleando como
sondas los productos de reamplificacién de las propias bandas eluidas de los geles,
marcados radiactivamente. Todas las bandas diferenciales de meiocitos que
resultaron positivas y algunas de las positivas de células posmeidticas se
purificaron, se clonaron en el vector pGEM-T (Promega), y su ADN se empled para

transformar células competentes de Escherichia coli (cepa XL1-Blue). Los clones
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obtenidos fueron almacenados en glicerol a -80 °C, generandose asi un reservorio
de 40 bandas de expresion diferencial de distintos estadios de la espermatogénesis

de la rata (Geisinger et al., 1996; Geisinger, 2003).
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Figura 2.4. “Differential Display” de ARNm de espermatocitos paquiténicos y espermatidas
redondas de rata, empleando como iniciador derecho T12MG, en combinacién con uno de 5
decameros arbitrarios como iniciador izquierdo. Se muestra la autorradiografia de un gel de
poliacrilamida para el cual los experimentos se realizaron por duplicado, y los duplicados se migraron en
carriles adyacentes. C: espermatocitos paquiténicos; T: espermatidas redondas; RP (“right primer”):
Iniciador T12MG; AP (“arbitrary primer”): Iniciador 5’ arbitrario. Cc y Cr hacen referencia a los controles
sin transcriptasa inversa para los ARNs de espermatocitos y espermatidas respectivamente, para cada
juego de iniciadores. En rojo se sefiala una banda que muestra igual intensidad en ambas poblaciones, en
violeta una banda que aparece en ambas poblaciones pero con diferente intensidad, y en verde un banda
especifica de una de las poblaciones en estudio (Tomado de Geisinger, 2003).
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2.2.2. Analisis de bandas diferenciales: identificacién y caracterizacion de

los genes pecanex-1 y Spats1

De unos afios a esta parte, el grupo de investigacién se ha abocado, entre
otros temas, al analisis e identificacion de las bandas obtenidas en el DD,
particularmente de algunas bandas correspondientes a ARNmM expresados
diferencialmente en espermatocitos paquiténicos. Algunas resultaron corresponder
a genes previamente conocidos tales como los homodlogos de rata de Tlk, gen que
codifica para una serin/treonin kinasa vinculada con la espermatogénesis, y PMS2,
vinculado a la reparacion de errores de apareamiento, y cuya mutacién en ratéon da
como resultado machos infértiles (Geisinger, 2003). Otros resultaron ser genes
nuevos, no descritos previamente. La caracterizacion en mayor profundidad de
algunos de estos genes y de su producto proteico permitié profundizar a distintos
grados en el conocimiento de su funcion en relacién con el desarrollo de la
espermatogénesis normal, a la vez que dio lugar a varias publicaciones en revistas

internacionales arbitradas por parte del grupo.

Entre los genes de expresion diferencial identificados por primera vez en
nuestro laboratorio se destaca pecanex-1, que codificaria para una gran proteina
con siete dominios de transmembrana especifica de la espermatogénesis, y que
podria pertenecer a la gran familia de receptores 7-TM (receptores que poseen
siete dominios de transmembrana). Estos receptores suelen desempefiar funciones
fundamentales en la transmision de sefiales (revisiones por Gether, 2000 y Pierce
et al., 2002), y constituyen los blancos de aproximadamente un 60% de las drogas

comercializadas actualmente en el mundo entero (Geisinger et al., 2005).

Otro de los genes no conocidos previamente, identificados por el grupo como
de expresidén diferencial durante la meiosis, codifica para la primera proteina
especifica de la linea germinal portadora de un tramo de serinas, a la que se ha
denominado Spatsl (“Spermatogenesis associated, serine-rich 1”; Geisinger et al.,
2002). Durante un trabajo de tesis de maestria realizado en nuestro laboratorio
(Capoano, 2008) se clond la porcidon codificante de Spatsl en un vector de
expresion, se expresd y purificé la proteina, y se produjo un suero policlonal contra
la misma en conejos. Este suero permitid identificar y caracterizar a la proteina
Spatsl en experimentos de Western-blot y de inmunohistoquimica en cortes
histoldgicos por microscopia confocal de fluorescencia (Capoano et al., 2010). Los
resultados obtenidos durante la tesis mencionada sugieren que Spatsl

desempefiaria un rol importante en relacién con el desarrollo testicular y el
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establecimiento de la meiosis en la primera onda espermatogénica, en la linea
germinal masculina. Existen algunas evidencias que nos permiten sospechar que la
proteina Spatsl podria funcionar como un producto ‘“anti-ovario” en la
diferenciacion testicular, al actuar como un inhibidor en algin punto de la via Wnt
(Zhang et al., 2010), y que dicha funcion seria necesaria hasta establecida la
primera division meidtica en la primera onda espermatogénica, a juzgar por el
patréon de expresion (Capoano et al, 2010). La caracterizacién funcional de Spatsl
mediante la produccion de ratones knock-out es actualmente objeto de una tesis

doctoral en desarrollo en nuestro laboratorio.

Si bien es mucha la informacién que hasta el momento se ha obtenido, la
mayor parte de las bandas de ADNc que se obtuvieron como de expresion
diferencial no ha sido caracterizada aun. En ese sentido, la presente tesis de
maestria apuntd a avanzar en la caracterizaciéon preliminar de algunas de las
bandas de ADNc que habian sido seleccionadas inicialmente como de expresion
diferencial de la profase meidtica de la rata y clonadas en el vector pGEM-T, y que
se encontraban conservadas en glicerol a —-80 °C. Adicionalmente, se seleccion6 una

de ellas (CCDC14, ver “Resultados”) para profundizar en su caracterizacion.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis consistid en enriquecer el conocimiento
sobre las bases moleculares de la espermatogénesis de los mamiferos, con especial
énfasis en la profase meidtica, a través de la identificacién y caracterizacion de
genes de expresion diferencial de dicha etapa en la rata, y la profundizacién en el
estudio del producto de alguno de los genes, que por sus caracteristicas pueda

cumplir un rol en la meiosis.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analizar bandas del DD de rata obtenidas como diferenciales de profase meiodtica,

que se encontraban clonadas en el vector pGEM-T.

- Seleccionar los clones de interés, obtener y analizar su secuencia y confirmar el

patréon de expresion diferencial de la profase meidtica.
- Seleccionar una de dichas secuencias para profundizar su estudio, determinar la
secuencia codificante completa del gen al que corresponde y realizar los analisis

bioinformaticos pertinentes.

- Ampliar el estudio del patron de expresion del gen y caracterizar la expresion del

mismo en el testiculo.

- Obtener anticuerpos contra el producto codificante de dicho gen, que permitieran

su ulterior identificacion y caracterizacion.

- Identificar y caracterizar el producto proteico del gen seleccionado.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

4.1.1 Soluciones

Buffer CAPS V2: 25mM acido 3-ciclohexilamino 1-propano sulfénico (CAPS), 10%
metanol, 0,025% SDS, 5mM &acido mercaptopropionico, pH 10-11.

Buffer de corrida de proteinas (SDS-PAGE): Solucién stock 10X: 250mM Tris (pH

8,5), 1,92M glicina, 1% SDS. Solucién de trabajo 1X: 25mM Tris (pH 8,5), 0,192M

glicina, 0,1% SDS, se prepara diluyendo la solucién stock 10 veces en H,0.

Buffer de inmunoprecipitacion: 10mM Tris pH 8, 140mM NaCl, 1% triton x-100.

Buffer de Laemmli: 0,12M Tris, 10% SDS, 20% glicerol, 20% pB-mercaptoetanaol,

0,02% Azul de Bromofenol.

Buffer PHEM: 25mM HEPES, 10mM EGTA, 60mM PIPES, 2mM MgCI2, pH 7,2-7,4.

Buffer SM: 100mM NaCl, 8mM MgS0,4.7H,0, 50mM Tris-Cl (pH 7,5), 0,002%

gelatina.

Buffer TAE: Solucién stock 50X: 2M Tris, 1M &cido acético glacial, 50mM EDTA.

Solucion de trabajo 1X: se prepara diluyendo la solucién stock en H,O.

PBS 1X: 137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPO,4, 2mM KH,PO,, pH 7,4.

SSC: Solucion stock 20X: 3M NaCl, 300mM citrato de sodio, pH 7. Las diluciones de

trabajo se realizan diluyendo la solucidn stock en H,O.

Solucion I (minipreparaciones de ADN plasmidico): 50mM Tris-HCI pH 8,0, 10mM
EDTA, 100 pug de RNasa A por mL de solucion.

Solucion II (minipreparaciones de ADN plasmidico): 200mM NaOH, 1% SDS.

Solucion III (minipreparaciones de ADN plasmidico): 3M acetato de potasio, pH 5,5.
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Solucién D (extraccion de ARN): 4M Tiocianato de guanidinio, 0,1M Tris-HCl, 0,14M

B-mercaptoetanol (agregado inmediatamente antes de usar).

Solucién de azul de Coomasie: 0,125% azul de Coomasie, 40% metanol, 10% acido

acético.

Solucién de destefiido: 25% etanol, 10% &acido acético.

Solucién de rojo Ponceau-S: 0,5% rojo Ponceau-S, 1% acido acético.

Solucion de hibridacion (hibridacion in situ): 10% dextran-sulfato, 9,7 mg/mL ARNt

de levadura, 11 mg/mL ADN de esperma de salmén, 50% formamida, en SSC 4X.

Solucion de incubacion (hibridacion in situ): 50 mM glicina, 0,1 % BSA, en buffer
PHEM.

Solucion desnaturalizante (rastreo de genoteca): 1,5M NaCl, 0,5M NaOH.

Solucion neutralizante (rastreo de genoteca): 1,5M NaCl, 0,5M Tris-Cl, pH 7,5.

TBST: Solucion stock 10X: 100mM Tris, 1,5M NaCl,1% Tween-20, pH 7,4. Solucion

de trabajo 1X: se prepara diluyendo la solucion stock en H,0.

4.1.2. Medios de cultivo

2X YT: 16g de triptona, 10g de extracto de levadura y 5g de NaCl por litro de
medio, pH 7,2.

LB liguido: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl por litro de
medio, pH 7,0. Los antibidticos se adicionan a las siguientes concentraciones
finales: ampicilina (amp) 50 pg/mL, tetraciclina 12,5 pg/mL.

LB agar: se agregan 15g de agar-agar por litro de medio.

NZY-top agarosa: 10g de extracto de levadura, 5g de NaCl, 2g de MgS04.7H,0, 10g
de NZ-amina y 7g de agarosa por litro de medio, pH 7,0.
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4.2. ANIMALES

4.2.1. Especies y cepas empleadas

Para la obtencién de ARN total, lisados proteicos y cortes histoldgicos de
testiculo y otros tejidos, se emplearon ratas (Rattus norvegicus) macho de la cepa
Sprague Dawley de 40 y 21 dpp. Las mismas provenian del bioterio del IIBCE, y su
sacrificio fue realizado por personal capacitado, mediante dislocacién cervical
(juveniles) o administracién de una sobredosis de pentobarbital sédico (adultos),
siguiendo las recomendaciones de la Comisién Nacional de Experimentacion Animal
(CNEA).

Para la produccién de anticuerpos policlonales anti-CCDC14 se utilizé un
conejo (Oryctolagus cuniculus) macho adulto de la cepa New Zeland White, cedido
por MERIAL S.A. La produccién del suero fue llevada a cabo por nosotros en las
instalaciones del IIBCE, de acuerdo a los procedimientos indicados en el punto
4.4.2.

4.2.2. Diseccion de tejidos

Todas las disecciones realizadas para la obtencion de los tejidos se
efectuaron inmediatamente luego del sacrificio de los animales, en campana de
gases, utilizando material estéril y siguiendo las recomendaciones de la CNEA. Los
organos extraidos se lavaron en PBS 1X estéril, se pesaron y se procesaron de

inmediato, en frio.

4.2.3. Suspensiones celulares y preparacion de lisados proteicos

Las suspensiones celulares de testiculo de individuos de distintas edades
fueron obtenidas mediante disgregacion mecanica del tejido, primeramente con
bisturi, luego por pipeteo suave, y finalmente mediante pasaje por jeringas con
agujas de pequefio calibre. Las suspensiones fueron filtradas a través de una malla
de acero inoxidable de 300 um de tamano de poro, y posteriormente a través de
una membrana de nylon de tamafo de poro de 25 um. Durante toda la
manipulacion, los tejidos fueron mantenidos en PBS 1X en frio para evitar la

degradacion de las macromoléculas. Las suspensiones celulares utilizadas para las
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extracciones de ARN fueron resuspendidas en solucién D (ver punto 4.3.1.), en
tanto aquellas utilizadas para la obtencion de lisados proteicos se resuspendieron

en buffer de Laemmli (Laemmli, 1970).

Los demas drganos utilizados en los analisis proteicos (higado y cerebro)
fueron homogeneizados con homogeneizador de teflon y resuspendidos en buffer
de Laemmli. Todos los lisados proteicos se calentaron durante 5 min. a 100 ©°C

para facilitar la solubilizacion de las proteinas, y se conservaron a -20 °C.

4.2.4. Cortes histolégicos

Los cortes histolégicos empleados para los ensayos de hibridacién in situ e
inmunohistoquimica se realizaron por congelacién. Se extrajeron testiculos de ratas
macho adultas (40 dpp) y juveniles (21 dpp), se retird la tunica albuginea y se
cortaron trozos de 1-2 mm de lado, los que fueron fijados por inmersiéon en buffer
PHEM conteniendo paraformaldehido (PFA) al 4%, durante 1 hora a temperatura
ambiente. El mismo procedimiento se realizd para fijar higado y cerebro de
individuos adultos, tejidos que fueron usados como controles negativos en los

analisis proteicos.

Los trozos de tejido fijado fueron crioprotegidos por inmersién en soluciones
crecientes de sacarosa del 10 hasta el 30% en buffer PHEM, luego inflitrados en
diluciones crecientes de medio de congelacion de tejidos (Jung) y decrecientes de
sacarosa, hasta llevarlos a medio de congelacién puro. Los fragmentos de tejido
infiltrado se colocaron en un molde con medio de congelacién puro y se congelaron
a -20 °C. Se dejo solidificar los blogues o.n., luego se procedié a montarlos en un
criéstato SLEE modelo MEV (previamente enfriado a -23 °C), y se realizaron cortes
de 10 pm de espesor. Los cortes fueron recogidos sobre portaobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina (segun los procedimientos habituales) para favorecer la
adhesion de los mismos al vidrio, y finalmente conservados a -20 °C hasta su

utilizacion.
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4.3. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

4.3.1. Extracciones de ARN total

Se utilizaron guantes limpios para todas las manipulaciones que involucraron
ARN. Todas las soluciones fueron tratadas o.n. a temperatura ambiente y en
campana de gases con dimetil pirocabonato (DMPC, Sigma) al 0,1%, y luego fueron
autoclavadas para inactivar las ARNasas. El material de vidrio fue horneado en
estufa a 180 °C durante 4 horas, y en los casos en que fue posible se empled
material de plastico estéril y descartable. Todo el material utilizado en las corridas
electroforéticas (cubas, peines, etc.) se lavé cuidadosamente, se enjuagd con agua

de ésmosis inversa y finalmente con agua ultrapura.

Las extracciones de ARN fueron realizadas a partir de suspensiones celulares
en el caso de testiculos, y de homogeneizados para el resto de los tejidos. Se
empled una técnica basada en el uso de tiocianato de guanidinio y fenol acido (pH
5,2) (Sambrook et al., 1989). La solucién D, empleada para desnaturalizar el ARN,

se prepard segun se indica en el punto 4.1.1.

La determinaciéon de la calidad y concentracién de las muestras de ARN
obtenidas se realizé mediante electroforesis y medidas espectrofotométricas, segin

se detalla en las secciones 4.3.3. y 4.3.5.

4.3.2. Minipreparaciones y midipreparaciones de ADN plasmidico

Para las minipreparaciones de ADN plasmidico, a partir de colonias aisladas
obtenidas de estrias en medio LB agar conteniendo el antibidtico correspondiente,
se iniciaron cultivos liquidos de 3 mL de las células de interés en medio LB con
antibidtico, y se dejaron crecer o.n. a 37 °C con agitacion. Al dia siguiente las
células fueron centrifugadas a maxima velocidad durante 1 min. Se descarté el
sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 0,3 mL de solucién I de
minipreparaciones de ADN plasmidico. Luego se agregaron 0,3 mL de la
correspondiente solucion II, se mezclé por inversién para lograr una lisis celular
alcalina, y se incubé por 5 min. a temperatura ambiente. A continuacién se
precipitdé el ADN gendmico mediante el agregado de 0,3 mL de solucién III, se
incubd 5 min. en hielo y se centrifugd a maxima velocidad durante 10 min. Se

recuper6 el sobrenadante en un tubo limpio, se agregaron 0,7 volumenes de
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isopropanol, se mezcld por inversion varias veces y se incubo al menos 30 min. a -
20 °C para lograr la completa precipitaciéon del ADN plasmidico. Se centrifugd a
maxima velocidad durante 30 min. a 4 °C. Se descartd el sobrenadante, se lavo el
precipitado con 1 mL de etanol 70% frio y se centrifugd nuevamente durante 5.
min. Finalmente se descartd el etanol, el precipitado se secé en centrifuga con
bomba de vacio (Savant) durante 10 min., se resuspendié en 40 pL de H,O

ultrapura estéril, y el ADN plasmidico obtenido se conservé a -20 ©°C.

En aquellos casos en que fue necesario obtener cantidades mayores de ADN
plasmidico, se realizaron midipreparaciones empleando el kit “Qiagen Plasmid Midi
Kit” (Qiagen), partiendo de 25 mL de cultivos incubados o.n. a 37°C con agitacion y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos finales se eluyeron en 200

uL de de H,0 ultrapura estéril, y se conservaron a -20 °C.

4.3.3. Electroforesis en geles comunes de agarosa

La calidad de todas las muestras de acidos nucleicos obtenidas y utilizadas
se determind por migracion en geles de agarosa en buffer TAE 1X, conteniendo
bromuro de etidio a una concentracion final de 0,3 ug/mL. Se emplearon geles de
distinta concentracion de agarosa segun el tamafio de los fragmentos a visualizar:
en el caso de ADN plasmidico y vectores se empled una concentracion de agarosa
de 0,8%, en el caso de los productos de PCR y los productos de digestiones se
emplearon concentraciones de entre 1 y 2%, en tanto para visualizar ARN se

utilizaron geles al 1%.

Como marcadores de pares de bases se emplearon ADN del bacteridéfago A
digerido con la enzima HindIII (A/HindIIl, que da un patron de bandas de 125, 564,
2027, 2322, 4361, 6557, 9416 y 23130 pb), el plasmido pUC18 digerido con la
enzima Haelll (pUC18/Haelll, que da un patron de bandas de 80, 102, 174, 257,
267, 294, 434, 458 y 587 pb), o las escaleras de ADN comerciales “123 bp DNA
Ladder” (Life Technologies) y “GeneRuler 100 bp DNA Ladder” (Fermentas), segun

se sefala al pie de cada una de las figuras.
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Los geles utilizados para visualizar ADN se dejaron migrar a 80V durante
tiempos variables, de acuerdo al tamafio de los fragmentos. Aquellos geles
utilizados para visualizar ARN se migraron a 140 V durante 15 a 20 min. Luego de
su migracion, los geles fueron observados sobre un transiluminador de luz UV vy

fotografiados empleando una cdmara digital Kodak EDAS 290.

4.3.4. Elucion y purificacion de bandas de geles de agarosa

La elucidon de bandas de acido nucleico de los geles de agarosa se llevé a
cabo empleando el kit "QIAquick Gel Extraction” (Qiagen) o el kit “Wizard SV Gel
and PCR clean-up sistem” (Promega), y siguiendo en ambos casos el protocolo del
respectivo fabricante. Los productos finales se eluyeron en volimenes adecuados

de H,0 ultrapura estéril, y se conservaron a -20 °C.

4.3.5. Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracion de todas las muestras de acidos nucleicos se determind en
espectrofotometro UV Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) realizando medidas de
absorbancia a 260 nm y 280 nm (A Y Asgg, respectivamente), y teniendo en
cuenta que un valor de A,g igual a 1 corresponde a una concentracion de ADN
doble hebra de 50 ng/pL o a una concentracién de ARN simple hebra de 40 ng/pL.
Para evaluar la calidad de las muestras se determind la relacidn Aeo/Ass0, teniendo
en cuenta que valores de 1,8 y 2 son indicativos de buena calidad para ADN y ARN

respectivamente.

4.3.6. Digestion con enzimas de restriccion

Todas las digestiones, ya sea aquellas realizadas con el objeto de visualizar
insertos asi como las digestiones preparativas de fragmentos y vectores para
clonado, se realizaron utilizando una relacién de 10 U de enzima por ug de ADN a
digerir, en el buffer recomendado y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
reacciones se dejaron transcurrir durante 1 hora a la temperatura correspondiente

y se detuvieron mediante congelacién.
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Las dobles digestiones del vector de expresion pGEX-5X-3 (Amersham/GE) y
el fragmento de la secuencia codificante para CCDC14 con las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol (Fermentas), debieron realizarse en dos etapas, pues si
bien ambas enzimas son activas a la misma temperatura (37 °C), funcionan a
diferente concentracion del buffer Tango (Fermentas). En un primer paso se digirio
con BamHI en buffer Tango a una concentracién final 1X, dejandose transcurrir la
reaccion durante 1 hora a 37 °C. A continuaciéon, como segundo paso, el producto
de la primera digestion fue digerido con Xhol en buffer Tango a una concentracion

final 2X, dejando nuevamente transcurrir la reaccidon durante 1 hora a 37 °C.

Las dobles digestiones para la liberacidon de insertos clonados en el vector
pGEM-T Easy (Promega) con las enzimas de restricciéon Apal y Pstl (Fermentas)
debieron realizarse también en dos etapas, pues si bien ambas son activas en un
mismo buffer funcionan o6ptimamente a diferente temperatura. En un primer paso
se digiri6 con Apal en buffer B (Fermentas) a concentracién final 1X, dejandose
transcurrir la reaccion durante 1 hora a 28 °C. A continuacién, como segundo paso,
el producto de la primera digestion fue digerido con Pstl en el mismo buffer

incubando nuevamente la reaccion durante 1 hora, pero a 37 °C.

4.3.7. Electroforesis en geles de agarosa conteniendo bisbenzimida-PEG

Con el propdsito de separar aquellos fragmentos de igual tamafio, que
comigran en los geles de agarosa pero tienen diferente secuencia, se empled una
simple técnica de electroforesis adaptada en nuestro laboratorio (Geisinger et al.,
1997), que se basa en el uso del reactivo HA-Y (Hanse Analytic, GmbH). El mismo
consiste en bisbenzimida acoplada covalentemente a polietilenglicol (PEG) 6000 (el
fundamento del uso de esta metodologia se explica en “Resultados”). Esta técnica
permite separar secuencias de ADN en el gel seglin su contenido en A+T, haciendo

posible resolver diferencias menores al 1% (Wawer et al., 1995).

Se realizaron geles de agarosa al 1,5% en EDTA 25 mM pH 5,9, sin
adicionarles bromuro de etidio. Se fundié la agarosa de la forma habitual y luego de
que la temperatura estuviera por debajo de los 70 °C se agregd el reactivo HA-Y a
una concentracion final de 1 U por cada mL de solucidn de agarosa. Las corridas se
realizaron en el mismo buffer en que se fabricaron los geles, evitando que los
mismos quedaran sumergidos y que asi se “lavara” el reactivo HA-Y de dentro de

los geles. Este reactivo tiene una fluorescencia intrinseca que dificulta Ia
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visualizacion de las bandas, por lo cual fue necesario sembrar cantidades de ADN
por pocillo mayores que lo que se suele sembrar en geles de agarosa comunes
(aproximadamente un 50% adicional). Una vez iniciadas las corridas, y luego de
que el ADN ingreso al gel, se cubrié con film adherente para evitar la evaporacion
del buffer. Las corridas se realizaron a una velocidad de 3V/cm hasta que el frente
de corrida alcanzara 2/3 del gel (2 a 3 horas, aproximadamente), deteniendo la
corrida cada 20 a 30 min. para mezclar el buffer de los reservorios de los polos
positivo y negativo de la cuba, con el fin de evitar el agotamiento de la capacidad
del mismo y el consecuente aumento de temperatura. Finalmente, los geles se
tineron con bromuro de etidio en solucién (2 pg/mL) durante 30 min., se

observaron bajo transiluminador de luz UV y se fotografiaron.

4.3.8. Secuenciacion de acidos nucleicos

Las reacciones de secuenciacion de minipreparaciones de ADN plasmidico
para determinar la secuencia de insertos, se realizaron en el Servicio de
Secuenciaciéon del Institut Pasteur de Montevideo (IPMON), empleando un
secuenciador automatico de 4 capilares ABI3130 (Applied Biosystems). Las mismas

se llevaron a cabo a partir de iniciadores del vector correspondiente.

Los productos de PCR cuya secuencia se deseaba determinar fueron
enviados a la empresa Macrogen (www.macrogen.com) en Seul (Corea), la cual
dispone de secuenciadores automaticos de 96 capilares ABI3730XL (Applied
Biosystems). Los iniciadores utilizados en las reacciones de secuenciacién fueron,

en cada caso, los mismos con los que se amplificaron los fragmentos.

4.3.9. Analisis bioinformatico de secuencias

El analisis y la edicidon de las secuencias de acidos nucleicos obtenidas, asi
como el ensamblado de la secuencia completa del gen CCDC14 se realizaron
empleando el programa “Bioedit Sequence Alignment Editor” (North Carolina State
University, U.S.A.).

La busqueda de homologias se llevd a cabo con el programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), opciones de programa Blastx, tBLASTn y

tBLASTX, y contra todos los bancos de datos de secuencias. Las busquedas se
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efectuaron contra genomas completos, ESTs (“expressed sequenced tags”), ADNc y
nr (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB).

Para la determinacién de estructuras secundarias y motivos proteicos se
utilizaron los programas disponibles en el sitio Expasy (http://expasy.org). La
busqueda de motivos de tipo “coiled-coil” se efectué mediante el programa COILS
(http://embnet.vital-it.ch/software/COILS form.html) (Lupas et al., 1991).

4.3.10. RT-PCR

A lo largo de este trabajo se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR para:

a. La realizacién de estudios de expresion diferencial de ARNs correspondientes a
bandas obtenidas en los analisis de DD;

b. La obtencién de la secuencia codificante completa del gen CCDC14; y

c. La obtencién de un fragmento de la secuencia codificante de CCDC14 para su

clonado en un vector de expresion.

4.3.10.1. Diseino de iniciadores

El disefio de todos los iniciadores empleados en las reacciones de PCR para
amplificar distintos fragmentos de interés se llevd a cabo en el laboratorio

utilizando una combinacion de los programas “Primer3Plus”

”

(http://www.primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) y "“Oligo Analyzer

(http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware). La fabricacién de los
oligonucledtidos se encargé a la empresa IDT (Iowa, U.S.A.). Los mismos se
recibieron liofilizados, se resuspendieron en Tris 10 mM pH 8 estéril a una
concentracion stock de 250 uM, y se prepararon alicuotas de trabajo a una

concentracion de 25 yM en agua ultrapura estéril.

Los iniciadores disefiados para estudios de expresion con las distintas
bandas del DD, asi como aquellos empleados para la obtencion de la secuencia
codificante completa de CCDC14, constaban de entre 19 y 20 pares de bases, y

eran especificos de la secuencia de interés [Tabla 4.1].
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Tabla 4.1. Propiedades de los iniciadores de PCR

Iniciador Secuencia Tamafio| % GC | Tm¥*
(pb) (°C)
Banda I, Fw 5'-GCGGGTTAGAGCAAAACATC-3’ 20 50 60
Banda I, Rv 5’-GAGACAGAGAAGCCGGTGAC-3’ 20 60 64
Banda Is Fw 5’-TAACAAAACAGAGCACCACC-3’ 20 45 58
Banda Is Rv 5’-GAAGAGGAAAATGGCAAACG-3’ 20 45 58
Banda II; Fw 5'-AAATGTCACTGTCCCTGCTC-3' 20 50 60
Banda II; Rv 5'-GGTGGATCTCCTCCTTACTC-3' 20 55 62
Banda II, Fw 5'-GTCGTTTCTTCTAGGGTCTC-3' 20 50 60
Banda II, Rv 5’-TTCTTAACAGGCTCCTCTGG-3’ 20 50 60
Banda III;s Fw 5’-CTCAGGGTTCACTTATCACC-3’ 20 50 60
Banda III;s Rv 5’-TCCTAGTGCATCCTGGTATC-3’ 20 50 60
Banda VIII; Fw 5'-GGGATTGCCTAGATGATTTG-3' 20 45 58
Banda VIII; Rv 5'-AATTCCTTCTGCAGCTTAGG-3' 20 45 58
Banda X; Fw 5'-GGGTGGTTACATGGATGGAG-3’ 20 55 62
Banda X; Rv 5'-ACTTCCTGACCCTGCATTTG-3’ 20 50 60
CCDC14 Fw1 5’-CCCGACCCGAAGGAAAAAC-3’ 19 57,9 60
CCDC14 Rv1 5’-GACCAGCCAAAACCAGAATG-3’ 20 50 60
CCDC14 Fw2 5’-AATATACCAAGCCCTCTGTG-3’ 20 45 58
CCDC14 Rv2 5’-AGCGTTCTCACTTCTCAAC-3’ 19 47,4 56
CCDC14 Fw3 5’-CTCAGAAGTTCAGAGATTG-3’ 19 42,1 54
CCDC14 Rv3 5'-GCAGCACATTTTCACAGAG-3’ 19 47,4 56
CCDC14 Fw4 5’-AGCCCCTCCTCACATCTCC-3’ 19 63,2 62
CCDC14 Rv4a 5'-CTGAAGTCCTGCTCATCACG-3" 20 55 62
CCDC14 Rv4b 5’-ACTCCATCATTTCCAAAGAC-3’ 20 40 56
CCDC14 Fw5 5'-GTAATGCTAAATAACCAAG-3’ 19 31,6 50
CCDC14 Rv5a 5’-AGACCTAAAACAAACAAAC-3’ 19 31,6 50
CCDC14 Rv5b 5'-GAAGTAGGAATCTGAACTG-3" 19 42,1 54
B-actina Fw 5’-CCATGTACGTAGCCATC-3’ 17 53 52
B-actina Rv 5'-GTACCACCAGACAGCA-3’ 16 56 50
CCDC14 BamHI Fw | 5'- GGATCCCTGCCTGTCCTGCTTATTC-3' 31 51,6 n/c
CCDC14 Xhol Rv 5'- CTCGAGACTTGGGTGTGCCTGACTG-3’ 31 54,8 n/c

*Tm: temperatura de desnaturalizacién (temperatura de “melting”). n/c: no corresponde.

Los iniciadores empleados para la obtencion del ADNc correspondiente a parte de la

secuencia codificante del gen CCDC14 para su clonado en un vector de expresion,

se disefiaron en base a la secuencia del ARNm previamente confirmada mediante

secuenciacion, y adicionando algunas bases necesarias para poder proceder luego

al clonado (Ver tabla 4.1). El iniciador izquierdo, CCDC14 BamHI Fw, posee una
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longitud de 31 pb. Contiene 20 bases especificas del gen (en itdlica), y una cola de
11 bases que incluye una secuencia de corte para la enzima de restriccion BamHI
(subrayada) mas 6 bases flanqueantes (en gris) para facilitar el corte de la enzima
en el extremo del fragmento (Fermentas, catalogo 2007). La secuencia especifica y
el sitio de corte de la enzima comparten una base. El iniciador derecho, CCDC14
Xhol Rv, posee también una longitud de 31 pb. Contiene 19 bases especificas del
gen (en italica) y una cola de 12 bases que incluye el sitio de corte de la enzima
Xhol subrayada) mas 6 bases flanqueantes necesarias para que la enzima pueda

cortar (en gris).

4.3.10.2. Transcripcion reversa (RT)

El ARN total obtenido a partir de poblaciones celulares de testiculo y otros
tejidos de rata se empled como molde en reacciones de transcripcion reversa
utilizando como iniciador un oligdmero “oligo dTi5”, con el fin de obtener una
primera hebra de ADNc correspondiente a todos los genes expresados en cada tipo
celular. Para todas las reacciones se partié de 1 pug de ARN total y se empled la
siguiente mezcla de reaccion [Tabla 4.2A y 4.2B], utilizando soluciones y reactivos
libres de ARNasas:

Tabla 4.2. Mezclas de transcripcion reversa
A. Mezcla de transcripcion reversa, tubo 1.

Muestra de ARN Volumen correspondiente a 1 ug
Oligo dTis (0,5 pg/pL) 1L
Agua DMPC Cantidad necesaria para 11 pL
Volumen Parcialy 11 L

B. Mezcla de transcripcion reversa, tubo 2.

Buffer de la transcriptasa reversa (5X) 4 uL
dNTPs (2,5 mM) 2 uL
Inhibidor de ARNasas (40U/uL, Fermentas) 0,25 pL
Agua DMPC 1,75 pL
transcriptasa reversa M-MuLV RT (200U/uL, Fermentas) 1yl
Volumen Parcial, 9 uL
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El tubo 1, conteniendo el ARN vy el iniciador, se incubd durante 5 min. a 70
°C, para permitir la desnaturalizacion del ARN. Se colocé en frio, se adiciono el
contenido del tubo 2 y el volumen final de 20 yL se mezcldé por pipeteo suave.
Luego se incubo en termociclador *GeneAmp 2400” (Perkin-Elmer) durante 5 min.
a 37 °C, 1 hora a 42 °Cy 10 min. a 70 °C sucesivamente. En paralelo, se prepard
el control negativo de la RT en otro tubo conteniendo idénticas cantidades de ARN y
de todos los reactivos excepto la enzima RT (cuyo volumen se sustituyd por agua),
y se incub6 de la misma forma. El producto obtenido se almacend en alicuotas de
uso de 2 pL a -80 °C.

4.3.10.3. Condiciones de amplificacion

Los estudios de expresion se realizaron comparando los ARN totales
extraidos de 11 tejidos de rata (testiculo total de adulto, testiculo total de neonato,
epididimo, ovario, cerebro, higado, rinén, bazo, pulmén, corazén e intestino
delgado). Asimismo, en los estudios se incluyé ARN extraido de poblaciones
celulares de testiculo de rata enriquecidas en espermatocitos paquiténicos vy
espermatidas redondas, previamente obtenidas por medio de elutriacién vy

preservadas a -80 °C, disponibles en el laboratorio.

Para ello, los ADNc obtenidos mediante transcripcion reversa se emplearon
como molde en reacciones de PCR a bajo nimero de ciclos (semicuantitativas). La

mezcla de reaccién empleada en todos los casos fue la siguiente [Tabla 4.3]:

Tabla 4.3. Mezcla de reactivos de PCR para estudios

de expresion diferencial

Agua 37 yL
Buffer Tag (10X) 5uL
MgCl, (25 mM) 4 uL
dNTPs (25 mM) 0,2 uL
Iniciador Izquierdo (25 uM) 0,8 pL
Iniciador Derecho (25 pM) 0,8 pL
Taq Polimerasa (5u/pL, Fermentas) 0,2 uL
ADNc 2 pL
Volumen total 50 uL
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Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado, partiéndose para los
duplicados de productos de RT obtenidos en reacciones independientes. Se utilizo el
termociclador ya indicado, y el programa empleado fue: 92 °C 2 min., un ndmero
variable de ciclos (menor o igual a 30, dependiendo del nimero minimo de ciclos de
amplificacion necesarios para visualizar la banda) de 30 seg. a 92 °C, 30 seq. a la
temperatura de hibridacién de cada juego de iniciadores y 30 seg. a 72 °C, y una
extension final de 5 min. a 72 °C para completar la reaccién. Para cada juego de
iniciadores utilizado se ajusté la temperatura de hibridaciéon y el nimero de ciclos,

segun se presenta en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Combinaciones de iniciadores y condiciones de amplificacion, para estudios de

expresion

Iniciador Iniciador Tamaiio del Temperatura de hibridacion [Numero
directo reverso amplicon (pb) de iniciadores (°C) de ciclos
Banda I, Fw Banda I, Rv 186 58 28
Banda Is Fw Banda Is Rv 172 54 25
Banda II; Fw Banda II; Rv 183 57 18
Banda II, Fw Banda II; Rv 158 55 25
Banda III;s Fw Banda III;s Rv  [217 52 30
Banda VIII; Fw [Banda VIII; Rv (313 55 25
Banda X; Fw Banda X; Rv 245 58 27
B-actina Fw B-actina Rv 517 48 40

Como control positivo de las reacciones de RT-PCR, se partié de igual
cantidad de ADNc y se amplificé un fragmento del gen de la B-actina en todos los
tejidos y poblaciones celulares que se estudiaron. Como control negativo, se realizd
en paralelo la reaccién de PCR para cada juego de iniciadores con el control

negativo de RT indicado en la seccion anterior.

La misma mezcla de reaccidon presentada en la Tabla 4.3, se empled para la
amplificacion de la secuencia codificante completa de CCDC14. La misma se obtuvo
amplificando por separado 4 fragmentos solapantes entre si, mediante el uso de 4
juegos de iniciadores complementarios a zonas flanqueantes de los intrones del gen
(ver “Resultados”, Figura 5.6). Para cada juego de iniciadores utilizado se ajusto la
temperatura de hibridacion y el nimero de ciclos, segun se presenta en la Tabla
4.5.
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Estas reacciones de PCR se realizaron en el mismo termociclador que las
reacciones anteriores, empleando el programa: 92 °C 2 min., 30 ciclos de 30 seg. a
92 °C, 30 seg. a la temperatura de hibridacién correspondiente a cada juego de

iniciadores y 1:30 min. a 72 °C, y finalmente una extension final de 7 min. a 72 °C.

Tabla 4.5. Combinaciones de iniciadores y condiciones de amplificacion, para
la obtencion de la secuencia codificante completa de CCDC14

Iniciador Iniciador Tamaiio del Temperatura de hibridacién
directo reverso amplicén (pb) de iniciadores (°C)

CCDC14 Fw1 CCDC14 Rv1l 783 55

CCDC14 Fw2 CCDC14 Rv2 856 53

CCDC14 Fw3 CCDC14 Rv3 810 51

CCDC14 Fw4 CCDC14 Rv4b 1506 53

Finalmente, para la amplificacién del ADNc correspondiente a parte de la
secuencia codificante del gen CCDC14 para su clonado en un vector de expresion,

se realizd la siguiente mezcla de reaccion [Tabla 4.6]:

Tabla 4.6. Mezcla de reactivos de PCR para la obtencion
de un fragmento de la secuencia codificante de CCDC14

con miras a su clonado en vector de expresion

Agua 17,2 pL
Buffer Taq (10X) 2,5 L
MgCl; (25 mM) 2 yL

dNTPs (25 mM) 0,2 uL
Iniciador Izquierdo (25 puM) 0,4 uL
Iniciador Derecho (25 pM) 0,4 puL
Taq Polimerasa (5u/pL, Fermentas) 0,3 L
ADNCc 2 uL

Volumen total 25 uL

Se utilizaron los iniciadores CCDC14 BamHI Fw y CCDC14 Xhol Ry,
disefiados para amplificar un fragmento de 854 pb. Las reacciones de PCR se
realizaron en el termociclador indicado mas arriba, y el programa empleado fue: 2
min. a 94 °C, 5 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a 60 °Cy 1 min. a 72 ©°C,
seguidos de 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a 65°Cy 1 min.a 72°C, y 1

ciclo de extension final de 5 min. a 72 °C. La razén de efectuar la reaccion de PCR
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en dos etapas es que durante los primeros ciclos se permite que la “cola” de 11
nucledtidos de cada iniciador, conteniendo el sitio de restriccion y la secuencia
flanqueante, quede integrada a los amplicones, lo que hace posible el uso de una

temperatura mayor de hibridacién durante los ciclos siguientes.

Todos los productos de PCR obtenidos se visualizaron en geles de agarosa

(Ver 4.3.3.) y se conservaron a -20 °C para su posterior utilizacién.

4.3.11. Northern blot

Para el ensayo de Northern blot se siguié el protocolo de Sambrook et al.
(1989). Se migraron 40 pg de cada una de las muestras de ARN total a comparar,
en geles de agarosa desnaturalizantes conteniendo formaldehido. Se agregé 1 pL
de bromuro de etidio (1mg/mL) a cada muestra antes de cargar el gel, para poder
monitorear la corrida y evaluar la eficiencia de la transferencia. Una vez finalizada
la corrida, los geles fueron transferidos a una membrana de hibridaciéon de nylon
con carga positiva Hybond N+ (Amersham/GE) siguiendo el protocolo de

transferencia liquida mencionado.

Como sonda se empled el producto de RT-PCR correspondiente a la banda
obtenida con los iniciadores CCDC14 Fw4 y CCDC14 Rv4a (Ver figura 5.6). Este
fragmento de PCR poseia 711 pb de la regidn codificante de CCDC14. El marcado
de la sonda se efectué empleando el kit “Ready-To-Go DNA Labeling Beads” (-dCTP,
GE Healthcare) que se basa en la técnica de Random Priming, siguiendo el
protocolo del fabricante. Se incluyd en la reaccion de marcado el radioisétopo
a[3?P]dCTP (MP Biomedicals). Las reacciones de marcado se hicieron por 1 hora a
37 °C. Las sondas marcadas se purificaron mediante columnas “Illustra MicroSpin
G-50" (GE Healthcare), para eliminar los nucleétidos no incorporados, segun las

instrucciones del manual incluido.

El protocolo de hibridacién se llevéd a cabo en un horno de hibridacion
(Hybaid), empleando ULTRAhyb (Ambion) como solucion de hibridaciéon. La
prehibridacién se hizo durante 2 horas a 42 °C. Para la hibridacion, la sonda se
hirviéo durante 5 min. y se agregd a la soluciéon de prehibridaciéon, permitiéndose a
la hibridacion transcurrir por 20 horas a 42 ©C. Se realizaron dos lavados de 5 min.
cada uno en SSC 2X, SDS 0,1% a 42 °C, y luego dos lavados de 15 min. cada uno

en SSC 0,1X, SDS 0,1% a la misma temperatura. Debido a la aparicion de ruido de
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fondo en un primer revelado, se efectué un nuevo lavado en la segunda solucion
por 30 min. a una temperatura de 45 ©°C. La membrana se envolvio
cuidadosamente en dos capas de film adherente, se colocd en un casete BAS
Cassette2 2040 (FUJIFILM Corporation) y se expuso con una pantalla BAS IP 2040E
(FUJIFILM Corporation) a temperatura ambiente, por tiempos que variaron desde
24 horas horas hasta una semana. El escaneo de la pantalla IP para detectar la
presencia de bandas se realizé6 en un escaner de fluorescencia FUJIFILM FLA-9000
(FUJIFILM Corporation), empleando el programa Image Reader FLA-9000 (FUJIFILM

Corporation).

4.3.12. Hibridacién in situ con inmunohistoquimica

Para los ensayos de hibridacion in situ se emplearon cortes de testiculo de
ratas juveniles y adultas, e higado, realizados por el método de congelacidn

(seccidon 4.2.4.).

Como sonda se usé un fragmento de la secuencia codificante del ARNm de
CCDC14, que se encontraba clonado en el vector pGEM-T Easy (Promega). Este
fragmento de PCR poseia 831 pb de la region codificante y coincidia con el
fragmento que se empled para la expresion de una proteina recombinante y la
produccion de un anticuerpo anti-CCDC14 (Ver 4.3.14 y figura 5.7). El marcado de
las sondas se efectud con el "Biotin RNA Labeling Mix" (Roche), transcribiendo a
partir de los promotores T7 y Sp6 las sondas sentido (control negativo) y
antisentido respectivamente, y empleando las correspondientes ARN polimerasas
(Roche). Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo del
fabricante en un volumen de 20 pL, incubando durante 3 horas a 37 °C. Luego se
agregaron 2 pL de ADNasal libre de ARNasas (Roche), se incubaron las reacciones
durante otros 30 min. a 37 °C y se detuvieron mediante el agregado de 0,75 pL de
0,5 M EDTA pH 8,0. Las sondas se purificaron a través de su pasaje por columnas
ProbeQuant G-50 Microcolumns (Amersham/GE), para eliminar los nucleétidos no
incorporados. La determinacion de la calidad y concentracién de las sondas
sintetizadas se realizd por electroforesis y medidas espectrofotométricas, segun lo

detallado en las secciones 4.3.3. y 4.3.5.
Para cada tejido a estudiar se seleccionaron tres portaobjetos conteniendo

dos cortes cada uno: un portaobjetos para incubar con la sonda antisentido, otro

para incubar con la sonda sentido, y finalmente un tercero para emplear como
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control del pegado inespecifico de la estreptavidina conjugada a fluoréforo, sin
sonda. Los portaobjetos se descongelaron y los cortes se lavaron con SSC 4X a
temperatura ambiente durante 1-2 min. La permeabilizacidon se realizé incubando
con Tritdbn X-100 al 0,1% en SSC 4X durante 10 min. a 37 °C, seguido de dos
lavados de 5 min. on SSC 4X a 37°C. Los aldehidos y las cetonas libres se
bloquearon con borohidruro de sodio 1% en SSC 4X durante 30 min. a 37 ©°C,

lavando luego dos veces con SSC 4X durante 5 min. a temperatura ambiente.

Dado que las sondas antisentido y sentido fueron marcadas con biotina, fue
necesario realizar un bloqueo previo de la biotina enddgena de los tejidos. El mismo
se efectué empleando el kit “Streptavidin/Biotin Blocking Kit” (Vector Laboratories),
siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: se incubaron
los cortes con solucién de streptavidina durante 15 min., se lavaron 5 min. con SSC
4X, luego se incubaron con solucién de biotina durante 45 min. y finalmente se
lavaron dos veces por 5 ¢ min. en SSC 4X. Todas estas incubaciones se realizaron a

temperatura ambiente.

Luego se comenzd con el proceso de hibridacion. Para ello se prehibridaron
los cortes durante 50 min. a 50 °C en solucién de hibridaciéon (ver 4.1.1),
incubandose luego o.n. a la misma temperatura, con la correspondiente sonda,
previamente desnaturalizada, a una concentracién de 5 ng/pL en soluciéon de
hibridacién. El control sin sonda se incub6 solamente con solucién de hibridacion. Al
otro dia se realizd la siguiente serie de lavados, de manera de realizar la seleccion
de los hibridos especificos formados llevando el nivel de rigurosidad desde 4X SSC
hasta 0,25X SSC:

- 2 lavados de 5 min. a 50 °C en 4X SSC con 30% de formamida,
- 2 lavados de 10 min. a temperatura ambiente en 4X SSC,

- 2 lavados de 5 min. a temperatura ambiente en 2X SSC,

- 2 lavados de 5 min. a temperatura ambiente en 1X SSC,

- 2 lavados de 5 min. a temperatura ambiente en 0,5X SSC,

- 2 lavados de 5 min. a temperatura ambiente en 0,25X SSC.

El hibrido ARN-ARN se fijé durante 5 min. con PFA al 3% en buffer PHEM
(preparado inmediatamente antes de su uso) a temperatura ambiente, lavando
luego 3 veces por 5 min. con buffer PHEM. Para el reconocimiento de la sonda se
incubd durante 1 hora a 37 °C con streptavidina conjugada al fluoroforo Alexa 488

(Invitrogen, S-32345) a una concentracion de 1/200 en solucién de incubacién (ver
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4.1.1), realizandose luego tres lavados de 5 min. en solucién de incubacién y otros

tres lavados de 5 min. en buffer PHEM, todos a temperatura ambiente.

Posteriormente se procedié a la realizacion de la inmunohistoquimica sobre
los mismos cortes. En todos los casos, la inmunohistoquimica fue realizada con
posterioridad a la hibridacidon in situ debido a la diferencia en los niveles de
astringencia entre ambos procedimientos. Los cortes se bloquearon o.n. a 4 °C con
solucion de incubacion conteniendo un 5% de suero normal de cabra. Al dia
siguiente se incubaron los cortes con un anticuerpo primario monoclonal anti-
vimentina (Abcam, VI-10, ab20346) a una concentracion de 1/500 en solucion de
incubacién, durante 1 hora a 37 °C. El anticuerpo no unido se lavé tres veces por 5
min. a 37 °C con solucién de incubacién. Luego se incubd con un anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén hecho en cabra, conjugado al fluoréforo Cy5 (Abcam,
ab97037) a una concentracién de 1/800 en solucidn de incubaciéon, durante 45 min.
a 37 °C. Se lavé cuatro veces por 5 min. a 37 °C con solucién de incubacién y 2
veces por 5 min. con buffer PHEM. Finalmente se montaron los preparados
agregando una gota del medio “UltraCruz Mountig Medium” (Santa Cruz, sc-
24941), que contiene DAPI, se dejaron secar y se sellaron, conservandolos a 4 °C

en oscuridad hasta su observacion.

La observacion y adquisicidn de imagenes se llevo a cabo en un microscopio
confocal de fluorescencia Olympus FV300 equipado con una camara digital DP70 y
usando el programa Fluoview v. 4.3. (Servicio de Microscopia de Epifluorescencia y
Confocal del IIBCE).

4.3.13. Rastreo de genoteca de ADNc

La biblioteca de ADNc de espermatocitos paquiténicos de rata empleada en
el rastreo se encontraba disponible en el laboratorio. La misma fue construida en el
vector A-ZAP (Stratagene), a partir de una poblacién celular altamente enriquecida
en dicho tipo de célula mediante elutriacion. Se empled una alicuota de la misma
con un titulo de 1 x 10'° ufp/mL y diluciones seriadas de la misma, las cuales se

conservaron a 4 °C durante todo el rastreo.

Los plaqueos de las genotecas se realizaron siguiendo el protocolo del "ZAP
cDNA Synthesis Kit" (Stratagene) con el cual se habia sintetizado la genoteca. Para

los rastreos primarios se iniciaron cultivos de células de Escherichia coli XL1-Blue en
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LB conteniendo 0,2% de maltosa y 10 mM MgSQ,, se dejaron crecer hasta alcanzar
una DOggonm de 0,5-0,6, se centrifugaron 10 min. a 6000 rpm y 4 °C, y se
resuspendieron en 10 mM MgS0O, a DOgoyonm de 0,5. Por cada placa a realizar se
mezclaron 600 pL de estas células con un volumen de una dilucidon de la genoteca
equivalente a 40.000 ufp y se incubd durante 15 min. a 37 °C con agitacion. Se
agregaron 6,5 mL de medio NZY-top agarosa fundido y termostatizado a 45-48 °C,
se mezclé y se vertio sobre placas de LB agar de 150 mm de didmetro,
termostatizadas a 37 °C. Se incub6 a 37 °C hasta la aparicién de playas de lisis de
1-1,5 mm de didametro (8-10 horas). Luego se incubd durante algunas horas a 4
°C.

Las playas de lisis se transfirieron a discos de membrana de nylon Hybond
N+ (Amersham/GE), siguiendo las pautas descritas en el manual "The DIG System
User’s Guide for Filter Hybridization" (Boehringer Mannheim), con modificaciones.
Para cada placa de ronda primaria de rastreo se levantaron filtros por duplicado; el
primer filtro se apoyd sobre la placa durante 2 min. y el segundo filtro durante 4
min. Los filtros se colocaron boca arriba secuencialmente sobre 2 discos de papel
Whatman embebidos en solucion desnaturalizante durante 5 min., solucidon
neutralizante (ver 4.1.1) durante 15 min., y 2X SSC durante 10 min. Entre cada
solucion se secaron rapidamente sobre papel. Finalmente, las membranas se fijaron

por horneado a 80 °C durante una hora y media.

El fragmento a utilizar como molde para la sintesis de la sonda se escindio
del vector de clonado pGEM-T Easy mediante digestion con las enzimas de
restriccion Apal y Pstl, se migrd en gel de agarosa y la banda se purificd segln se
establece en la seccidon 4.3.4. El marcado se efectud por la técnica de “random
priming”, empleando el kit de marcado por quimioluminiscencia "DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit II" (Roche). Se siguieron las instrucciones
del protocolo del fabricante, y se marcaron 500 ng de ADN durante 20 horas a 37
°C en un volumen de reaccion de 50 uL, deteniéndose la reaccidn por agregado de
0,75 ul de EDTA 0,5 M, y no removiéndose los nucleétidos no incorporados. La
eficiencia de marcado se determind realizando un dot blot, como se indica en el

protocolo del kit.

Las prehibridaciones e hibridaciones se llevaron a cabo en horno de
hibridacién (Hybaid) utilizando los reactivos provistos en el kit. Se prehibridd en
solucién de hibridacion DIG Easy Hyb durante 1 hora a 42 °C. Luego se agregaron

25 ng de sonda marcada por cada mL de solucion de hibridacién y se hibridé o.n. a
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42 °C. Se efectuaron dos lavados de 5 min. cada uno en SSC 2X, SDS 0,1% a
temperatura ambiente, seguidos de dos lavados de 15 min. cada uno en SSC 0,1X,
SDS 0,1% a 68 °C. Para la deteccién quimioluminiscente se siguid el protocolo del
mismo kit que para el marcado de las sondas. La incubaciéon en la reaccién
luminiscente (CSPD) se hizo en placa de petri con proteccién de la luz, incubando
secuencialmente de a cinco min. por membrana, con 7 mL de CSPD para las placas
de 150 mm de didmetro y 4 mL para las placas de 80 mm. Las membranas se
expusieron con placa de autorradiografia a temperatura ambiente, entre 30 min. y

2 horas, y se revelé de la forma habitual.

Las playas de lisis positivas fueron levantadas de la placa con la parte
posterior de una punta amarilla de pipeta automatica e incubadas en 1 mL de
buffer SM con 20 pyL de cloroformo. Se mezclé con agitador vortex durante 1
minuto para liberar los bacteriéfagos y se conservdé a 4 ©C. Las soluciones
conteniendo los bacteriéfagos se diluyeron, y fueron tituladas previo a cada ronda

de rastreo, segun lo indicado en el manual del "ZAP cDNA Synthesis Kit".

Para la siguiente ronda de purificacién se siguié el mismo procedimiento con
la diferencia de que se emplearon placas de petri de 80 mm de didametro en las
cuales se sembraron en paralelo 100 y 300 playas de lisis (de acuerdo con lo
estimado a partir de la titulacién), de modo de poder aislar facilmente las positivas.
Se utilizaron 200 pL de células XL1-Blue DOggonm 0,5 ¥ 3 mL de medio NZY-top por
placa, y se levanté un unico filtro por cada placa. En los casos en que se obtuvieron
playas de lisis positivas aisladas, una de ellas se levant6é del mismo modo que para
la primera ronda de rastreo, y se conservé en 1 mL de medio SM con cloroformo a
4 OC. Para aquellos casos en que no se obtuvieron playas positivas aisladas, se

procedi6 a efectuar una tercera ronda de purificacién.

La escision in vivo de fasmidos pBluescript SK+ se realizé de acuerdo con las
instrucciones del kit "ZAP-cDNA Synthesis Kit". Se combinaron 200 pyL de células
XL1-Blue DOggonm = 1 en 10 mM MgSO,, con un volumen equivalente a una cantidad
mayor a 1 x 10° ufp de las playas de lisis postivas levantadas, y un volumen
equivalente a una cantidad mayor a 1 x 10° ufp del bateriéfago “helper” R408
(Stratagene), y se incubd durante 15 min. a 37 °C con agitacion. Se agregaron 4
mL de medio 2X YT, se volvido a incubar a 37 °C durante 3 horas, y finalmente 20
min. a 70 °C. Luego se centrifugd a 6000 rpm durante 5 min. a 4 °C y se transfirid
el sobrenadante conteniendo los fasmidos pBluescript a un nuevo tubo. De ese

sobrenadante se tomaron 100 PL y se combinaron con 200 pL de células XL1-Blue
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DOgoonm = 1, Y se incubd durante 15 min. a 37 °C con agitacion. Se sembraron 100
WL sobre placas de LB conteniendo amp y se incubd o.n. a 42 °Cy no a 37 °C, de
modo de evitar la co-infeccién con bacteriéfago "helper" (ya que el mismo posee
una mutacion que lo hace termosensible). Se seleccionaron colonias aisladas y se
realizaron dos estrias sucesivas sobre nuevas placas. Nuevamente a partir de
colonias aisladas se iniciaron cultivos y se realizaron minipreparaciones con el fin de
obtener ADN plasmidico de los fasmidos pBluescript conteniendo las secuencias de
interés. Los ADNs purificados se digirieron con las enzimas restriccion Apal y Pstl, y
los productos de la digestidon se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
para chequear la presencia de insertos y estimar el tamafio de los mismos (ver
4.3.2., 4.3.3. y 4.3.6.). Dos clones representantes de cada una de las playas de
lisis positivas se secuenciaron, para conocer la identidad de la secuencia y verificar

su homologia con la sonda empleada.

4.3.14. Reacciones de clonado

4.3.14.1. Preparacion de células competentes

Se prepararon células competentes de las cepas de E. coli DH10B (GIBCO-
BRL, Life Technologies) y BL21 STAR (Invitrogene). La primera se utilizd con el fin
de conservar secuencias de interés y facilitar el proceso de clonado, en tanto la
cepa BL21 STAR se empled para la sintesis de la proteina de fusion, dado que posee
caracteristicas especiales para la produccién de proteinas recombinantes, al ser
inducida con IPTG. Esta cepa es deficiente en la produccion de RNasa E y de la
proteasa OmpT, lo que les da mayor estabilidad a los ARNm y a las proteinas
resultantes de la induccion [manual de uso de Invitrogene “One Shot BL21 Star
(DE3) and One Shot BL21 Star (DE3) pLysS Competent Cells”].

Para la preparacion de células competentes, se crecieron células de ambas
cepas en cultivos de 3 mL de LB liquido a 37 °C o.n. con agitacion. En el caso de
DH10B se adiciond tetraciclina al cultivo, en tanto BL21 STAR no posee sistema de
seleccion por antibiotico. Al dia siguiente, se tomd una alicuota del cultivo inicial y
se realizd una dilucion 1/100 en 200 mL de LB y se dejo crecer hasta alcanzar una
DOgoonm de 0,2-0,3 (aproximadamente 3 horas). Se centrifugd el cultivo a 5000 rpm
por 5 min., se descarté el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en 80 ml de
CaCl, 0,1 M frio, y se incubd en hielo durante 20 min. Se centrifugd nuevamente a

5000 rpm por 5 min., se descartd el sobrenadante, se resuspendio el precipitado 2
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mL de CaCl, 0,1 M frio y se dejé o.n. a 4 °C. Finalmente se tomaron alicuotas de
200 pL de células, se mezclaron con glicerol a concentracién final 20%, y se

congelaron en un contenedor con etanol en freezer de -80 °C.

4.3.14.2. Ligacion en vector pGEM-T Easy y transformacion de células
DH10B

El producto de amplificacién de parte de la secuencia codificante del gen
CCDC14 se ligé inicialmente al vector pGEM-T Easy (Promega), especifico para la
ligacién de productos de PCR, de modo de facilitar la digestién del fragmento y su

posterior ligacion al vector de expresién pGEX-5x-3 (Amersham/GE).

La reaccion de ligacion en el vector pGEM-T Easy se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante, y empleando una relacién molar inserto:vector de 3:1
(50 ng de vector y 42,5 ng de producto de PCR). La reaccién se llevé a cabo en un
volumen total de 10 pL, y se emplearon 5 U de ligasa del bacteriéfago T4
(Fermentas) en el correspondiente buffer. La reaccidn se dejo transcurrir, en primer

lugar durante una hora a temperatura ambiente y a continuacién o.n. a 4 °C.

El total del volumen del producto de ligaciéon se empled para transformar
100 pL de células competentes E. coli DH10B. Para ello, la mezcla se incubd por 30
min. en hielo, luego se la sometié a un choque térmico durante 90 seg. a 42 °Cy
se la volvid a incubar durante 2 min. en hielo. Luego se adicionaron 600 pL de

medio de cultivo LB liquido y se incubo durante 1 hora a 37 °C con agitacion.

Se sembraron 200 pL de la mezcla de transformacion en placas de petri con
LB agar/amp a una concentracién final de 50 ug/mL, 30 uL de X-gal (20 mg/mL) y
9 pL de IPTG (200 mg/mL). Las placas se incubaron o.n. a 37 °C. El sitio de
clonado multiple del vector pGEM-T Easy se encuentra inmerso en la secuencia
codificante para la porcion N-terminal de la enzima B-galactosidasa. Cuando la
sintesis de ese péptido, que es inducible por el agregado de IPTG, se ve truncada
por la insercion de una secuencia exdgena, no se produce la complementacion en o
de la porciéon C-terminal de la enzima, que es sintetizada por la propia bacteria. De
este modo el reactivo cromogénico X-gal no puede ser metabolizado para dar un
producto de color azul, y las colonias resultantes son de color blanco. De las
colonias crecidas, se seleccionaron las de color blanco y se realizaron dos estrias de

purificacion en placas con LB agar/amp. A partir de las estrias, se seleccionaron
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colonias aisladas y se iniciaron cultivos en 3 mL de LB liquido conteniendo 50 pg/ml
de amp o.n. a 37 °C. A continuacion se procedid a la extraccion de los ADN
plasmidicos de cada colonia, seguido de digestiéon con las enzimas de restriccion
BamHI y Xhol, y corrida electroforética en gel de agarosa para control de insertos,
segun lo detallado en las secciones 4.3.2., 4.3.3. y 4.3.6.

4.3.14.3. Ligacion en vector pGEX-5X-3 y transformacion de células BL21

El sistema de clonado en vectores pGEX-5x (Amersham/GE) se basa en la
insercién de la secuencia de interés en un sitio multiple de clonado ubicado a
continuacion de la secuencia codificante para la enzima GST (glutatién-S-
transferasa) de Schistosoma japonicum, para ser expresada en E. coli como
proteina de fusiéon (Harper & Speicher, 2008). La denominacion pGEX-5x-3
corresponde a la insercion del fragmento de interés en el marco de lectura nimero
3. La GST se expresa naturalmente en E. coli como proteina soluble que se acumula
en el citoplasma de la bacteria, favoreciendo la obtencion de un buen rendimiento
de la proteina de fusién en la fraccién soluble de la célula (http://teachline.
Is.huji.ac.il/72682/Booklets/PHARMACIA GST Gene Fusion System_Handboook.pd

f). La expresion del gen de fusion estd bajo el control del promotor tac, el cual es

inducido por IPTG. Los vectores pGEX-5x tienen ademas el gen /aclq, cuyo
producto es una proteina represora del promotor del gen tac, lo que permite que el
gen de fusion no se exprese hasta que sea inducido con IPTG. Ademas poseen el
gen de resistencia a la amp, permitiendo a las células crecer en un medio de cultivo

selectivo [Figura 4.1] (Harper & Speicher, 2008).

Las proteinas de fusién a GST son purificadas de lisados bacterianos
inducidos, por cromatografia de afinidad con glutation (sustrato natural de GST)
inmovilizado en esferas de agarosa. La proteina de fusion es capturada por las
esferas de glutation-agarosa y las impurezas son removidas en los lavados. Luego,
la proteina de fusion es eluida empleando glutatién reducido libre (Harper &
Speicher, 2008).
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Figura. 4.1. Mapa del vector
pGEX-5X-3 (27-4586-01)
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manual de Amersham/GE, 2012).

El fragmento de la secuencia codificante de CCDC14, escindido del vector
pGEM-T Easy mediante digestién con las enzimas BamHI y Xhol, para las cuales el
inserto posee sitios de corte en sus extremos agregados por los iniciadores con que
se lo amplificd (ver seccion 4.3.10.2.), se purifico ligd al vector de expresion pGEX-
5x-3, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccién (ver seccidn
4.3.6.).

La reaccién de ligacién en el vector se realizé empleando una relacion molar
inserto:vector de 10:1. Considerando que el inserto digerido posee un tamafio de
836 pb y el vector digerido 4949 pb, se utilizaron 100 ng y 167 ng,
respectivamente. La reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 20 pL, y se
emplearon 5 U de T4 ligasa (Fermentas) en el correspondiente buffer. La reaccidn
se dejo transcurrir sucesivamente durante 1 hora a 22 °C y o.n. a 16 °C.

Finalmente se inactivo la enzima calentando a 65 °C durante 15 min.

En paralelo, se realizd una reaccién de ligacion idéntica a la anterior pero
con 100 ng de vector pGEX-5x-3 digerido con las mismas dos enzimas, sin agregar
inserto, para ser empleada como control de la doble digestion, ya que sdlo se
religarian las moléculas de vector que se hubieran digerido con una sola enzima (es
decir, en que la digestion con alguna de ambas enzimas hubiese fallado). Esto
ayuda en cierta forma a estimar la cantidad de clones positivos que se puede
obtener, ya que el vector pGEX-5x-3 no posee el sistema de seleccion blanco/azul

que se encuentra presente en el pGEM-T Easy.
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El total del volumen del producto de ligacién se empled para transformar
100 pL de células competentes E. coli DH10B de alta eficiencia, para maximizar la
posibilidad de obtener clones recombinantes. El protocolo de transformacion
guimica empleado fue el mismo que el detallado en la seccién 4.3.14.2. De las
colonias crecidas, se seleccionaron 20 colonias aisladas y se efectuaron dos estrias
sucesivas en placas con LB agar/amp. A partir de las estrias, se seleccionaron
colonias aisladas y se iniciaron cultivos en 3 mL de LB liquido conteniendo 50 pug/ml
de amp, los que se incubaron o.n. a 37 °C. A continuacion se procedié a la
extraccion de los ADN plasmidicos de cada colonia, seguido de digestién con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol, y corrida electroforética en gel de agarosa
para chequear la presencia de insertos, segun lo detallado en las secciones 4.3.2,
4.3.3 y 4.3.6. De los clones positivos, uno fue secuenciado para verificar la
identidad del inserto, y que el fragmento se encontrara insertado en el marco de
lectura correcto. El ADN plasmidico del clon cuya secuencia se habia confirmado se
utilizd para retransformar células BL21 Star competentes (cuya eficiencia de
transformacién no es tan alta como la de las DH10B), siguiendo el mismo protocolo
que en las transformaciones anteriores. Se realizd el mismo procedimiento para el
chequeo de la presencia e identidad del inserto. Finalmente, se selecciond un clon
conteniendo el vector con el inserto en la direccién correcta (pGEX-CCDC14) para la

induccion de la sintesis de la proteina de fusion.

Dos clones positivos obtenidos en cada uno de los pasos seguidos en el
proceso de clonacion se seleccionaron para su conservacion. Para ello se mezclaron
800 pL de cultivo o.n de cada uno de los clones, obtenido a partir de una colonia
aislada, con 200 uL de una solucion estéril de glicerol al 80%, y se conservaron a -
80 °C.

4.4. MANIPULACIONES DE PROTEINAS

Durante un trabajo de tesis de grado llevado a cabo en nuestro laboratorio,
el fragmento de ADN codificante para la proteina de fusién GST-CCDC14 clonado en
el vector pGEX-5x-3 y contenido en células de la cepa BL21-Star segun lo descrito
en las secciones anteriores, fue empleado para la obtencidon de la proteina de
fusion. Con ese objetivo, se analizaron distintas condiciones de induccion
(concentraciones de IPTG y tiempos de induccion), asi como la presencia de la

proteina de fusién en las fracciones soluble e insoluble de extractos celulares.
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Finalmente, en base a los resultados obtenidos, la expresiéon de la proteina
recombinante GST-CCDC14 fue inducida mediante IPTG a una concentracion final
de 0,3 mM durante 4 horas, y se recuperaron soélo las proteinas presentes en la
fase soluble de las células, ya que al menos un 50% de la proteina de fusion
aparecia en dicha fraccién. La purificacion se llevd a cabo por medio del empleo de
columnas de glutatidon, obteniéndose un total de 2,16 mg de proteina. Todo el
proceso de expresion y purificacién se monitored por electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE y ensayos de Western blot con un suero policlonal anti-
GST de Schistosoma japonicum (tesis de grado de Gabriel Lassabe, 2011, Biblioteca

de Facultad de Ciencias, Montevideo).

4.4.1. Produccion de anticuerpos policlonales

La proteina recombinante GST-CCDC14 purificada fue precipitada mediante
el agregado de 1 volumen de acetona, incubada durante 15 min. a -20 °C y
centrifugada a 5000 rpm por 10 min. Luego, se resupendié en PBS 1X a una
concentracion adecuada y se conservd a -80 °C en alicuotas ya preparadas para

inocular al conejo.

El conejo utilizado se recibié y mantuvo 4 dias en la conejera del
IIBCE para permitir su aclimatacién. Luego, se procedié a tomar una muestra de 5
ml de su sangre con el fin de obtener suero del conejo no inmunizado (suero

preinmune, control negativo), y se comenzo con el protocolo de inmunizacion.

La primera inoculacién (dia 0) se realizdé en forma subcutanea en la zona del
lomo, inyectandose 800 ug de proteina GST-CCDC14 en una emulsién conteniendo
50% de proteina en PBS mas 50% de adyuvante completo de Freund (Sigma). Se
dejo reaccionar durante 20 dias y se recogieron 2 mL de sangre del conejo a partir
de la vena de la oreja. Posteriormente, se le inocularon un total de 3 refuerzos
(“boosters”), en los dias 30, 60 y 90, con 400 ug de proteina en PBS mas 50% de
adyuvante incompleto de Freund (Sigma) cada uno. Diez dias después de cada uno
de los dos primeros refuerzos se recogieron 2 mL de sangre del conejo inmunizado,
y 10 dias después de la inoculacién final se realizé un sangrado final, recogiéndose

100 mL de sangre.
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El suero del conejo fue obtenido incubando la sangre a 37 °C 1 hora y luego
2 horas en hielo en la heladera. Una vez separado el suero del coagulo, se recuperd
el suero con pipeta; el mismo fue transferido a un tubo limpio y centrifugado a
5000 g por 5 min. El sobrenadante (el suero) fue guardado a -80 °C en alicuotas de

a1l mL.

4.4.2. Purificacion del suero mediante cromatografia de afinidad

Una alicuota del suero conteniendo los anticuerpos anti-CCDC14, se purific
por cromatografia de afinidad a través de una columna realizada con la proteina de
fusion GST-CCDC14 previamente obtenida, de modo de retener sélo los anticuerpos
de interés. Para la confeccién de la columna se empled el kit “HiTrap NHS-activated

HP” (Amersham/GE), y se siguieron las instrucciones del fabricante.

4.4.3. Deplecion de los anticuerpos anti-GST mediante inmunoprecipitacion

Con el objeto de limpiar el suero de anticuerpos anti-GST, se realizd una
inmunoprecipitacion de los mismos. Para ello se crecieron dos cultivos de 3 mL de
la cepa BL21 conteniendo el plasmido pGEX-5X-3 vacio (sin inserto), y se los incubd
con IPTG en las condiciones indicadas anteriormente, de modo de inducir la
expresion de la proteina GST. Los cultivos se centrifugaron a baja velocidad para
precipitar las células, y las mismas se resuspendieron en 200 uyL de buffer de
inmunoprecipitacion. Las células se lisaron y los lisados se centrifugaron a 15000

rpm por 15 min. a 4 °C, recuperandose finalmente el sobrenadante.

Luego, se mezclaron 100 pL de suero con el sobrenadante anteriormente
recuperado y 700 ul de buffer de inmunoprecipitacion. La mezcla se incubd o.n. 4
°C. Al dia siguiente se centrifugd a 15000 rpm durante 30 min. a 4 °C, y se
recupero el sobrenadante, conteniendo los anticuerpos anti-CCDC14, depletados de

anticuerpos anti-GST.

4.4.4, Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Los lisados proteicos de tejidos se obtuvieron como se describe en la seccion

4.2.3, en tanto los provenientes de -cultivos bacterianos se obtuvieron por
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resuspension de los precipitados de células en buffer de Laemmli. En todos los
casos, los lisados se calentaron 5 min. a 100 °C para facilitar la solubilizacion de las

proteinas, y se congelaron a -20 °C.

Las separaciones de proteinas de acuerdo a su tamafo se llevaron a cabo
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Se utilizé una cuba de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio
Rad), y el montaje del gel se efectud siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
geles separadores de poliacrilamida se hicieron a una concentracién del 12%, en
tanto los geles concentradores se realizaron al 5%. Las corridas se efectuaron en
buffer de corrida de proteinas (ver seccién 4.1.1.), a 100 V mientras que la
muestra estaba en el gel concentrador, y a 140 V en el gel separador. En todos los
casos, en uno de los carriles fue sembrado el marcador de peso molecular

“PageRuler Unstained Protein Ladder” (Fermentas).

En los casos en que los geles no se iban a transferir posteriormente, se los
tind o.n. en solucion de azul de Coomasie. A continuacion se incubd con solucion de
destefiido por aproximadamente 2 horas, o hasta poder observarse claramente las

bandas de interés.

4.4.5. Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa PROTRAN (Schleicher & Schuell), por el método de transferencia
liguida. Se utilizd un equipo de transferencia “Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell II” (BioRad), con buffer CAPS 1/2 durante 1 horaa 95V (0,5-0,6 A) y

siguiendo las instrucciones del manual de operacién del equipo.

Para evaluar la eficiencia de las transferencias, inmediatamente finalizadas
las mismas se desmontod el equipo y se realizé una tincion de las membranas con
solucion de rojo Ponceau [0,5% rojo Ponceau-S (Sigma), 1% acido acético] durante
5 min. Luego, se recuperd la solucién de tincidn, se lavé con H,O ultrapura hasta

visualizarse las bandas de proteina, y se fotografido la membrana tefida.
Inmediatamente después de la tincidén, y sin permitir que las membranas se

secaran, se bloquearon en TBST 1X conteniendo leche descremada en polvo al 10%

a 4 °C, entre 2 horas y o.n. Luego, se las retir6 de la heladera y se incubd a
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temperatura ambiente con agitaciéon por 1 hora. Se lavé 2 veces con TBST 1X
durante 5 min cada vez, se agregod el anticuerpo primario diluido en TBST 1X a una
dilucién 1/1000 y se incubd 2 horas a temperatura ambiente, con agitacién
constante. A continuacién se efectuaron 2 lavados con TBST 1X de 15 min. cada
uno y se afadid el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa de
rabano (Pierce) diluido 1/30.000 en TBST 1X-leche, incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados de 15 min. cada uno con TBST 1X y
se procedid a la deteccion de los anticuerpos unidos por quimioluminiscencia,
empleando el kit “"Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate kit” (Pierce) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas se expusieron con placas
de autorradiografia por tiempos variables (5 seg. a 5 min.), las que fueron

posteriormente reveladas por los métodos habituales.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DE BANDAS DIFERENCIALES OBTENIDAS EN EL DD

5.1.1. Seleccidén y analisis inicial de bandas

En experimentos de DD realizados previamente en el laboratorio se habian
obtenido 40 bandas de expresion diferencial de distintos estadios de la
espermatogénesis de la rata (Ver Introduccion). De ellas, 11 habian sido detectadas
como diferenciales de la profase meiotica (Geisinger, 2003). Dichas bandas habian
sido reamplificadas, clonadas en el vector pGEM-T (Promega), empleadas para
transformar células E. coli XL1-Blue, y conservadas en glicerol a -80 °C. Sin
embargo, el patrén diferencial de expresiéon no habia sido confirmado para ninguna
de ellas (se habian clonado sin confirmar). La confirmacién del patrén diferencial de
expresidon es esencial, dado el elevado nimero de falsos positivos que suele arrojar

la técnica (Liang et al., 1993).

En el marco de esta tesis de maestria, las células transformadas
correspondientes a todos los clones de cada una de las 11 bandas se
descongelaron, se estriaron sobre placas de LB/amp, y se dejaron crecer o.n a 37
°C. Para cada uno de los clones, se iniciaron cultivos liquidos en LB/amp con los
gue se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico. Las mismas fueron
sometidas a digestion con enzimas de restriccidon cuyos sitios de corte estuvieran
localizados a los lados del sitio de clonado multiple del vector, de modo de liberar
los insertos. Los productos de digestiéon se migraron en geles de agarosa para

verificar la presencia de insertos y estimar el tamafio de los mismos.

En la Tabla 5.1 se muestran algunas caracteristicas de las 11 bandas
analizadas: los iniciadores entre los cuales se habia amplificado cada una, la
combinaciéon de enzimas de restriccion utilizada para escindir los insertos en cada
caso, Yy los resultados obtenidos a partir de dicho analisis de restriccion. Como se
desprende de dicha tabla, la digestion con las enzimas de restriccion nos permitid
realizar un primer analisis de los clones correspondientes a 6 de las 11 bandas. Por
una parte, se observo que ninguno de los clones resultantes del clonado de las
bandas VI, VII y IX poseia insertos tal vez porque los clones en cuestion pudieran
haberlos perdido, o porque las colonias blancas seleccionadas en los experimentos

de complementacion en o en realidad no contuvieran insertos y fueran blancas, por
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ejemplo, a consecuencia de deleciones en la regidon codificante para la B-
galactosidasa. La comparacion del tamafio de los vectores digeridos con el del
vector lineal sin inserto mediante su migracion en un gel de agarosa mostré que
realmente dichos clones no poseian inserto (datos no mostrados). Como
consecuencia de esto, los clones de las mencionadas bandas se descartaron. En el
caso de la banda V, de 11 clones analizados uno solo liberd un inserto del tamafo
esperado [Figura 5.1]. Los otros 10 clones no liberaron insertos y migraron a la

misma altura que el vector lineal (datos no mostrados).

Figura 5.1. Analisis inicial de la
5/d 5s/d My pG/P pGs/d banda V. Se muestra la fotografia
del gel de agarosa que se migré
para chequear la doble digestion
con las enzimas Sstl y Ncol,
realizada con el fin de liberar el
inserto del clon 5 (5/d). La misma
se comparo con el plasmido del
clon 5 sin digerir (5s/d), el vector
pGEM-T vacio digerido con Pstl
(pG/P), y el vector pGEM-T vacio
sin digerir (pGs/d). Los resultados
fueron confirmados por medio de
secuenciacion. La punta de flecha
sefiala la posicion del inserto.

En otros dos casos (bandas VIII y X), los insertos pudieron ser clasificados de
acuerdo a los patrones de restriccion observados: para la banda X, de 35 clones
analizados, todos excepto uno mostraron igual patron de restriccion, con un sitio
interno de corte en el inserto, al efectuarse la digestion con las enzimas Apal y Pstl
[Tabla 5.1, Figura 5.2. A y B]. La existencia de estos dos grupos de clones con
diferente inserto se confirmé mediante digestidén con otra combinacién de enzimas
de restriccién [Figura 5.2.C]. Con respecto a la banda VIII, los cuatro clones
analizados presentaron un sitio interno de corte para una de las enzimas de
restriccidn empleadas, y fueron considerados todos iguales pues liberaron los

mismos 2 fragmentos [Figura 5.2.D].
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Figura 5.2. Analisis inicial de las bandas VIII y X. A y B. Se muestran las fotografias de los geles
de agarosa que se migraron para chequear las dobles digestiones con Apal y Pstl, realizadas con el fin
de liberar insertos de los clones de la banda X. Se puede observar que 25 de 35 clones liberan dos
fragmentos, en tanto sdlo el clon 29 libera un Unico fragmento de unos 200 pb. Los clones 12, 17, 22,
23 y 25 no liberan inserto, en tanto los clones 8, 15, 16 y 35 muestran un patrdn de restriccion no
esperado, por lo cual no se tuvieron en cuenta. Se indican los nimeros de los clones y los marcadores
de pares de bases empleados (Myn = A/HindIIl; Mi;; = 123 pb DNA Ladder). Las puntas de flecha
negras indican las dos bandas de inserto, en tanto la punta de flecha blanca sefiala la Unica banda
liberada por el clon 29. C. Gel de agarosa que se migré para chequear la doble digestion de los clones
3, 10 y 29 de la banda X con las enzimas SstI y SstII. Se puede observar que se mantienen los 2 tipos
de patrones de restriccion detectados: el clon 29 libera el mismo Unico fragmento, en tanto los clones 3
y 10 liberan un solo fragmento cuyo tamafio corresponde a la suma de los dos liberados al cortar con
Apal y Pstl, indicando que el inserto posee un sitio de restriccion interno para una de estas dos
enzimas. De este modo, se pueden separar los clones en dos grupos. D. Gel de agarosa que se migro
para chequear las dobles digestiones con Apal y Pstl, realizadas con el fin de liberar insertos de los
clones de la banda VIII. Las mismas se compararon con el vector pGEM-T vacio digerido con PstI
(pG/P). Los 4 clones analizados presentan el mismo patrdn de restriccion, liberando 2 fragmentos. Esto
indica que el inserto tiene un sitio de restriccion para una de las dos enzimas, y nos permite considerar
a los 4 clones iguales. V: carril vacio.
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Tabla 5.1. Analisis inicial de clones de 11 bandas del DD diferenciales de la profase meiética

Ndmero Iniciador Iniciador Cantidad Enzimas Resultado del
de banda derecho izquierdo de clones empleadas para | analisis de
(Ti2MN)* (AP)* analizados** | liberar insertos restriccion
I T12MC AP1 5 Apal y Pstl Todos los clones
liberaron un inserto
de similar tamafo
1I T12MC AP2 8 Apal y Pstl Todos los clones
liberaron un inserto
de similar tamafio
III T12MG AP3 15 Apal y Pstl Todos los clones
liberaron un inserto
de similar tamafio
v T12MA AP9 6 Apal y Pstl Todos los clones
liberaron un inserto
de similar tamafio
\Y, T12MA AP9 11 Sstl y Ncol Un solo clon liberd
inserto
VI T12MA AP9 9 Apal y Pstl No se liberaron
insertos
VII T12MA AP9 10 Apal y Pstl No se liberaron
insertos
VII T12MA AP9 4 Apal y Pstl Todos los clones
mostraron un patrdon
de restriccion de 2
bandas, evidenciando
un sitio de digestion
interno para una de
las dos enzimas
empleadas
IX T12MA AP9 8 Apal y Pstl No se liberaron
insertos
X T12MA AP9 35 Apal y PstI; Todos los clones
Sstl y Sstll excepto uno
mostraron un patron
de restriccion de 2
bandas, evidenciando
un sitio de digestion
interno para una de
las dos enzimas
empleadas
XI T12MA AP9 12 Apal y Pstl No se liberaron
insertos

*Corresponde a los iniciadores (nomenclatura de GenHunter) utilizados en el experimento de DD en el

cual se obtuvo la banda en cuestion.

**Corresponde a la totalidad de clones disponibles para dicha banda.
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Con respecto a los clones obtenidos del clonado de las restantes 5 bandas,
en cada uno de los casos las digestiones con enzimas de restriccion liberaron un
inserto Unico de igual tamano para todos los clones [Figura 5.3 y Tabla 5.1], por lo
cual el andlisis de restriccion no permitio clasificar dichos insertos en

subpoblaciones.

5.1.2. Diferenciacion de clones de igual tamafo y distinta secuencia:
analisis de patrones de restriccion y electroforesis en geles de agarosa con
bisbenzimida-PEG

Uno de los principales inconvenientes del DD es la frecuente contaminacion
de las bandas de ADNc de interés con secuencias heterogéneas que comigran con
ellas en los geles de poliacrilamida, pero que pueden no ser diferenciales. En
efecto, se ha visto que cada banda obtenida del gel de poliacrilamida corresponde,
en general, a por lo menos tres secuencias diferentes, aunque de tamafio similar.
Por este motivo las bandas de ADNc deben ser analizadas luego del clonado, de
modo de seleccionar aquellos clones que efectivamente correspondan a los genes

gue son expresados diferencialmente (Geisinger, 2003, y citas alli incluidas).

Para el andlisis y la diferenciacion de los clones correspondientes a las
restantes 5 bandas, se empled una variante de una técnica desarrollada para la
deteccidon de variaciones de secuencia en bacterias (Wawer et al., 1995), que fuera
previamente adaptada y puesta a punto por nuestro grupo de trabajo (Geisinger et
al., 1997). Esta es una técnica simple de electroforesis que consiste en el uso de
geles de agarosa conteniendo bisbenzimida (principio del colorante Hoechst,
empleado en microscopia de fluorescencia) unida covalentemente a una molécula

de gran tamafio, como el polietilenglicol (PEG) 6000 (Ver “Materiales y Métodos”).

Los productos de digestion de los clones resultantes del clonado de las
bandas I, II, III, IV y VI fueron sometidos a electroforesis tanto en geles de
agarosa convencionales como en geles de agarosa conteniendo bisbenzimida-PEG
(ver secciones 4.3.3. y 4.3.7.). Esto permitid finalmente separar los clones
obtenidos en subpoblaciones de acuerdo a su contenido en A+T con altisima
sensibilidad. Para las cinco bandas mencionadas, se pudieron detectar 4, 4,1, 1y 2
subpoblaciones, respectivamente [Figura 5.3A-D y Tabla 7.2], y un clon

representativo de cada subpoblacién se eligié para su secuenciacion.
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Figura 5.3. Analisis inicial de las bandas I, II, III, IV y VI. Se muestran en cada caso, a la
izquierda (en D también al centro) las fotografias de los geles de agarosa normales que se migraron
para chequear las dobles digestiones con Apal y Pstl, realizadas con el fin de liberar insertos, y a la
derecha las fotografias de los geles conteniendo bisbenzimida-PEG migrados para evidenciar clones de
una misma banda que tuvieran insertos de similar tamafio pero distinta secuencia. Se indican los
numeros de los clones y los marcadores de pares de bases empleados (Myn = AMHindIll; M3 = 123 pb
DNA Ladder). Las puntas de flecha blancas indican la posicién de los insertos en los geles de agarosa
normales. A. Los 5 clones de la banda I analizados poseian inserto y pudieron ser diferenciados en 4
grupos. V: carril vacio. B. De los 9 clones de la banda VI analizados, sdélo 2 liberaron inserto. Su analisis
en geles con bisbenzimida demostré que eran diferentes. C. Los 8 clones de la banda II analizados
poseian inserto, y pudieron ser diferenciados en 4 grupos. D. De los 6 clones de la banda IV analizados,
solo 2 liberaron inserto y eran iguales entre si. E. De los 15 clones de la banda III analizados, 8
liberaron inserto y resultaron todos iguales. Los resultados observados pudieron ser confirmados para
todos los casos, mediante la secuenciacion de un clon representante de cada grupo. Las lineas de
colores indican los grupos de clones diferenciados con esta metodologia, para cada banda.
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Tabla 5.2. Anadlisis de los clones de 5 bandas del DD mediante geles de agarosa

conteniendo bisbenzimida-PEG

Nuamero de |Grupos de clones en geles con Clones Tamaiio de

banda bisbenzimida-PEG secuenciados insertos (pb)*

I 4:1;; 15, 5y 14 Is Io; Is; Is 274; 277; 277

1I 4: 11, y IIo; 13, 11, y IIs; 116, II; y Ilg II,; I1,; IIg; Ig 327; 327; 327; 325
111 1: 111, 1115, IILs, [ILyo, 11115, 11143, IILy y 11135 |III;s 426

v 1: IV, y IVs IVs 488

VI 2: VIy; Vg VLo; Vg 447; 443

*El tamafio de insertos fue determinado posteriormente por secuenciacién.

En todos los casos el subindice corresponde al nUmero de clon.

5.1.3. Analisis de secuencias, seleccion de bandas de interés vy

confirmacion del patron de expresion diferencial

En conjunto, la diferenciacién de clones mediante la observacion de
distintos patrones frente a digestién con enzimas de restriccién o variaciones en la
migracion en geles de agarosa conteniendo bisbenzimida-PEG, métodos
relativamente sencillos y econdmicos, nos permitié reducir la cantidad de
reacciones de secuenciacion de mas de 100 a solo 17, al evitar la secuenciacién de
clones que contuvieran insertos con igual secuencia. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron como se describe en la seccidn 4.3.8, y permitieron la
confirmacion de la totalidad de los resultados obtenidos a partir de la electroforesis
en geles conteniendo bisbenzimida/PEG. En algunos casos ademas (bandas I y VI),
probablemente diferencias muy pequefias en el tamafio de los insertos (3 pb en un
caso, y 4 pb en otro), las cuales no son posibles de detectar en geles de agarosa
convencionales, hayan contribuido a la discriminacion en los geles con
bisbenzimida/PEG.

Las secuencias obtenidas de los 17 clones se analizaron en los bancos de
datos, y a partir del andlisis bioinformatico se seleccionaron 7 clones para continuar
su estudio, de acuerdo al potencial interés de las secuencias, ya sea porque
pareciera tratarse de genes con probable rol en la meiosis, o de secuencias aln no

descritas.

Para las 7 secuencias seleccionadas se disefiaron iniciadores especificos
(ver seccién 4.3.10.1.), los que se usaron en reacciones por duplicado de RT-PCR
con bajo nimero de ciclos (semi-cuantitativas). Debido a la cinética de acumulacién

del producto especifico de la reaccién de PCR, una vez que se han fijado las
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temperaturas y los tiempos del ciclo, la fase exponencial, que se refiere al periodo
temprano de ciclos en que los productos se acumulan de forma exponencial, puede
usarse para analisis cuantitativos (Cha & Thilly, 1995). Siempre y cuando la
amplificacion se haya llevado a cabo en la fase exponencial, la intensidad de las
bandas obtenidas al correr los productos de igual tamafio de reacciones de PCR
simultaneas en un gel de agarosa con BrEt puede usarse como una medida

comparativa aproximada de la cantidad de producto presente.

De este modo, se establecieron las condiciones de trabajo para cada juego
de iniciadores y se llevé a cabo la confirmacion del patron de expresiéon diferencial
de profase meidtica mediante RT-PCR con bajo numero de ciclos. El material de
partida fue ARNm de los dos tipos celulares de testiculo originalmente comparados
en el DD (espermatocitos paquiténicos, es decir, células en profase meidtica, y
espermatidas redondas, o sea, células en proceso de espermiogénesis). Asimismo,
se estudié por RT-PCR con bajo numero de ciclos el patron de expresion de estas
secuencias, comparando la expresion en el ARN total de testiculo adulto y neonato,
con otros nueve tejidos. Todos los experimentos se hicieron por duplicado (tanto la
reaccion de RT como el PCR). A su vez, se emplearon iniciadores para amplificar
parte del ARNm de la B-actina como control positivo, que pusiera en evidencia que
todas las muestras estaban en condiciones de ser amplificadas [Figura 5.4]. Las
condiciones en que se realizd esta comparacién fueron las descritas en la seccion
4.3.10.3. de Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de secuencia y los estudios de

RT-PCR semicuantitativos para estos 7 clones se describen a continuacion.

Banda I, clon 2

La secuencia del inserto de este clon se habia amplificado originalmente
entre un iniciador AP1 (decdmero de secuencia arbitraria) y un T1,MC. El estudio de
la secuencia muestra que la misma tiene 274 pb, tamafo acorde a lo previamente
observado en el DD, y que contiene ambos iniciadores de PCR, uno en cada
extremo (Ver anexo A). El analisis bioinformatico indica que corresponde al
transcripto de una secuencia del cromosoma 14 de la rata. Se trataria del extremo
3’del ARNm codificante para un nuevo miembro de la familia de proteinas de

transmembrana “Leucine-rich repeat containing 8-family”, no anotado aln, o de
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una nueva variante de procesamiento, mas larga, de una secuencia de ARNm

predicha en el Genbank para un miembro de esta familia.

Los repetidos ricos en leucinas son motivos de 20 a 30 aminoacidos con un
patréon repetitivo de leucinas caracteristico, que los hace muy apropiados para las
interacciones proteina-proteina. Los métodos automaticos de anotacién han
detectado miles de proteinas con este motivo, y los estudios de estructura
tridimensional permiten prever una enorme variabilidad estructural, lo que se
traduciria en una versatilidad funcional muy grande para esta superfamilia (Bella et
al., 2008).

La secuencia por nosotros identificada mostré mayor nivel de expresién en
los espermatocitos que en las espermatidas, confirmando el patrén diferencial
obtenido previamente en los estudios de DD, que la indicaban como una banda de
expresioén diferencial de espermatocitos (Geisinger, 2003). Se detectaron niveles de
expresiéon intermedios en el testiculo adulto (probablemente explicables por la
presencia de espermatocitos, aunque diluidos entre otros tipos celulares), y un bajo
nivel de expresion en el epididimo. No se detectd expresion en ningln otro tejido
estudiado, incluyendo el ovario [Figura 5.4A]. Nuestros resultados sugieren que
podria tratarse de un gen nuevo de la mencionada familia o una variante nueva de
procesamiento de un gen ya predicho, que se expresaria principalmente en el

testiculo adulto de la rata, y diferencialmente durante la meiosis.

Banda I, clon 5

La secuencia del inserto de este otro clon de la banda I es diferente de la
del clon 2, confirmando las diferencias detectadas mediante electroforesis en geles
conteniendo bisbenzimida/PEG. La lectura de la secuencia también mostré en este
caso la presencia de los iniciadores AP1 y T,,MC, uno a cada lado. El inserto tiene
277 pb (Ver anexo A), es decir, 3 pb mas que el inserto del clon 2; esta diferencia,
si bien es indetectable en los geles de agarosa comun, seguramente contribuyd
(ademas del contenido en A+T), a la migracion diferencial en los geles con
bisbenzimida-PEG. El analisis bioinformatico indica que la secuencia corresponde a
un transcripto originado a partir del cromosoma 17 de la rata, que codificaria para
una proteina hipotética homologa de la proteina humana “PAK/PLC interacting
protein” (hPIP1).
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Las protein-kinasas activadas por p21 (PAKs/PLC) constituyen una familia
de serin-treonin kinasas implicadas en la transduccién de sefiales, regulacién de
cascadas mitogénicas de MAP kinasas, expresidon génica, arquitectura del
citoesqueleto y apoptosis. En las levaduras, un homdlogo de PAK se encuentra
involucrado en la transmisidon de sefales de la feromona de apareamiento durante
el ciclo de reproduccién “sexual” de la levadura, a una cascada regulada por MAP
kinasas (Leberer et al., 2000). La aparente multiplicidad de vias mediadas por PAKs
sugiere que su actividad debe estar estrictamente regulada. Si bien la regulacién
positiva de PAKs ha sido mas estudiada, sélo se ha identificado hasta ahora un
probable regulador negativo, en la especie humana, el que se ha denominado “PAK

interacting protein” (hPIP1), y cuya funcidn exacta no se conoce (Xia et al., 2001).

Nosotros habriamos identificado el homdlogo de hPIP1 en la rata. Nuestros
resultados sugieren que “PAK/PLC interacting protein” seria el producto de un gen
expresado principalmente en espermatocitos y en testiculo adulto (sugiriendo
posible expresién también en espermatogonias y/o células de Sertoli). No se
detectdé expresion en espermatidas (confirmandose nuevamente el patrén
observado en el DD), escasos niveles de expresion en testiculo de neonatos y
epididimo, y muy bajos niveles en algunos otros tejidos [Figura 5.4B]. A su vez,
resultados preliminares obtenidos por nosotros sugieren la posibilidad de que
existan dos transcriptos diferentes de esta proteina en el testiculo de la rata, siendo
uno homodlogo al identificado en células humanas, y el otro algo mas corto (datos

no mostrados).

Banda II, clon 1

Este clon presenta un inserto de 327 pb y contiene los iniciadores T;,MC y
AP2 en los extremos (Ver anexo A). Corresponde al transcripto de una secuencia
situada en el cromosoma 3 de la rata. La secuencia gendmica correspondiente al
fragmento amplificado se encuentra interrumpida por intrones que no estan en el
inserto, lo cual demuestra que hemos clonado parte del transcripto procesado. Su
analisis bioinformatico indica que se trata de parte del ADNc del gen que codifica
para la proteina hipotética de rata “Mitochondrial carrier homolog 2 (Mtch2)”,
miembro de una familia de proteinas integrales de la membrana mitocondrial, con
dominios de transmembrana (Zaltsman, 2010). El analisis de la secuencia nos
muestra ademas que el fragmento amplificado contiene parte de la secuencia

codificante para la proteina, seguida de la regiéon 3 "no traducida (3 "UTR).
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Las evidencias disponibles sugieren que Mtch2 desempefaria un
importante papel en el programa apoptoético mitocondrial, quizas en la transferencia
de metabolitos/sefiales a través de la membrana mitocondrial externa (Gross,
2005; Zaltsman, 2010). Si bien el ADNc se aislé por primera vez a partir de células
madre de la linea hematopoyética, y la proteina se identific6 en mitocondrias de
higado de ratdén (Grinberg et al., 2005), nuestros estudios indican que Mtch2 es un
gen expresado diferencialmente en el testiculo, y especialmente durante la meiosis
masculina [Figura 5.4C]. Se detectaron niveles menores de expresion en células
posmeidticas (nuevamente se confirman aqui los resultados preliminares del
estudio de DD) y en testiculo adulto (seguramente dados, al menos en parte, por la
presencia de ambos tipos celulares), pero no en ningun otro tejido (incluidos ovario
e higado), ni en testiculo de neonato. Esto sugiere a las claras que, si bien
seguramente el gen se exprese en otros tejidos (como hemos dicho, se identifico
por primera vez a partir de hepatocitos), los niveles de expresiéon serian
abrumadoramente mas elevados en el testiculo, y particularmente en los meiocitos.
Por otra parte, el hecho de que sélo se hayan requerido 18 ciclos de amplificacion
para la visualizacion del transcripto reverso en las células de testiculo (ver
Materiales y Métodos, tabla 4.4) es un indicador de que este gen estaria altamente

expresado en dicho tejido.

Banda II, clon 4

Al igual que el clon anterior, este clon de la banda II posee un inserto que
fue amplificado entre los iniciadores T;o,MC y AP2, y un tamafo de 327 pb (ver
anexo A). Su secuencia gendmica correspondiente se localiza en el cromosoma 17
de la rata, y se trataria del ADNc del transcripto codificante para una isoforma no
descrita de la proteina hipotética de rata “Tripartite motif protein 27
(TRIM27/RFP)".

Las proteinas de la familia TRIM poseen un motivo tripartito de unién a
zinc, y estan involucradas en funciones variadas como ubiquitinacién, apoptosis,
regulacién del ciclo celular, senescencia, respuesta viral, diferenciacion, vias
metabodlicas, meiosis y transporte vesicular (Meroni y Diez-Roux, 2005). En
particular, en otras especies TRIM27 ha sido involucrada en el silenciamiento
epigenético, cooperando con las proteinas del grupo Polycomb (Shimono et al.,
2000). TRIM27 también surgié en un estudio de microarreglos como uno de los

genes cuya expresion se ve aumentada en respuesta a una disminucién de hierro
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en el duodeno (Collins et al., 2005). En un estudio de expresién génica realizado
previamente comparando varios tejidos, se vio que TRIM27 se expresaba en el
testiculo a niveles muy superiores a los demas tejidos. Dentro del testiculo, se
hallaron dos isoformas de ARN, las que se expresaron diferencialmente en las

espermatidas redondas y en elongacién (Takahashi et al., 1988).

La secuencia por nosotros identificada, portadora de cola de poliA, ademas
de ser diferente de las dos identificadas previamente, se expresa mayormente en
los espermatocitos, confirmando también para esta banda los resultados
preliminares de los estudios de DD. Se detectaron niveles de expresién intermedios
en el testiculo adulto (explicables al menos parcialmente por la presencia de
espermatocitos), y muy bajos niveles en epididimo [Figura 5.4D]. Estos resultados
sugieren que nos encontrariamos en presencia de una nueva isoforma de TRIM27,
“especifica” del testiculo y diferencial de las células meidticas. Por otra parte, la
coincidencia con los resultados obtenidos previamente para TRIM27 validan los

resultados de expresion diferencial realizados por nosotros.
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Figura 5.4. Analisis de
los patrones de
expresion de secuencias
obtenidas en el DD. Se
muestran los geles de
agarosa en que se migraron
los productos de
amplificacion por RT-PCR
semicuantitativa de un
fragmento de cada una de
las siete secuencias
seleccionadas. Se comparan
los niveles de expresion en
trece tipos celulares vy/o
tejidos, por duplicado:
espermatocitos paquiténcos
(EP), espermatidas
redondas (ER), testiculo
total de adulto (TA),
testiculo total de neonato
(TN), epididimo (E), ovario
(0), cerebro (CE), higado
(H), rindn (R), bazo (B),
pulmoén (P), corazon (CO) e
intestino  delgado  (ID).
Marcador de pares de bases
(M): escalera de 100 pb
GeneRuler 100pb  DNA
Ladder, Fermentas. Las
puntas de flecha blancas
indican la posicion de las
bandas esperadas en todos
casos. A-G. Patrones de
amplificacién de las
secuencias del clon 2 de la
banda I, el clon 5 de la
banda I, el clon 1 de la
banda II, el clon 4 de la
banda II, el clon 15 de la
banda III, el clon 3 de la
banda VIII y el clon 3 de la
banda X, respectivamente.
H. Amplificacion de un
fragmento del ARNm de la
B-actina. La temperatura de
union de los iniciadores y
numero de ciclos de PCR
empleados en cada caso, se
detallan en Materiales y
Métodos. El numero de
ciclos fue menor o igual a
30 en todos los casos,
excepto para el control de
B-actina.
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Banda III, clon 15

La secuencia del inserto de este clon se amplificd entre los iniciadores
T,,MG y AP3 (resultado esperado, dado que eran los iniciadores utilizados
originalmente en el experimento de DD correspondiente), y tiene 426 pb, tamafio
acorde a lo observado en el DD (Ver anexo A). El analisis bioinformatico indica que
la misma corresponde a un transcripto del cromosoma 11 de la rata. Se trataria del
transcripto del gen que codifica para el homdlogo de rata de la proteina predicha
“Coiled coil domain-containing 14" de ratén (CCDC14).

Los motivos “coiled-coil”, como el presente en la proteina hipotética
CCDC14, son muy versatiles, haciendo que las proteinas que los portan puedan
adaptarse a funciones bioldgicas muy variadas. A modo de ejemplo, se encuentran
dominios “coiled-coil” en proteinas del citoesqueleto, proteinas motoras, proteinas
gue forman parte de canales idnicos, y en aquellas que interactlan con otras
proteinas en sistemas de reconocimiento molecular (Buckhard et al., 2001). A su
vez, proteinas esqueléticas especificas de la linea germinal masculina como los
componentes de los CS y las proteinas de la [amina nuclear (de las cuales existen
variantes especificas de testiculo), presentan todas dominios de tipo “coiled-coil”
(Alsheimer et al., 1999; 2000; Costa et al., 2005; Ollinger et al., 2005; Prifert et
al., 2005; Schitz et al., 2005a; 2005b; Hamer et al., 2006; Baier et al., 2007a;

2007b; Bolcun-Filas et al., 2007; Bolcun-Filas et al., 2009; Winkel et al., 2009).

Nuestros resultados indican que se trataria de un gen expresado
diferencialmente durante la meiosis masculina de la rata. Se detecté un nivel
considerablemente mayor de expresion en espermatocitos que en espermatidas
(nuevamente, confirmando los resultados preliminares del DD), y un nivel de
expresion intermedio en el testiculo adulto (explicable al menos en parte por la
presencia de espermatocitos). Por otro lado, no se detecté expresién en ninguno de
los otros tejidos analizados, incluyendo ovario, ni en el testiculo de individuos

neonatos [Figura 5.4E].

Banda VIII, clon 3
Este clon presenta un inserto cuya secuencia posee 411 pb, tamafio acorde

a lo esperado segun la banda del DD. Sin embargo, el estudio de la secuencia

muestra que la banda fue amplificada entre dos iniciadores AP9, no conteniendo el

67



T12MA que se habia incluido como iniciador derecho en el experimento de DD (Ver
anexo A); esto suele ocurrir en los experimentos de DD con cierta frecuencialLa
secuencia corresponde al cromosoma 5 de la rata, y la informacién disponible en los
bancos de datos sugiere que se encuentra dentro de un intréon de un gen para el
cual se han identificado cuatro variantes de procesamiento de ARNm diferentes,
conteniendo distintos intrones. Dado que se trataba de un gen que nos resultd
interesante (ver a continuacién), decidimos seleccionarlo, a pesar de que el

fragmento clonado no contuviera cola de poliA.

Segun la informacion de las bases de datos Genbank/EMBL, el producto de
este gen codificaria para la proteina Pik3r3 (“Phosphatidylinositol 3 kinase,
regulatory subunit, polypeptide 3”), que, segun la informacién disponible de ESTs,
se expresaria en cerebro y testiculo. En el cerebro de la rata, se ha identificado un
ARNmM de 1368 bases para este gen, pero dicho ARNm no contiene la secuencia
intrénica identificada por nosotros, es decir, que nuestra secuencia podria ser parte

de la secuencia codificante para una variante testicular de la proteina Pik3r3.

Se ha postulado que la existencia de distintas isoformas de esta proteina
podria estar vinculada a un rol regulatorio diferente para la fosfatidilinositol 3-
kinasa en esos tejidos, tal vez determinando niveles diferentes de activaciéon de
esta importante kinasa en respuesta a diferentes receptores de factores de

crecimiento y productos oncogénicos (Inukai et al., 1996).

Se identifico una banda producto de este transcripto a partir de las células
meiodticas, y en menor medida a partir de células posmeidticas (lo cual confirma los
resultados previos del DD), no observandose producto de amplificacion en ningun
otro tejido [Figura 5.4F]. Nuestros resultados sugieren que podriamos hallarnos en
presencia de un nuevo transcripto, codificante para una isoforma de la unidad
regulatoria de la Pik3 no descrita hasta ahora, especifica de la linea germinal
masculina y especialmente de las células meidticas, generada por procesamiento
alternativo. Esta nueva isoforma podria estar determinando un rol regulatorio

especial de la fosfatidilinositol 3-kinasa durante la meiosis masculina.

Banda X, clon 3

Al igual que el anterior, este clon de posee un inserto que fue amplificado entre

dos iniciadores AP9. El tamafio del inserto es de 436 pb (Ver anexo A). Su
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secuencia corresponde al cromosoma 4 de la rata, y de acuerdo a la blsqueda de
similitudes en las bases de datos Genbank/EMBL, no se ha identificado ninguna

proteina hipotética en la regidon gendmica correspondiente a la misma.

No obstante, la secuencia identificada por nosotros se encuentra
estrechamente relacionada con la secuencia del gen de la “TAR-binding protein”
(TARDBP), que es codificada en el cromosoma 5 de la rata. TARDBP es una proteina
a la que se ha atribuido una funcién dual, en la represién transcripcional y como
activador en el procesamiento de ARNs (“exon skipping”) (Wang et al., 2004). Se
trata de una proteina que se une a ARN, a través de motivos de reconocimiento de
ARN (RRM); posee también un dominio rico en glicina, implicado en la actividad de
“exon skipping”. Identificada en primer lugar como una proteina de unién al ARN
TAR del virus VIH (Fuji et al., 2001), fue aislada posteriormente como una proteina
vinculada a la regulacién del procesamiento alternativo del gen de la fibrosis
quistica CFTR (Wang et al., 2004). Se han hallado al menos 11 variantes de
procesamiento del gen TARDBP en células de mamifero, y se supone que éstas
podrian estar involucradas en diferentes funciones celulares. Se ha encontrado que
existe un numero de secuencias relacionadas con TARDBP ubicadas en distintos
cromosomas, pero ninguna de ellas es transcripta, por lo cual se ha propuesto que

corresponderian a pseudogenes procesados (Wang et al., 2004).

Si bien como hemos sefalado, la secuencia identificada por nosotros es
codificada por el cromosoma 4, a diferencia de las correspondientes a isoformas
halladas anteriormente, es transcripta. Sin embargo, dado que no existe
informacion de ARNm completo para esta secuencia, no podemos afirmar que la
misma contenga un marco abierto de lectura (ORF). Por otro lado, es habitual que
no exista informacion reportada en los bancos de datos para transcriptos que son
expresados exclusivamente durante una etapa de la espermatogénesis (al ser
expresados por un numero relativamente pequefio de células, escapan a la
deteccién con las metodologias que determinan patrones generales de expresion de
tejidos). Ademas, es una caracteristica frecuente de la linea germinal la expresion
de isoformas proteicas, a partir de variantes génicas localizadas incluso en
cromosomas diferentes que las variantes expresadas en las células somaticas
(Kleene, 2001).

Hemos detectado la presencia del ARN en la poblacién de espermatocitos

paquiténicos, y menor nivel en espermatidas (nuevamente, confirmando el

resultado preliminar del DD) y testiculo total, no apreciandose amplificacion en los
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ensayos semicuantitativos de RT-PCR en ningun otro tejido, incluidos testiculo de

neonato y ovario [Figura 5.4G].

En suma, nuestros resultados sugieren que podria tratarse de un gen
nuevo de la familia de TARDBP, codificante para una proteina testiculo-especifica,
cuyo ARNm estaria expresado principalmente en la meiosis. En ese sentido,
destacamos la existencia de un elevadisimo nimero de proteinas de unién a ARN,
con motivos RRM, especificas de la linea germinal masculina (e.g. Kleene, 2001),
gue desempefiarian las funciones relacionadas con los elevados niveles y variados
sistemas de regulacion postranscripcional existentes en estas células. De todos
modos, no podemos descartar la posibilidad de que esta variante, seguramente
originada a partir de una translocacién y posterior divergencia del gen TARDBP, no

sea traducida en una proteina funcional.

5.2. PROFUNDIZACION EN EL ESTUDIO DE “COILED COIL DOMAIN
CONTAINING 14"

El objetivo siguiente (Ver “Objetivos”) era la seleccién de una de las
secuencias de expresion diferencial durante la meiosis identificadas, para continuar
con su estudio. Para ello buscamos una secuencia que nos pareciera novedosa e
interesante, pero adoptamos ademas como criterio la eleccién de una secuencia
que se hubiera amplificado entre un decdmero de secuencia arbitraria y un T;,MN,
descartando, en principio, las dos secuencias que se habian amplificado entre
decameros. En estas ultimas, al no encontrarse en la porcidn secuenciada cola de
poliA, no podemos descartar la posibilidad de que las mismas pudieran no
corresponder a ARNs mensajeros procesados. Aunque la posibilidad de que dichas
secuencias se hubieran amplificado a partir de trazas de ADN gendmico remanente
en la muestra de ARN de la que se partié es escasa, dado que los controles de
amplificacion en ausencia de RT del DD no habian dado banda (Geisinger, 2003),
asi como tampoco los controles sin RT para el ARN de cada tejido y juego de
iniciadores de la figura 5.4 (no mostrados), no podemos eliminarla por completo,
asi como tampoco la posibilidad de que alguno de dichos productos pudiera
corresponder a un intron de un transcripto inmaduro. En consecuencia, si bien
ambas secuencias resultan potencialmente interesantes para estudios futuros, se

prefirid no elegirlas en esta instancia.
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En base a los resultados de los primeros analisis y al interés que
despertaron en nosotros las secuencias obtenidas, se selecciond la secuencia de la
banda III clon 15, correspondiente al gen CCDC14, para proseguir su estudio y

profundizar en su caracterizacion.

5.2.1. Rastreo de genoteca de espermatocitos paquiténicos y obtencion de

la secuencia completa de CCDC14

Con el objeto de “avanzar” hacia el extremo 5" del ARNm de CCDC14 y
completar su secuencia, se llevd a cabo el rastreo de una genoteca de
espermatocitos paquiténicos de rata disponible previamente en el laboratorio. Para
ello, se empled como sonda el inserto del clon 15 de la banda III (de 426 pb), y se

procedié como se indica en la seccién 4.3.13. de Materiales y Métodos.

De las cuatro rondas de rastreo realizadas (un rastreo primario y tres
rondas de purificacién sucesivas), se obtuvieron dos clones que poseian fragmentos
del extremo 3’ del ARNm de CCDC14: clon A, de 882 pb, y clon B, de 1625 pb (Ver
anexo A). Si bien estos dos clones nos permitieron confirmar la existencia de un
ARNm para CCDC14 y avanzar en el conocimiento de la secuencia del mismo, el
analisis en las bases de datos nos indicé que ambos formarian parte del extenso
UTR 3’ del mensajero, no pudiéndose obtener informacion de la secuencia

codificante (Ver figura 5.5).

Para poder ahondar en la caracterizacion del gen CCDC14 de la rata y
realizar luego estudios a nivel proteico, se hacia imprescindible conocer Ia
secuencia nucleotidica codificante completa. Como primer paso, se ensambld in
silico la secuencia del ARNm de CCDC14 de ratén, para el cual habia informacion
disponible en las bases de datos de ESTs, y luego en base a esto y a la secuencia
del genoma de la rata, se ensamblé in silico una secuencia tedrica para CCDC14 en
esta especie. Este trabajo nos sugirié la existencia de un ARNm maduro de rata de
4945 b constituido por 13 exones conteniendo una regién codificante de 2790 b, un
largo UTR 3°de 2118 b, y un UTR 5°de al menos 37 b seguramente el UTR 5’ se

extienda algo mas corriente arriba) [Figura 5.5].
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Figura 5.5. Rastreo de genoteca de espermatocitos paquiténicos y esquema de la estructura del gen
CCDC14, deducida a partir del ensamblado in silico. El tamafio de los exones no estd en proporcién, aunque si lo
estan el 5y 3"UTR. Se indican asimismo los tamafios de la sonda utilizada y de los clones obtenidos a partir del rastreo
de la genoteca de ADNc, asi como la ubicacién de los mismos en relacidn a la secuencia del ARNm de CCDC14.

Para confirmar la secuencia tedrica ensamblada y completar la informacion
aportada por los rastreos de genoteca, se disefaron iniciadores especificos
flanqueando intrones, que permitieran la amplificacion de la totalidad de la
secuencia que restaba conocer. Dichos juegos de inciadores se disefiaron de modo
que amplificaran en todos los casos fragmentos solapantes, con el objeto de
permitir facilmente el ensamblado de la secuencia completa. Estos iniciadores se
emplearon en reacciones de RT-PCR de modo de ver si se lograba amplificar bandas
de ADNCc del tamafio esperado segun la secuencia tedrica, y evaluar si existia mas
de una isoforma. Las 7 combinaciones de iniciadores empleadas [Figura 5.6A]
permitieron la amplificacién de los 7 fragmentos solapantes esperados como bandas
Unicas, las cuales visualizadas en una corrida en gel de agarosa poseian tamafios
concordantes con lo estimado previamente a partir de la secuencia ensamblada en

forma tedrica [Figura 5.6B].

Cuatro de los 7 fragmentos amplificados, que abarcaban la secuencia
codificante completa, se purificaron a partir de geles de agarosa [Figura 5.6C], y se
secuenciaron. Las secuencias obtenidas poseian los tamafios esperados, de 783,
856, 810 y 1506 pb respectivamente [Ver anexo A]. El ensamblado de las mismas,
junto con la secuencia de los clones obtenidos del rastreo de la genoteca, permitid
determinar con certeza la secuencia codificante predicha de CCDC14 [Figura 5.7], y
confirmar la existencia de un ARNm de al menos 4945 b (como hemos mencionado,
ignoramos la longitud exacta del UTR 5’). La secuencia empirica obtenida fue muy
similar a la tedrica predicha previamente a partirde la secuencia genémica anotada
en el Genbank, observandose sélo algunas diferencias puntuales de nucleédtidos,
que no modificaron ni el marco de lectura ni los sitios de iniciacién y terminacion

pre-identificados (Ver figura 5.7).
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Figura 5.6. Amplificaciéon de la secuencia codificante de CCDC14. A. Esquema del gen con sus 13 exones (E1-E13),
separados por los correspondientes intrones (angulos). Se indican los sitios de inicio (ATG) y fin de la traduccién (STOP).
Se muestra la posicién de los 7 juegos de iniciadores empleados para confirmar la secuencia ensamblada en forma
tedrica, los iniciadores directos por encima de los exones y los reversos por debajo: juego 1 en rojo, juego 2 en verde,
juego 3 en naranja, juegos 4a y 4b en fucsia y juegos 5a y 5b en azul. Nétese que los juegos 4 y 5 poseen un Unico
iniciador directo y dos reversos cada uno. Al pie de cada exdn se indica su tamafio (pb), en tanto el tamafio del UTR 3 "se
indica encima de éste. B. Gel de agarosa que en que se migraron los productos de amplificacion de los 7 fragmentos. Los
nimeros en la parte superior corresponden a cada combinacion de iniciadores: EP: espermatocitos paquiténicos, -RT:
control sin adicidon de RT en la transcripcion, C-: control negativo de PCR, Mjoo: marcador de pares de bases GeneRuler
100pb Plus (Fermentas). C. Gel de agarosa en que se migraron los productos de amplificacion de los 4 fragmentos
solapantes que abarcan la secuencia codificante de CCDC14, luego de purificados para secuenciacion. Se indica el
marcador de pares de bases empleado (Myn = A/HindIII).
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2198 AGG GCA GTG GAT GGG GGC CCT GCC CCT GGA ACT GTC TCT GCT GCT TTG GTG GAG GAT TCT GAC ACA GAC TGT 2269
721 Arg Ala Val Asp Gly Gly Pro Ala Pro Gly Thr Val Ser Ala Ala Leu Val Glu Asp Ser Asp Thr Asp Cys 744

2270 GAA GCC GTC ACT GTA GTA GAA GAT GGG TGT GAC GTG GAC AGT ACA TTT TAT ATT CCC TTT GCA AGA AGC ACT 2341
745 Glu Ala Val Thr Val Val Glu Asp Gly Cys Asp Val Asp Ser Thr Phe Tyr Ile Pro Phe Ala Arg Ser Thr 768

2342 TCT AAA AAG CAC TCG CCA CCT TCT AAG AGA CTG TCC CCC CAG GCG AAG GTG AGC GCT GCT GCC AGC GCC GGT 2413
769 Ser Lys Lys His Ser Pro Pro Ser Lys Arg Leu Ser Pro Gln Ala Lys Val Ser Ala Ala Ala Ser Ala Gly 792

2414 GCC TGT GCC TCC AAA AAA GAA AGT AAA CCG TGT GCA CCC GCA GTT TGT CCC TCA CGA GAC AAA GCG GAA GAT 2485
793 Ala Cys Ala Ser Lys Lys Glu Ser Lys Pro Cys Ala Pro Ala Val Cys Pro Ser Arg Asp Lys Ala Glu Asp 816

2486 GCA CCT GGA AAT CTT TCT GGC ACA TAC GAC ACA GAG GAC GTG CAG CTC CTC AGG AAA ATC AGA GAA GCA CTT 2557
817 Ala Pro Gly Asn Leu Ser Gly Thr Tyr Asp Thr Glu Asp Val Gln Leu Leu Arg Lys Ile Arg Glu Ala Leu 840

2558 GGT AAG ATC CCT GCT GCT GCT GGG CAC CCC AAG GAA CAG GCC ACC CAT CGT GGC CCA CCA GCT CCG CTC AGC 2629
841 Gly Lys Ile Pro Ala Ala Ala Gly His Pro Lys Glu Gln Ala Thr His Arg Gly Pro Pro Ala Pro Leu Ser 864

2630 CCT GGC GTT CCT GTG AAG GGC AAC ATT GTC GCT GAC AGC AGC TTT CTC CAT TCT GAC TTG ATG TCA GAC TGG 2701
865 Pro Gly Val Pro Val Lys Gly Asn Ile Val Ala Asp Ser Ser Phe Leu His Ser Asp Leu Met Ser Asp Trp 888

2702 AGC ATC TCC TCG TTT TCA ACA TTC ACG TCT CGT GAT GAG CAG GAC TTC AGA AAT GGC CTG GCA GCG TTA GAT 2773
889 Ser Ile Ser Ser Phe Ser Thr Phe Thr Ser Arg Asp Glu Gln Asp Phe Arg Asn Gly Leu Ala Ala Leu Asp 912

2774 GCC AAT ATT GCT CGG CTC CAG AAG TCC TTG AAG ACT GGC CTT CTG GAG AAA - 2827
913 Ala Asn Ile Ala Arg Leu Gln Lys Ser Leu Lys Thr Gly Leu Leu Glu Lys End 930

2828 TTCTGGGAGGAAACTGATTGAGTCCTTTTTTTAAAGTACAGAACTTGACTACATTCATAGTATATTTTIGGGTTTTCTTAGAGAGAACATTTTAT 2921
2922 ATTATTAATTATGTATGAAATAATAAATGGAGTAAATTTACTGTTAAGAATATTTTAACACCTGAAACTTACAAAAACAAATTTTCTTGAAACC 3015
3016 AACAGTCTGGGAGAAGAAAGCCGTGGATCAGAAAGTATTGATTTCAAGGCGCTTTACTTGACAGCTTCGGCTTCACAGAGAATTCTTCACTGTG 3109
3110 CAATGGCTGGGTCGGCGGTGCAGCCACCGAGCATCTCTGTCTGGAAGGAGAGTACGAAAGGATCAGTACTGTTTARATGTTCCTCTCTGCAGTG 3203
3204 GAATGTTGGTTTCATGGTAGTGTTCTTGTGTATGGGAATACTCTGTGTTACGAGCTAGTGCTGCCAATGACATGCGCTAACGTTTCAGAGAGAG 3297
3298 AGAAGAGGCAGGTGCACCCACCTCACACAAAGCATTGATTTGTCCAGAGAAATACCGATGATTGATTAATACATAGTTTTTAAACCTTGGGCAT 3391
3392 TTTATTTATATTTGTCCTGAATGCATGTTTTAAGACCTTTAAAAAATAAAGTCAGACTGATAAGGTAATGCTAAATAACCAAGTTTTACCTTAG 3485
3486 TAATTTTGTTTTTTAGTAAGAATTATTGGGTTTTCCTTAATGTCTTTGGAAATGATGGAGTTTTGCAAATCTCAGCACTGGTGGTAATTCTGCC 3579
3580 TTTCTGACCCAGTCTCCTCCATGGTTTAGCTGAGTGTGCTGCTCTGTGATTAACATGAACCATGTTGCACCAGCAGTTCTCACCCACCTGCTGA 3673
3674 TCACCTCTTTCTGTGTAAACACAAATTAACTCTTAGACTCTAAGTCCCGCGCCATTAGTAACTTTTGGTACATGTTACCTGCCTGGCACAGTTG 3767
3768 ATTTGGTTCTTGGAAAGCATCTGGCAATCGAGTAGTCTGCTGGTTTCAAATTTTCTCCTGCTTCTACAACCTCTGAAGGACCCTGCTGGACTAC 3861
3862 TTAACATATCCTGACTTTATGGGGAGGGTTTTTTGTTTGTTTGCTTTTTGTTTGTTTGTTTTAGGTCTAAATGTAAAATGAATTATAAACTATT 3955
3956 TTAAAGACTTGCTCATTAACATTTTCAATTTACTTCCTTCTAGTATTCATAAATGAATTGTTTACTTATTTTGAGATATCAGGTCACTCTTTCC 4049
4050 ATTTTCGTTCAGAAGCACAAACTCATAAAGAAGAAAACCGGGTCGTCTAAACAAGAACTTGTATAGAAGCTAATCTTATAGAGGAATTTTCTCA 4143
4144 GTTCAGATTCCTACTTCCCGGCCAGGTGTGGTAATACACACTTTAATTCCAGTATGCAGGAGGCAGAGGCAGGCAGATCTCTGAGCTCGAAGCC 4237
4238 AGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACTGCCAGGGCCATACAGAGAAATCCTATTTAAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACTGGG 4331
4332 CAAATTCCCTCTTCCCAGATAGGTCTGTTTATGCTACATTGACAAAACTACCCAGTATCCTGATCTAGTCTGCTACCAAGGGGGTCATAAGAAC 4425
4426 CCTGATGCATAGCTGGCCGGTCAGTTGTGGGCTTGTGACTAACATGTGAGGCAAGTGTCAGTCTGTTGGCACTGAGACCACACCTGTTTGACTC 4519
4520 TACCTTTCAGGGTGACCGTGTCTTAAGGGACTTGGATTGGTGTTTCTGCACAACCAGTTGGTTGCTGGTGAGGTGARATCCTAGTGCATCCTGG 4613
4614 TATCATAGAAATGAAGTGTTGCCAACATAATTCTTCCTGTATCTTCAGAATACCACATTAAAAAGTCTTAGGAATTTACTTAGGATTATTTTITT 4707
4708 CATTAGTGTGTACACATAAGTGTGTGGGCATGGATTTACCGTGGTGCATATCTGTAGGTCAGAGGACAACTCTTGGGGGTCAGTCTCTCCTACC 4801
4802 CCCACATTTGCTTGTGTTTTTGCGTGACCGTTGATATGGGAGTTTCTGCCTCCAGGTTCCAGCCTTGAGTTCCTGCCCTGACTTCCCTCGGTGA 4895
4896 TAAGTGTGCCCTGAGAGTTGTAAGATGAAATAAATCCTTTCCTCCCAAGA-PoliA 4945

Figura 5.7. Secuencia codificante del gen CCDC14 y de su producto proteico predicho. Se muestra la
secuencia del ADNc, de 4945 bases. Debajo de la region codificante se muestra la secuencia de aminoacidos
predicha. Se resalta en verde la posicién de los codones de inicio (ATG) y terminacién (TGA) de la traduccién.
Resaltadas en amarillo se muestran las bases que mostraron diferencias con respecto a la secuencia tedrica
ensamblada a partir del genoma de rata presente en el Genbank. La secuencia subrayada en negro corresponde
al fragmento que fuera seleccionado para su clonado, utilizacién como sonda para hibridacion in situ, y expresion
como proteina recombinante; resaltados en gris se muestran los fragmentos que fueron incluidos en el disefio de
los iniciadores para la amplificacion del mismo (ver mas adelante). La secuencia subrayada en rojo corresponde
al fragmento de PCR empleado como sonda en los experimentos de Northern blot.
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Los analisis bioinformaticos indican que este ARNm codificaria para una
proteina predicha de 929 aminoacidos, sin sefial de localizacidén nuclear ni ninguna
otra senal de direccionamiento evidente, y que poseeria una region de unos 315
aminoacidos en el centro de la misma, comprendida aproximadamente entre los

aminoacidos 372 y 641, capaz de adoptar estructura de coiled coil [Figura 5.8].

MRRGVPQSPSRKRKLGGRDKGGRDVSAVNSFFLKYSFPYVWALLRLREMVRSGSRPGQVIPSGRQPGSK

LPNGKKGTHVRKVAHFNVDPACPAYSDSESQTDTVQGLDSCASLLRDILKNEDSGSEVVYSENRSNSKPL

EGRKNRSKKKGPEKHVPTVVRSTLVSSENKRWMPNETSTGSDIAQHWSVQDHYRMYSPITYQALCEHVQ

TQMSLMNSFASKHGPNGRPAVCHTGSNSDSQAMSHSGFGWSSASVWPPQQPSCHLTVHSEVQTDDDN

QFDSQGQTTPVRHRDAPRTLSSIHPGVAHGPPHSDGAAASKIQQLNLGSWVLPQQRAPKEAELPKRFQTH
VSLFPAHGKDALSDSQAHPSPSHLPPVFLATNEEKCAREQIGEATNEGKYLSIHEQDAKLAKNVQQAENVS
QTAEKVRIAKCLLGELKALTEEQEDSEVQRLLTEVEACISGLSAVSGHINVEVEIALALQPLRSENAQLRRQL
RILNQRLREQEKSTETPANLTVFSLRSLSLQNQLQESLKSQELLQSKNEELLKVIEDQREENRRFSTLFKDEE
QALLHSRQQFDMEMTRVKMELEEALANEKNSRFKLETAEKENQILGITLRQRDAEVARLRELTRTLQNSMR

KLLSDLHVDTARCKMGNSLTRSLLNVYDQQFQRDPAPPHISIMSYLNKLETNQSFIQSELPNNEETPESDSL
CENVLPSQRPPHSDARAVDGGPAPGTVSAALVEDSDTDCEAVTVVEDGCDVDSTFYIPFARSTSKKHSPPS
KRLSPQAKVSAAASAGACASKKESKPCAPAVCPSRDKAEDAPGNLSGTYDTEDVQLLRKIREALGKIPAAA

GHPKEQATHRGPPAPLSPGVPVKGNIVADSSFLHSDLMSDWSISSFSTFTSRDEQDFRNGLAALDANIARL
QKSLKTGLLEK

B Coiled-coil

CCDCI4  NH2 _—COOH

Coils output for CODCL4

Figura 5.8. Secuencia y estructura predichas
o+ i para el producto proteico del gen CCDC14. A. Se

/— muestra la secuencia completa predicha para el
producto proteico de CCDC14. Se resaltan en rojo los
aminoacidos 372 a 641, capaces de adoptar
estructura de coiled coil, de acuerdo a lo predicho
por el programa COILS. B. Esquema de la secuencia
de la proteina CCDC14, mostrando la ubicacion de la
regidon capaz de adoptar estructura coiled coil,
resaltada en violeta. C. Grafico tomado del programa
COILS, para la prediccion de estas estructuras en
CCDC14. Los picos corresponden a zonas con mayor
probabilidad de adoptar estructura de tipo coiled coil.
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5.2.2. Reconfirmacion del patrén de expresion diferencial y profundizacion

en la caracterizacion de la expresion testicular de CCDC14

Los ensayos de DD, asi como los experimentos de RT-PCR semicuantitativo
evidenciaron la amplificacién de una banda de intensidad importante en
espermatocitos paquiténicos, en tanto la intensidad observada en espermatidas
redondas era significativamente menor (Ver figura 5.4E). A modo de reconfirmar
este resultado, el fragmento de PCR amplificado entre los iniciadores CCDC14 Fw4
y CCDC14 Rv4a (Ver figuras 5.6 y 5.7) se marco para su utilizacién como sonda en
un ensayo de Northern blot contra ARN total obtenido a partir de poblaciones
celulares enriquecidas mediante la técnica de elutriacién (Geisinger, 2003) en
espermatocitos paquiténicos por un lado, y espermatidas redondas por otro. Se
incluyd ademas un carril conteniendo ARN total extraido de higado de rata, como
control. Las manipulaciones fueron realizadas como se indica en la seccién 4.3.11.

de Materiales y Métodos.

En la Figura 5.9 se muestra una fotografia del ensayo de Northern blot
realizado. Como se puede observar, se detecta una banda intensa en el carril
correspondiente a espermatocitos paquiténicos que migra apenas por encima de la
banda del ARNr 28S, que posee 4802 nucledtidos en la rata (Hadjiolov et al.,
1984). Este tamafio estd de acuerdo con el del ARNm ensamblado in silico y
confirmado por secuenciacion (4945 bases). La misma banda se detecta en el carril
correspondiente a espermatidas redondas pero con una intensidad mucho menor, y
no se detecta en higado. Podemos concluir entonces, que se logré reproducir la
sefial diferencial previamente obtenida en los ensayos de DD y RT-PCR. En funcién

de este resultado, se decidié continuar con el estudio del gen CCDC14.

Figura 5.9. Confirmacion del

A B patrén de expresion de CCDC14
mediante ensayo de Northern
EP ER H EP ER H blot. A. Northern blot realizado

empleando un fragmento del ADNc
de CCDC14 como sonda. Cada carril
contiene respectivamente 40 ug de
ARN total de espermatocitos
paquiténicos (EP), espermatidas
redondas (ER) e higado (H). La
punta de flecha sefiala la posicion
de la banda correspondiente al
ARNm de CCDC14. B. Gel de
agarosa tenido con EtBr a partir del
cual se realizd el ensayo. Puede
apreciarse que en todos los carriles
se cargaron cantidades equivalentes
de ARN.

> 3 28s

18S
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Dado que todos los estudios de expresidon comparativa con otros tejidos
mediante RT-PCR con bajo nimero de ciclos habian sido realizados con el extremo
final del extenso 3’ UTR del ARNm (Unica secuencia disponible en primera
instancia), y que en este punto se disponia de iniciadores que permitian amplificar
el ARNm de CCDC14 completo, se realizd un nuevo analisis del patréon de expresion
del mismo, pero a nivel de otras regiones del ARNm, de modo de descartar que el
patron de expresién diferencial de espermatocitos (y en general de testiculo)
correspondiera exclusivamente a, por ejemplo, la presencia de una variante
transcripcional con un 3°'UTR mas largo. En este estudio, realizado también
empleando el abordaje de RT-PCR semicuantitativo, se utilizaron iniciadores que
permitieron amplificar fragmentos del centro del mismo (Ver figura 5.6), ya sea de
la porcion codificante (juego 2), o de la region inicial del 3 "UTR (juegos 5a y 5b), y
se compararon espermatocitos paquiténicos (células meidticas) con espermatidas
redondas (células posmeioticas) y con 4 tejidos, entre ellos testiculo total. Se
reprodujo el resultado obtenido anteriormente en el analisis de secuencias del
extremo 3’ del ARNm por RT-PCR semicuantitativo (ver seccion 5.1.3) y su
reconfirmacién mediante Northern blot. Las bandas observadas presentaron los
tamafios esperados, y a bajo nimero de ciclos se observé mayor intensidad en los
carriles  correspondientes a espermatocitos paquiténicos que en los
correspondientes a espermatidas redondas. No se detectd expresion en ovario,
higado y cerebro [Figura 5.10.A]. Es mas, cuando el numero de ciclos se aumento a
35, si bien el nivel de intensidad de la banda de espermatidas equipard al de la de
espermatocitos, Unicamente se detectdé una banda en el ARN procedente de
testiculo total pero no en los otros 3 tejidos, indicando que los niveles de ARNm de
CCDC14 en dichos tejidos, si es que hay, estan por debajo del minimo amplificable

por esta técnica [Figura 5.10.B].
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Figura 5.10. Analisis del
patron de expresion de
CCDC14 mediante iniciadores
que hibridan hacia 5°del
ARNm. Se muestran los geles
de agarosa en que se migraron
los productos de amplificacion
por RT-PCR semicuantitativo de
fragmentos del centro (mas
hacia el extremo 5’, juego 2, y
mas hacia 3°, juegos 5a y 5b)
de CCDC14. Se comparan los
siguientes 6 tipos celulares y/o
tejidos: espermatocitos
paquiténicos (EP), espermatidas
redondas (ER), testiculo total de
adulto (TA), ovario (0O), cerebro
(CE) e higado (H). C-: control
negativo. marcador de pares de
bases (Min): GeneRuler 100pb
DNA Ladder, Fermentas,
indicdndose los tamafios de cada
banda a la izquierda de los
geles. A. Patrones de expresion
para los juegos de iniciadores 2,
5a y 5b, mediante RT-PCR
semicuantita-tivo, a 25 ciclos
(igual nimero que el empleado
para los analisis iniciales de la
banda III, clon 15). B. Patrén de
expresion para el juego de
iniciadores 2, mediante RT-PCR a
35 ciclos. Se muestra también
una fotografia del gel de agarosa
en que se migraron los
productos de amplificacion de un
fragmento de gen de la B-actina,
como control. Las puntas de
flecha sefialan la posicion de los
amplicones obtenidos con cada
juego de iniciadores.

Con el objeto de profundizar en la caracterizacion del ARNm de CCDC14, asi

como de estudiar su localizacién en los distintos tipos celulares del testiculo y a lo

largo del desarrollo testicular, se realizaron ensayos de hibridaciéon in situ sobre

cortes de testiculo de ratas adultas (40 dpp) y juveniles (21 dpp). Se emplearon

cortes de higado como control negativo. Los ensayos se realizaron en las

condiciones establecidas en la seccidon 4.3.12. de Materiales y Métodos, empleando

como sonda el producto de transcripcidon del mismo fragmento de CCDC14 que se

clon6 para su expresién como proteina de fusién (Ver figura 5.7 y texto a

continuacion). Esta sonda poseia 831 b, correspondientes a 277 aa de la proteina.
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La sonda antisentido logré detectar el ARNm de CCDC14 en los cortes de
testiculo de rata de las dos edades estudiadas [Figuras 5.11.A y 5.12.A]. La sonda
sentido, en cambio [Figuras 5.11.D y 5.12.D], no mostré sefial detectable para los
niveles del fotomultiplicador establecidos a partir de los controles sin sonda
[Figuras 5.11.G y 5.12.G]. Tampoco se detectd senal en cortes de higado [Figura
5.13], lo cual es coincidente con los resultados obtenidos mediante RT-PCR con

bajo numero de ciclos y Northern blot.

OQUR-HZmMmW0 OQUHSHZMWVWH-AZD>

>PO0Z00N Z=0

Figura 5.11. Hibridacion in situ para CCDC14 en cortes de testiculo de rata
de 40 dpp. Se muestran las imagenes obtenidas por microscopia confocal de
fluorescencia para los ensayos de hibridacion in situ realizados sobre cortes de
testiculo de 40 dpp, empleando una sonda especifica para el ARNm de CCDC14,
seguidos de inmunohistoquimica. A-C. Ensayo con sonda CCDC14 antisentido. D-F.
Ensayo con sonda CCDC14 sentido. G-I. Ensayo sin sonda realizado como control.
En A, D y G se observan imagenes de deteccién de las sondas (marcadas con
biotina) con streptavidina conjugada al fluorocromo Alexa 488 (verde). En B, Ey H
se muestra el inmunomarcado de las células de Sertoli con un anticuerpo anti-
vimentina (rojo). En C, F e I se pueden apreciar los nucleos celulares marcados con
DAPI (azul).
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SONDA CCDC14 ANIT-VIMENTINA DAPI
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Figura 5.12. Hibridacion in situ para CCDC14 en cortes de testiculo de rata
de 21 dpp. Se muestran las imagenes obtenidas por microscopia confocal de
fluorescencia para los ensayos de hibridacion in situ realizados sobre cortes de
testiculo de individuos de 21 dpp, empleando una sonda especifica para el ARNm de
CCDC14, seguidos de inmunohistoquimica. A-C. Ensayo con sonda CCDC14
antisentido. D-F. Ensayo con sonda CCDC14 sentido. G-I. Ensayo sin sonda
realizado como control. En A, D y G se observan imagenes de deteccion de las
sondas (marcadas con biotina) con streptavidina conjugada al fluorocromo Alexa
488 (verde). En B, E y H se muestra el inmunomarcado de las células de Sertoli
con un anticuerpo anti-vimentina (rojo). En C, F e I se pueden apreciar los nucleos
celulares marcados con DAPI (azul).

De acuerdo a lo observado en estos ensayos de hibridacién in situ, el ARNm
parece encontrarse presente, ademas de en el citoplasma de los espermatocitos (lo
que apoya los resultados de los estudios mostrados anteriormente), en
espermatogonias y en células de Sertoli. Esto es consistente con el hecho de que en
el ARN de testiculo adulto se identificaran niveles intermedios de expresién con
respecto a espermatocitos y espermatidas (Ver figura 5.4.E), y permite atribuir
dichos niveles, al menos parcialmente, a la presencia de estos tipos celulares,
ademas de los espermatocitos. Con respecto a las células de Sertoli, el ARNm fue
detectado especialmente en sus prolongaciones citoplasmicas. Con el objeto de

confirmar esto, se incubdé en simultdneo con un anticuerpo anti-vimentina. La
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vimentina es una proteina fibrosa, que forma parte los filamentos intermedios del
citoesqueleto, y los anticuerpos anti-vimentina en el testiculo marcan
exclusivamente el citoplasma de las células de Sertoli (Show et al., 2003). La
comparaciéon de los patrones de hibridacion in situ con la sonda antisentido (Ver
figura 5.11.A) y de tinciédn con el anticuerpo anti-vimentina [Figura 5.11.B]
evidencian claramente la concentracion de transcriptos de CCDC14 en las
prolongaciones de las células de Sertoli, es decir, |las regiones de contacto entre las
células de Sertoli y las de la linea germinal. La sefal en espermatidas en elongacion
y espermatozoides maduros, si es que la hay, seria bastante menor, lo que coincide

con los resultados de los estudios semicuantitativos de RT-PCR (ver figura 5.4.E).

En los cortes correspondientes a testiculos de individuos de 21 dpp, es decir
la edad en que la primera onda espermatogénica ha comenzado y los
espermatocitos alcanzan el estadio de paquiteno, la sefial de la sonda antisentido
se concentra en forma de anillo coincidentemente con el limite de la senal positiva
para el anticuerpo anti-vimentina. Es decir, que el ARNm parece acumularse
especialmente en la region en que los espermatocitos primarios interactian con el

final de las protrusiones de las células de Sertoli [Figuras 5.12A y 5.12.B].

SONDA CCDC14 DAPI

Figura 5.13. Hibridacion in situ
para CCDC14 en cortes de
higado de rata. Se muestran las
imagenes obtenidas por microscopia
confocal de fluorescencia para los
ensayos de hibridaciéon in situ
realizados sobre cortes de higado de
rata, empleando una sonda
especifica para el ARNm de
CCDC14. A-B. Ensayo con sonda
CCDC14 antisentido. C-D. Ensayo
con sonda CCDC14 sentido. E-F.
Ensayo sin sonda realizado como
control. En A, C y E se observan
imagenes de deteccion de las
sondas (marcadas con biotina) con
streptavidina conjugada al
fluorocromo Alexa488 (verde). En
B, D y F se pueden apreciar los
nucleos celulares marcados con
DAPI (azul).
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5.2.3. Clonado de parte de la secuencia codificante de CCDC14 en un vector

de expresion y produccion de un suero policlonal anti-CCDC14

5.2.3.1. Clonado de Ia secuencia

Con el fin de producir anticuerpos que nos permitieran identificar a la proteina
CCDC14 y abordar su estudio, se procedid a clonar parte de la secuencia codificante
para la misma en un vector de expresion. Una vez clonada, el objetivo era expresar
la proteina y emplearla para la inoculacién de conejos, con el objeto de obtener un
suero policlonal anti-CCDC14. La seleccion del fragmento a clonar se bas6 en
abarcar una regién del gen de un tamafo considerable y a la vez excluir la regién
coiled coil, ya que este dominio, al encontrarse presente en otras proteinas, podria
generar anticuerpos que dieran reaccién inmunoldgica cruzada, especialmente con
proteinas de la familia de los filamentos intermedios (Ricardo Benavente,
comunicacién personal). El fragmento seleccionado constdé de 831 pb codificantes
para 277 aminoacidos de la proteina predicha CCDC14, vy se localizaba cercano al
extremo 5’ del ADNc [Ver figura 5.7].

La secuencia codificante para el fragmento elegido fue amplificada mediante
RT-PCR y luego corrida en un gel de agarosa como se detalla en Materiales y
Métodos. Los iniciadores disefiados para ello portaban, en su extremo 5’, un sitio de
restriccion cada uno, uno para la enzima BamHI y el otro para Xhol, de modo de

poder luego clonar el fragmento en un vector de expresion pGEX-5X-3.

En el gel de agarosa en que se migré el producto de amplificacion se
observaron dos bandas: una mayoritaria del tamafio esperado, 854 pb [Figura
5.14.A], correspondiente al fragmento seleccionado mas las secuencias de
restriccidn agregadas, y otra minoritaria de un tamano cercano a los 900 pb
generada probablemente por amplificacién inespecifica. Para la purificacion de la
banda de interés, y su discriminacion con respecto a la de 900 pb, se realiz6é un gel
de agarosa preparativo. Luego de la elucién del producto se obtuvo una unica

banda, correspondiente al fragmento de 854 pb [Ver figura 5.14.A].

El fragmento purificado se ligd en un vector pGEM-T Easy, especialmente
disenado para el clonado de productos de PCR, y el producto de esta ligacién se
empled para transformar células competentes E. coli DH10B, de acuerdo a lo
indicado en Materiales y Métodos. Este pasaje del fragmento por un vector auxiliar,

previo a su ligacion en el vector de expresioén, se realiz6 a fin de proveer una cierta
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cantidad de nucleétidos extra y facilitar el anclaje y funcionamiento de las enzimas

de restriccion que cortan en los extremos del producto amplificado.

Luego de la transformacion se seleccionaron dos colonias aisladas a partir de
las cuales se realizaron minipreparaciones de ADN. Los productos de las mismas
fueron sometidos a digestién con las enzimas BamHI y Xhol, y migrados en gel de
agarosa. En ambos casos se liberd un inserto de un tamano estimado un poco
mayor a 800 pb, correspondiente al fragmento ligado. La secuenciacién de los
insertos mostré dos secuencias de 836 pb exactamente idénticas entre si, las
cuales correspondian efectivamente al fragmento de CCDCI14 seleccionado,
flanqueado por los correctos sitios de restriccion insertados en los iniciadores, y sin
ningun cambio puntual de bases introducido durante la sintesis. El fragmento
liberado mediante el corte con las enzimas de restricciéon fue eluido y purificado,
guedando asi pronto para su ligacién en el vector de expresién (datos no

mostrados).

El vector de expresién pGEX-5x-3 también fue digerido con las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol y purificado mediante electroforesis en gel de agarosa
seguido de elucién de la banda correspondiente [Figura 5.14.B]. La digestion del
vector e inserto con dos enzimas de restriccibn que generan como resultado
extremos cohesivos no compatibles, se hizo de modo de favorecer el clonado

direccional.

El fragmento de CCDC14 escindido del vector pGEM-T y purificado se ligo al
vector pGEX-5X-3 lineal, y el producto de ligacion se utilizd para transformar
células de la cepa BL21 Star. Dado que esta cepa presentd baja eficiencia de
transformacion, se realizé un pasaje intermedio del producto de ligacion por células
de la cepa DH10B, de alta eficiencia. La transformacion del producto de ligacién en
DH10B dio como resultado un alto numero de colonias con respecto al control
negativo, y el ADN de una de ellas se utilizé finalmente para transformar las células
BL21 Star.

El vector de expresion utilizado no posee un método de selecciéon para los
clones que presentan el inserto. Por lo tanto, la presencia del inserto en las células
transformadas se confirmd, como primera aproximacion, por digestion con enzimas
de restricciéon. Para ello, se procedidé a la purificacion de ADN plasmidico a partir de
10 clones seleccionados al azar, crecidos sobre LB/amp. Los ADN plasmidicos

fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol y analizados
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mediante electroforesis en gel de agarosa, la cual evidencié que 8 de los 10 clones

presentaban un inserto del tamafio esperado [Figura 5.14.C].

El ADN plasmidico de dos de los 8 clones positivos fue secuenciado de modo

de confirmar la presencia de la secuencia deseada y la ausencia de mutaciones, asi

como de verificar el correcto empalme de la secuencia codificante de CCDC14 con

la secuencia de GST presente en el vector. Las secuencias obtenidas confirmaron la

presencia de la region codificante de CCDC14 sin alteraciones y siguiendo el marco

de lectura correcto [Figura 5.14.D].
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Figura 5.14. Clonado de una region
de Ila secuencia codificante de
CCDC14 en el vector pGEX-5x-3. A.
Amplificacién y purificacién del fragmento
de CCDCi4 a clonar. Se muestra la
fotografia del gel de agarosa en que se
migré el producto de amplificacion del
fragmento de CCDCi4 a clonar sin
purificar (s/pur) y luego de purificar (pur)
la banda de interés (854 pb) del gel de
agarosa. Marcador de pares de bases
(M100): GeneRuler 100bp DNA Ladder
Plus (Fermentas). A la derecha del gel se
indican las bandas del marcador de pares
de bases empleado. B. Digestion
secuencial del vector pGEX-5X-3 con las
enzimas BamHI y Xhol para generar sitios
de clonado para el fragmento de CCDC14.
Se cargd una alicuota extraida luego de la
primera digestion con la enzima BamHI
(pG/B), una alicuota del vector digerido
con ambas enzimas (pG/B-X) y una
alicuota de vector sin digerir (pGs/d). Se
puede apreciar que al finalizar la primera
digestion no se observa vector en forma
no lineal. Marcador de pares de bases
(Mymu): AMHindIIl. C. Identificacién de
clones portadores de vectores pGEX-5X-3
recombinantes. 10 clones de los
obtenidos en la transformacion con el
producto de ligacidon fueron digeridos con
las enzimas BamHI y Xhol para chequear
la presencia de insertos. Los productos de
la digestion (1-10) se migraron en gel de
agarosa, comparados con el vector pGEX-
5X-3 digerido con PstI (pG/P) y el vector
sin digerir (pGs/d). Se indica el marcador
de pares de bases empleado (Mym:
A HindlIll). 8 de los 10 clones liberaron un
inserto de tamafio acorde al esperado. La
punta de flecha blanca indica la posicidn
del inserto. D. El ADN plasmidico de dos
de los clones que liberaron inserto fue
secuenciado. Se muestra parte del
cromatograma de una de las secuencias
obtenidas. Se indican con lineas
coloreadas las regiones correspondientes
a la secuencia de clivaje de la proteasa
Factor Xa (rojo), el sitio de restriccion de
BamHI (verde), y el extremo 5’ del
fragmento de la secuencia de CCDCi14
clonada (violeta). La secuencia fue
clonada en fase y en su correcto marco de
lectura, y no se observaron errores en la
secuencia.
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El ADN purificado a partir uno de los clones se empled para la
transformacion de células competentes BL21 Star que, como se sefiald, presentan
baja eficiencia de transformacion pero son mas aptas para la expresién de
proteinas (ver Materiales y Métodos, seccidén 4.3.14.1). Se procedié de igual modo
gue en la transformacién anterior, obteniéndose 2 clones, ambos conteniendo el
vector pGEX-5x-3 con el fragmento de la secuencia codificante de CCDCi14

insertado en su correcto marco de lectura (no mostrado).

5.2.3.2. Obtencion de la proteina de fusion

El fragmento de ADNc codificante para parte de la proteina CCDC14 clonado
en el vector pGEX-5x-3, y contenido en células BL21-Star segun lo descrito en las
secciones anteriores, fue empleado para la obtencidn de una proteina de fusién
GST-CCDC14, durante un trabajo de tesis de grado desarrollado en nuestro

laboratorio.

Dicho trabajo implicé la induccién con IPTG de cultivos de ambos clones,
variando las condiciones de induccién (temperatura de induccién, tiempo de
induccion, DOgyponm @ la que se indujo y concentracion de IPTG), de modo de
determinar las mejores condiciones de produccion de la proteina recombinante. Se
evaluaron también los niveles de proteina obtenidos en las fracciones soluble e
insoluble, y el nivel de protedlisis que existia durante la expresion y purificacion. El
objetivo era obtener asi la cantidad de proteina necesaria [entre 1 y 2 mg de
proteina purificada, de acuerdo con experiencias previas del laboratorio (Capoano,
2008)] para cumplir con el protocolo de inmunizaciéon de conejos y la produccién de
anticuerpos anti-CCDC14. De estas evaluaciones se establecid que las mejores
condiciones para la expresion de la proteina recombinante GST-CCDC14 eran la
induccién con una concentraciéon de IPTG de 0,3 mM, durante 4 horas a 37°C,
recuperando al final Unicamente la fraccion soluble de los extractos celulares. Los
resultados fueron los mismos para los dos clones evaluados. La purificacién de la
proteina de fusién en cantidad suficiente para la produccién de un suero policlonal
se llevd a cabo partiendo de 2 L de cultivo, mediante un kit comercial que se basa
en la técnica de cromatografia de afinidad y el uso de columnas de glutation-

agarosa.
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Trabajando en las condiciones anteriormente descritas, durante la tesis de
grado mencionada se logré obtener un total de de 2,16 mg de la proteina
recombinante GST-CCDC14 pura, con un tamafio estimado de 56,5 kDa, acorde al
esperado (26 kDa correspondientes a GST y 30,5 kDa correspondientes al
fragmento CCDC14), asi como bandas menores, probables productos de protedlisis.
Un ensayo de Western blot con un suero policlonal anti-GST demostré que tanto la
banda de 56,5 kDa como las bandas de menor peso molecular obtenidas en la
purificacion correspondian a la proteina de fusidén. Por otra parte, todas las bandas
reaccionantes con el anticuerpo anti-GST poseian un tamano superior al de la GST
libre. Las bandas mas pequeiias del producto de purificacién poseian 35 kDa: dado
gue la GST pesa 26 kDa, aun las bandas mas pequefias contenian al menos 9 kDa
extra, es decir aproximadamente 80 de los 277 aminoacidos del fragmento CCDC14
clonado. Estos resultados han sido presentados en la tesis de grado del Lic. Gabriel
Lassabe (Biblioteca de Facultad de Ciencias, Montevideo, 2011), realizada en
nuestro laboratorio y en colaboracién con el presente trabajo, y se consignan en el

anexo B, figuras I y II de esta tesis.

En suma, todas las bandas obtenidas contenian un buen tamafio de péptidos
correspondientes a CCDC14, apropiados para ser empleados como antigeno, y en
consecuencia se decidié utilizar la proteina de fusién purificada para la produccién
de anticuerpos anti-CCDC14.

5.2.3.3. Inyeccion de conejos, obtencion del suero y ensayos de

inmunodeteccion

Una vez obtenida la proteina GST-CCDC14 en forma pura y confirmada su
identidad, como continuacién de nuestro trabajo se procedié a la produccion de un
suero policlonal anti-CCDC14, con el objeto de emplearlo en la caracterizacién de la
proteina. Se mezclaron entonces todas las fracciones obtenidas, se precipitaron y
resuspendieron en PBS segln lo descrito en Materiales y Métodos, y la proteina

resuspendida se utilizé para la inmunizacién de un conejo.

Luego de obtenido el suero segun el procedimiento descrito, se procedié a su
testeo mediante ensayos de Western blot contra lisados proteicos de un cultivo
inducido de E. coli expresando la proteina de fusion. Se emplearon como controles
negativos el lisado proteico del mismo clon pero sin inducir con IPTG, y un cultivo

inducido de E. coli que poseia el vector pGEX-5X-3 sin inserto clonado. El suero
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policlonal anti-CCDC14 fue capaz de reconocer a la proteina de fusiéon GST-
CCDC14, de 56,5 kDa, a partir del lisado proteico total del cultivo inducido de E. coli
[Figura 5.15].
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Figura 5.15. Prueba del suero policlonal anti-CCDC14 mediante
ensayos de Western blot contra lisados proteicos de un cultivo
inducido de E. coli expresando la proteina de fusion. A. Fotografia de
la placa de autorradiografia del ensayo de Western blot. B. En paralelo, se
corrid un gel de poliacrilamida SDS-PAGE vy se tifid con azul de Coomasie. En
los dos geles se cargaron las mismas muestras, pero en el que se usé para
el ensayo de Western blot, se sembré 1/3 del volumen de las muestras que
en el gel para tefiir: clon con vector pGEX vacio inducido (CV ind), clon con
vector recombinante pGEX-CCDC14 inducido (CI ind) y clon con vector
recombinante pGEX-CCDC14 sin inducir (CI s/ind). MF representa una
alicuota de la mezcla total de las fracciones de proteina de fusién pura
obtenidas. Se sefiala con puntas de flecha la posicion de: la proteina de
fusion GST-CCDC14 (rojo), bandas menores, posibles productos de
protedlisis (amarillo), la proteina GST sola (verde).

Sin embargo, el suero también reconoce la banda correspondiente a la
proteina GST en el carril en que se corrid el lisado proteico del cultivo inducido de
E. coli que poseia el vector pGEX-5X-3 sin inserto (Ver figura 5.15). Estos
resultados nos indican que el suero policlonal posee anticuerpos contra la porcion
GST de la proteina de fusion [lo cual no suele afectar a la deteccion de las proteinas
de interés en tejidos de mamifero, que usualmente no dan reaccidon cruzada con
anticuerpos contra GST de S. japonicum (Ricardo Benavente, comunicacion
personal)], pero no nos permiten determinar con claridad si se han generado
también anticuerpos que reconozcan Unicamente la porcion CCDC14. De este
modo, no podemos asegurar que las bandas que observamos en el carril
conteniendo la proteina de fusion se deban a reaccién antigénica contra la porcion

de nuestra proteina de interés, y no contra la porciéon GST.
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A continuacién se procedid a realizar ensayos de Western blot utilizando el
suero obtenido, con el objeto de estudiar el patrén de expresion de CCDC14 en el
testiculo de la rata. Por otra parte, la eventual obtencidon de una banda a la altura
correspondiente a la migracién relativa de CCDC14 nos indicaria la presencia, en el
suero, de anticuerpos anti-CCDC14. Los ensayos de Western blot se realizaron
contra lisados proteicos de testiculos de individuos juveniles, que se encuentran
cursando la primera onda espermatogénica (21 dpp) y adultos jévenes (40 dpp),
obtenidos a partir de suspensiones celulares como se establece en Materiales y
Métodos. En los mismos, el suero anti-CCDC14 permitié detectar una banda de
aproximadamente 103 kDa, que se corresponderia con el tamafio estimado in silico
para el producto del gen CCDC14, en los lisados de ambas edades, no apreciandose
diferencias de intensidad [Figura 5.16]. Dicha banda no se detect6 en extractos
proteicos procedentes de higado ni de cerebro de rata, tejidos en los que tampoco
se habia detectado el transcripto del gen mediante RT-PCR semicuantitativo, y en el
caso de higado tampoco mediante Northern blot ni hibiridacién in situ, por lo cual
los resultados son coherentes con los obtenidos previamente a nivel de ARN. Sin
embargo, el suero detectd otras bandas, de tamanos menores a 60 kDa, en los

otros tejidos analizados.

T21 T40 H CE Figura 5.16. Ensayo de Western
— — — — blot contra lisados proteicos de

d . tejidos de rata. Las muestras
cargadas en el gel corresponden a
lisados proteicos obtenidos a partir
de suspensiones celulares y/o
homogeneizados de: testiculo total
de individuo juvenil de 21 dpp
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Estos resultados sugieren que si bien el suero policlonal obtenido posee
anticuerpos capaces de reconocer a la proteina CCDC14 en lisados de testiculo de
rata, también posee anticuerpos que reconocen otras bandas en otros tejidos. Con
el fin de obtener un suero mas “limpio” y quedarnos Unicamente con los
anticuerpos anti-CCDC14, se realizd una purificacion del suero por cromatografia de
afinidad mediante una columna confeccionada con la proteina de fusion GST-
CCDC14, vy wuna posterior deplecion de los anticuerpos anti-GST por

inmunoprecipitacion (ver Materiales y Métodos). Si bien este abordaje permitid
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disminuir notoriamente la sefial de GST en el lisado proteico del cultivo inducido de
E. coli que poseia el vector pGEX-5X-3 sin inserto (datos no mostrados), los
resultados obtenidos en los ensayos de Western-blot contra lisados de tejidos de
rata fueron los mismos con el anticuerpo purificado por columna que con el suero
sin purificar, no permitiendo eliminar las bandas de menor tamafio observadas en

los otros tejidos (datos no mostrados).
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6. DISCUSION

6.1. ANALISIS DE BANDAS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE
ESPERMATOCITOS PAQUITENICOS, OBTENIDAS MEDIANTE DD.

6.1.1. Analisis inicial de 123 clones correspondientes a 11 bandas del DD.

Esta tesis de maestria comenzd emprendiendo el andlisis de todos los clones
producto del clonado de 11 bandas de ADNc obtenidas del DD (Geisinger, 2003),
las cuales habian sido detectadas como especificas o diferenciales de células en
profase meidtica I (espermatocitos paquiténicos). El abordaje experimental
utilizado implicé la obtencidon de sus ADN plasmidicos, digestion con enzimas de
restriccién para la liberacion de insertos, corridas electroforéticas en geles de
agarosa, en los casos necesarios también corridas electroforéticas en geles
conteniendo bisbenzimida-PEG, y finalmente secuenciacion automatica. La
combinacién de técnicas empleadas fue muy acertada a la hora de reducir la
cantidad de secuencias a estudiar, lo cual resultd6 muy ventajoso y de vital
importancia no sélo desde el punto de vista de los recursos econémicos invertidos,
sino también del tiempo insumido. De los 123 clones que poseiamos al inicio,

finalmente solo fue necesario secuenciar 17.

Se observaron varios clones que, al ser digeridos con enzimas de restriccidon
cuyas secuencias de corte se encontraban a los lados del sitio de clonado multiple
del vector, no liberaban inserto. Este fue el caso para todos los clones de las
bandas VII, IX y XI, todos excepto uno de los clones de la banda V (clon 5), todos
excepto dos de los clones de la banda VI (clones 2 y 6), y algunos clones de las
restantes bandas analizadas. Sabemos que cuando el producto de una secuencia de
ADN presente en cualquier tipo de célula resulta no beneficioso o incluso nocivo
para la misma, se estima que por razones adaptativas, dicha secuencia tiende a
perderse (Orr, 2005). Para los casos de clones en que no se detectd inserto, una
posibilidad entonces es que, si bien se encuentra reprimida la transcripcién y
posterior traduccién de las secuencias que se insertan en el sitio de clonado
multiple del vector pGEM-T, el nivel basal de expresién de sus productos podria
haber resultado téxico para la célula, y por lo tanto haber conllevado a su propia
eliminacion (Elena & Lenski, 2003). Otra posibilidad, dado que el clonado previo se
habia hecho de modo masivo y la seleccion por complementacion en o sin

chequearse la presencia de insertos, es que al menos en alguno de los casos los
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clones blancos seleccionados obedecieran a defectos del vector (por ejemplo,

deleciones).

Por otra parte, en el caso de todos aquellos clones para los que si se detecto
la presencia de un inserto, la observacién de distintos patrones frente a cortes con
enzimas de restriccién o variaciones en la migracién en geles de agarosa
conteniendo bisbenzimida-PEG, permitié la diferenciacion de los mismos en
subgrupos. Este ultimo método, que consiste en una adaptacion de una técnica
realizada en nuestro laboratorio (Geisinger et al., 1997), nos permitid separar en
subpoblaciones los clones de una misma banda cuyos insertos poseian tamanos
similares y eran indistinguibles en geles de agarosa normales. Como se desprende
de los resultados obtenidos, esta técnica tiene altisima sensibilidad y es mucho mas
sencilla y econdmica que otras empleadas con el mismo fin como el Northern blot
(ya sea directo o reverso) o la secuenciacion. Se destaca a modo de ejemplo el
resultado obtenido en el analisis de los clones de la banda II, que a priori parecian
ser todos iguales, pero fueron separados en 4 subgrupos con secuencias diferentes

y cuyo contenido en A+T se correlaciona perfectamente con su migracion.

6.1.2. Seleccion de secuencias de interés, y confirmacion del patron de

expresion diferencial de meiosis.

Como se mencionara en la secciéon de Resultados, a partir del analisis
bioinformatico y la comparacion de las secuencias obtenidas para los 17 clones con
las bases de datos, se seleccionaron 7 clones para profundizar su estudio, cuyo

patrén diferencial de expresion era necesario confirmar.

La técnica original del DD propone como método confirmatorio el Northern
blot (Liang et al., 1993). Alternativamente, se han utilizado la proteccion a ARNasa
I (Hall et al., 2006) o, incluso la hibridacién in situ (Kao et al., 2003). Sin embargo,
nosotros decidimos emplear una técnica de confirmacion basada en PCR, que nos
pudiera brindar una mayor sensibilidad. Existen en la actualidad técnicas y
herramientas modernas para abordar estudios de expresién génica de forma
cuantitativa, como lo es el PCR en Tiempo Real. No obstante, nosotros optamos por
una técnica de RT-PCR a tiempo final, aplicada de forma semicuantitativa, es decir
con bajo nimero de ciclos, y empleando como control externo parte de la secuencia
codificante del gen de la B-actina. Esta eleccion se basd en la necesidad de

encontrar una técnica rapida y simple de poner a punto, que nos permitiera
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corroborar los resultados anteriormente obtenidos para las 7 bandas elegidas. Es
importante sefialar que reportes previos indicaban que al menos un 50% de las
bandas diferenciales resultantes de experimentos de DD no podian nunca
confirmarse en ensayos de Northern blot o experimentos equivalentes, y por lo
tanto debian ser descartadas (Sompayrac et al., 1995). En cambio, los analisis de
expresién realizados por nosotros mediante RT-PCR mostraron que las secuencias
de los insertos de los 7 clones elegidos se expresaban diferencialmente en
espermatocitos paquiténicos con respecto a espermatidas redondas, lo que permitio
confirmar los resultados preliminares obtenidos en el DD con una tasa de éxito del
100%. Seguramente esta diferencia se deba a que el DD (basado en un PCR
radiactivo y una reamplificacién posterior) lleva a veces a la identificacién de
mensajeros de baja expresidon, muchos de los cuales no pueden luego detectarse
mediante los métodos confirmatorios de baja sensibilidad utilizados anteriormente
por otros autores. En ese sentido, el método de confirmacion empleado por
nosotros, de relativa sencillez, ha mostrado ser mucho mas apropiado, poniendo en
evidencia, ademas, que la proporcién de falsos positivos reportada previamente
para la técnica del DD (Sompayrac et al., 1995) estaba ampliamente

sobreestimada: lo que fracasaba era el método de confirmacion.

Por otra parte, la comparacion con otros érganos y tejidos indicé que las 7
secuencias seleccionadas eran de expresion diferencial del testiculo. Esto no es
raro, teniendo en cuenta que los experimentos de microarreglos han puesto en
evidencia que el testiculo es, entre todos los tejidos, el que presenta mayor ndmero

de genes expresados en forma diferencial (Schlecht, et al., 2004).

Como conclusion de la primera parte este trabajo, podemos decir que hemos
identificado 7 secuencias de expresion especifica de meiosis, y a su vez especifica o
altamente diferencial del testiculo con respecto a otros tejidos. El analisis inicial de

estas secuencias sugiere que las mismas serian:

a. Un nuevo gen miembro de la familia de proteinas de transmembrana
“Leucine-rich repeat containing 8 family”, no anotado aldn, o una variante
mas larga de una secuencia génica predicha, expresada diferencialmente
durante la meiosis masculina de la rata.

b. Parte del gen correspondiente a la proteina hipotética de rata homdloga de
la proteina humana “PAK/PLC interacting protein” (hPIP1), que es expresado
principalmente en el testiculo, y especialmente en las células meidticas en

comparacion con las células posmeidticas.
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c. Parte del gen que codifica para la proteina “Mitochondrial carrier homolog 2
(Mtch2)”, miembro de una familia de proteinas integrales de la membrana
mitocondrial, con dominios de transmembrana, expresado diferencialmente
en el testiculo y especialmente durante la meiosis masculina.

d. Una nueva isoforma no descrita de la secuencia codificante para la proteina
hipotética de rata “Tripartite motif protein 27 (TRIM27/RFP)”, especifica del
testiculo y diferencial de las células meidticas.

e. Parte del transcripto del gen que codifica para el homélogo de rata de la
proteina “Coiled coil domain containing 14” de ratén (CCDC14), que se
expresa diferencialmente durante la meiosis masculina de la rata.

f. Un nuevo transcripto, posiblemente codificante para una isoforma de la
unidad regulatoria de la Pik3 (“Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory
subunit, polypeptide 3”) no descrita hasta ahora, especifica de la linea
germinal masculina y especialmente de las células meidticas, generada por
procesamiento alternativo.

g. Un posible nuevo gen de la familia de “TAR-binding protein” (TARDBP),
codificante para una proteina testiculo-especifica, cuyo ARNm estaria
expresado principalmente en la meiosis. En particular, la identificacion de
una posible isoforma de una proteina de uniéon a ARN es de especial interés,
por la enorme importancia que las proteinas de union a ARN revisten en la
regulacién de la expresion génica en el testiculo, ya que gran parte de ésta

se regula a nivel postranscripcional (Ver Introduccion).

La identificacion de estas nuevas secuencias de expresion diferencial de la
meiosis masculina de la rata constituye un aporte al conocimiento de dicho proceso
desde el punto de vista gendmico, y se suma a la gran cantidad de informacién que
ha venido siendo acufiada durante los Ultimos afnos a través del uso de técnicas
como los microarreglos (Shima et al., 2004; Rossi et al., 2004; Ellis et al., 2007;
Feig et al., 2007). Es mas: a diferencia de la tecnologia de microarreglos, que si
bien aporta un volumen de informacién importante sobre expresion diferencial de
secuencias conocidas no identifica secuencias nuevas, el DD si permite la
identificacion de nuevas secuencias. En ese sentido, la secuenciacion masiva del
transcriptoma de células meidticas, que se estd abordando actualmente en nuestro
laboratorio, representara un salto cualitativo al permitir la identificacién de nuevos
transcriptos a gran escala y el estudio de sus patrones de expresion,

comparandolos con los transcriptomas de otras etapas de la espermatogénesis.
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Si bien los resultados presentados para estos 7 genes son preliminares,
proveen nociones sobre las secuencias que se activan durante dicho proceso. No
fue objeto de este trabajo la profundizacion en el analisis de todos los genes
identificados, pero es importante destacar que su caracterizacion asi como la

elucidacién de su funcion, podra ser objeto de trabajos futuros en el laboratorio.

En particular, el estudio del patrén de expresidon del gen Mtch2, identificado
durante este trabajo, en las distintas poblaciones celulares del testiculo y a lo largo
del desarrollo testicular, asi como la caracterizacién de su producto proteico, y la
relacion del mismo con la apoptosis testicular, estdn siendo objeto de otra tesis de
maestria en nuestro laboratorio. En el marco de dicho trabajo de tesis, se ha
logrado hasta ahora confirmar el patrén diferencial de expresion del gen durante la
meiosis de la rata e identificar mediante ensayos de Western blot e
inmunohistoquimica a la proteina Mtch2, que exhibe altisimos niveles de expresion
en las células meidticas adultas, y en el testiculo en relaciéon con otros 6rganos y
tejidos. Actualmente se estd en proceso de colocalizar a Mtch2 con distintos
marcadores de apoptosis testicular. La identificacion de esta proteina apoptética
diferencial de meiosis, ha aportado al grupo una via de entrada para el estudio de
la muerte celular programada en la meiosis, un tema que reviste altisimo interés
dada la enorme relevancia de la apoptosis en el proceso de diferenciacion de las
células germinales, y la abrumadora cantidad de células que mueren por apoptosis

durante dicho proceso (Shaha, et al., 2010).

6.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE CCDC14, UN GEN QUE
CODIFICA PARA UNA PROTEINA CON POSIBLE FUNCION EN LA
ESPERMATOGENESIS DE LOS MAMIFEROS.

De los 7 genes identificados en la primera parte de este trabajo, se
seleccioné el gen CCDC14 para profundizar en su estudio pues reunia varias
caracteristicas que lo hacian un candidato interesante. En primer lugar, el
conocimiento sobre su secuencia y posible producto era escaso y meramente
tedrico, y provenia principalmente de algunos datos obtenidos en ratén. La
posibilidad de generar conocimiento original sobre un gen identificado como de
expresion diferencial de la linea germinal masculina, y particularmente de la
meiosis (resultado que también se confirmd mediante Northern blot), resultaba

muy interesante. Ademas, como el nombre asignado al propio gen lo indica, su
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posible producto proteico poseeria una region capaz de adoptar estructura de coiled
coil. Se han identificado varias proteinas que contienen este tipo de motivo y
cumplen funciones importantes durante la meiosis (ver mas adelante), por lo cual
la idea de identificar una nueva proteina con coiled coil que participase en ese

proceso, resultaba muy prometedora.

6.2.1. Confirmacion del patrén de expresion de CCDC14

Todos los ensayos llevados a cabo con el objeto de confirmar el patrén de
expresion del ARNm de CCDC14 permitieron reafirmar los resultados inicialmente
observados en el DD: se trata de un gen de expresion diferencial durante la meiosis

masculina de la rata.

El ensayo de Northern blot demostré la existencia de un ARNm de un
tamafio levemente superior al del ARNr 28S de rata (4802 b), lo cual concuerda con
la secuencia determinada in silico. La banda correspondiente a dicho ARNm mostré
una intensidad mucho mayor en células meidticas que en células posmeioticas. A su
vez, este ensayo no detectd bandas de otros tamarfios, lo cual sugiere que no

existirian isoformas para el ARNm de CCDC14 reconocidas por la sonda empleada.

Los ensayos de Hibridacion in situ empleando sondas especificas para
CCDC14 afirmaron los resultados obtenidos con las demas técnicas aplicadas y nos
aportaron algunos datos interesantes. Llama particularmente la atenciéon el patrén
de distribucion del ARNm de CCDC14 en testiculo, observandose una concentracion
de transcriptos de CCDC14 en las prolongaciones de las células de Sertoli, es decir,
las regiones de contacto entre las células de Sertoli y las de la linea germinal.
Resulta muy curioso el patron de expresion observado en cortes de testiculos de
individuos juveniles (21 dpp): en los mismos el ARNm de CCDC14 parece
acumularse especialmente en la regidon en que los espermatocitos primarios
interactiian con el final de las protrusiones de las células de Sertoli, formando una
especie de anillo dentro del tubulo seminifero. Si bien no disponemos por el
momento de una explicacion para este curioso patrén de distribucién del ARNm, el
mismo fue muy evidente, y se observé en todas las repeticiones del experimento y
en todos los cortes analizados de individuos de esa edad. Sin embargo, seria muy
aventurado de momento buscar una interpretacién para la concentracion del ARNm
de CCDC14 en el limite de las prolongaciones de las células de Sertoli,

precisamente en la regién que circunvala a la ubicacién de los espermatocitos.
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6.2.2. Identificacion de la secuencia codificante completa del gen CCDC14 y

estudio de la proteina predicha

La informacion recabada a partir de la secuenciacién del fragmento del gen
CCDC14 obtenido en los ensayos de DD, asi como la provista por la secuenciacién
de insertos de los clones positivos obtenidos del rastreo de una genoteca de ADNc
de espermatocitos paquiténicos, si bien nos permitieron identificar el gen y avanzar
en su conocimiento, no nos permitieron conocer su secuencia codificante. El analisis
de las secuencias en las bases de datos nos brindé informacién sobre el gen
homodlogo en ratoén, y teniendo disponible el genoma completo de la rata, pudimos
ensamblar in silico un ARNm teérico de CCDC14 de esta ultima especie y conocer
su secuencia codificante completa. Esta estrategia resultdé exitosa dado que la
secuencia tedrica ensamblada pudo ser confirmada mediante secuenciacion de
fragmentos solapantes de RT-PCR. Fueron efectuados estudios de la secuencia
gendmica, los cuales nos permitieron determinar que el gen posee 13 exones con

sus respectivos intrones, y presenta un UTR 3' notablemente largo (2118 pb).

Desde hace unos afios, se ha comenzado a prestar mas atencion a las
regiones no codificantes de los ARNm maduros; mientras las regiones codificantes
contienen especificaciones sobre la estructura y funcién de las proteinas para las
cuales codifican, las regiones no traducidas de los extremos 5' y 3' pueden contener
secuencias altamente conservadas que actlan en cis, asi como informacion
regulatoria relevante para la correcta traducciéon del producto proteico de los genes
(Doran, 2008). A su vez, se sabe que en las células de la linea germinal ocurren
niveles inusualmente elevados de regulacién postranscripcional (de hecho el
testiculo es el tejido de los mamiferos con mayores niveles de regulacion
postranscripcional; ver Introduccion). Se han propuesto varios mecanismos
responsables de la regulacién a este nivel como el secuestro de moléculas de ARNm
en complejos de ribonucleoproteina, el bloqueo del sitio de unién con el ribosoma, o
la union de microARNs (e.g. Iguchi et al., 2006). En la actualidad se han
identificado un sinnimero de secuencias en las regiones UTR 3' que participan en
esos procesos (Cora et al., 2007), aunque seguramente una gran proporcion de los
elementos regulatorios especificos de los UTRs de transcriptos de la linea germinal
masculina, asi como las proteinas que los reconocen, y sus motivos de unién a ARN
testiculo-especificos, quedan aun por identificar. Podriamos suponer entonces, que
la presencia de un UTR 3' largo en el gen CCDC14 indicaria que el mismo esta
sometido a regulaciéon postranscripcional. Se efectué una busqueda utilizando

herramientas bioinformaticas disponibles on line; la misma no nos permitio
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identificar algin motivo regulatorio particular, lo cual no significa que no los posea,
sino que quizas podria contener algun tipo de secuencia que no se encuentre

registrada aln en las bases de datos.

El analisis bioinformatico de la region codificante del gen CCDC14 indica que
el mismo codificaria para una probable proteina de 929 aminodacidos, con un peso
molecular de 103 kDa, que poseeria una regién de unos 315 aminoacidos
comprendida aproximadamente entre las posiciones 372 y 641, capaz de adoptar
estructura de coiled coil. Los motivos estructurales de tipo coiled coil constan de
entre 2 y 7 regiones de a-hélice (lo mas comun es que sean 2 6 3) que giran una
alrededor de la otra, formando estructuras rigidas y largas, y por lo general dan
lugar a la formaciéon de dimeros (homo o heterodimeros) o multimeros. Estos
motivos generalmente poseen un patron repetido, hpphppp, de residuos de
aminoacidos hidrofébicos (h) y polares (p), llamada héptada repetitiva (Liu et al,
2006). En la figura 6.1 las posiciones de la héptada repetitiva estan marcadas como
abcdefg, donde a y d son las posiciones hidrofobicas, ocupadas frecuentemente por
isoleucina, leucina o valina. Plegar una secuencia con este patron repetitivo en una
estructura secundaria de a-hélice provoca que los residuos hidrofébicos se
presenten como una "banda" que gira lentamente a lo largo de la hélice en sentido
antihorario. La forma mas favorable para que dos de estas hélices se organicen en
el medio acuoso del citoplasma es envolver las zonas hidréfobas entre si,
ubicandose los aminoacidos hidrofilicos hacia el exterior. Debido a esto, el
ocultamiento en el interior de las superficies hidrofébicas proporciona la fuerza
termodindmica impulsora para la oligomerizacion. El ensamblaje en una hélice
superenrollada es muy compacto, interaccionando muy intimamente mediante
fuerzas de Van der Waals practicamente todas las cadenas laterales de los residuos
d. Las a-hélices pueden ser paralelas o anti-paralelas y, por lo explicado
anteriormente, suelen adoptar un enrollamiento en sentido antihorario. Aunque no
es termodinamicamente tan favorable, se han observado en la naturaleza algunos
ejemplos de enrollamiento en sentido horario, y el cual ha sido adoptado también
en algunas proteinas sintéticas (Harbury et al., 1998). A pesar de la relativa
simplicidad arquitecténica, estos motivos pueden brindar una variedad de
propiedades a las proteinas que los contienen, permitiéndoles adaptarse a
funciones bioldgicas muy variadas. Se han identificado en proteinas de unién al
ADN, de unién a otras proteinas, en proteinas motoras, estructurales como algunas
proteinas del citoesqueleto, proteinas que forman parte de canales idnicos, y en
aquellas que participan en sistemas de reconocimiento molecular, entre otras, cuya

funcion se ve influenciada por el motivo coiled coil (Burkhard et al., 2001).
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Figura 6.1. Estructura en héptada de los motivos coiled coil. La
estructura repetitiva en héptada, cuando es proyectada sobre una
hélice, da lugar a la formacion de una “linea de aminodcidos
hidrofobicos” (verde). La misma se enrolla sobre si misma (1) y se
superenrolla (2) para preservar region hidrofébica en el interior (3). La
posicion de los residuos hidrofébicos a y d se muestra en rojo [Tomada
de http://www.lifesci.sussex.ac.uk/research/woolfson/htmli/coils.html.]

En relaciéon a la meiosis, existen numerosas proteinas esqueléticas que
contienen motivos coiled coil, como es el caso de las proteinas formadoras del CS
(e.g. Meuwissen et al., 1992; Costa et al., 2005; Ollinger et al., 2005; Hamer et
al., 2006; Baier et al., 2007a; 2007b; Bolcun-Filas et al., 2007; 2009; Winkel et al.,
2009) [Figura 6.2.A], y las proteinas que forman la ldamina nuclear, de las cuales
existen variantes especificas de testiculo y en particular de meiosis (e.g. Alsheimer
et al., 1999, 2000, 2011; Strelkov et al., 2003; Prifert et al., 2005; Schitz et al.,
2005a; 2005b) [Figura 6.2.B]. Ambas estructuras presentan una dindmica muy
particular, ensamblandose y desensamblandose a lo largo del ciclo celular meidtico;
dicha dinamica es necesaria para acompafiar y dirigir los distintos eventos que
ocurren en el ndcleo durante la meiosis. A modo de ejemplo podemos mencionar la
formacion del bouquet cromosdémico durante la meiosis temprana (Scherthan,
2001; Alsheimer, 2009). Los extremos de los cromosomas, teldmeros, convergen
en una pequefia region de la envoltura nuclear, y como consecuencia se adquiere
una disposicidn espacial que se asemeja a un arreglo o bouquet floral. La formacién
de este arreglo necesita que las estructuras sobre las que se sustentan los
cromosomas, CSs, y aquellas con las que éstos interactian en la ldmina nuclear,
posean interacciones proteina-proteina fuertes pero faciles de ensamblar y
desensamblar. Sin duda, los motivos coiled coil proveen dichas caracteristicas
(Burkhard et al., 2001).
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Figura 6.2. Proteinas meidticas que poseen motivos coiled coil. A. Representacion esquematica
de las proteinas del CS de ratdn. Los tamafios de las mismas asi como las posiciones de las regiones
capaces de adoptar estructura de coiled coil, de acuerdo a lo determinado mediante programas
bioinformaticos, se indican con numeros sobre las barras [tomado de Fraune et al.,, 2012]. B.
Representacion esquematica de la organizacidon molecular de las laminas tipo A somaticas y especificas
de la linea germinal de los mamiferos. Se indican las regiones escenciales para la formacién de dimeros
y para la asociacion longitudinal y lateral de moléculas: en ambos casos participan dominios coiled coil
[tomado de Alsheimer et al., 2011]. C. Representacion esquematica de 3 proteinas con dominio SUN
identificadas en ratdn: Sunl, Sun2 y Sun3. Se muestra su estructura y posicion de dominios, indicando
especialmente la presencia de dominios coiled coil (CC) y SUN [tomado de Géb et al., 2010].
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Resulta interesante destacar que los motivos coiled coil de las proteinas
anteriormente mencionadas son esenciales para su funcién, pues son
imprescindibles para que ocurra su polimerizacién (tanto las proteinas del CS como
las laminas forman estructuras esqueléticas intrincadas, producto de la interaccion
entre sus componentes). A modo de ejemplo, se ha demostrado que la delecion del
dominio coiled coil de la proteina SYCP3 impide que la misma polimerice y forme
estructuras filamentosas, claves para el ensamblaje de los CS. Esto resulta
relevante pues podria vincularse a ciertos casos de infertilidad, al menos en

humano (Fraune et al., 2012).

Por otra parte, en los ultimos afios distintos autores han develado la
existencia de complejos multiproteicos anclados en la envoltura nuclear, que
vinculan directamente el nucleoesqueleto con el citoesqueleto. Dichos complejos,
denominados complejos LINC, conectan elementos de la ldmina nuclear con
filamentos de actina, a través de una intrincada red de proteinas estructurales. Los
componentes de los complejos LINC pertenecen a dos subfamilias: las proteinas
SUN vy las proteinas KASH. El genoma de los mamiferos codifica para al menos
cinco proteinas SUN, de las cuales las principales, Sunl y Sun2 (Ostlund et al.,
2009; Razafsky & Hodzic, 2009; Lombardi et al., 2011) se expresarian en
numerosos tipos celulares, en tanto Sun3, Sun4 y Sun5 serian probablemente
testiculo-especificas (Gob et al., 2010). Al igual que las proteinas estructurales
previamente mencionadas, las proteinas de la familia SUN también poseen
dominios de tipo coiled coil [Figura 6.2.C]; ademas, se caracterizan por poseer un
tipo de dominio transmembrana que se ancla en la membrana nuclear interna (Tzur
et al., 2006) y que, a través de otras proteinas como la emerina, tiende puentes
hasta la lamina nuclear, la cual a su vez en las células meidticas interactla con
componentes de los CS, anclandolos a la envoltura nuclear (Schmitt et al., 2007).
Por otra parte, las proteinas SUN se conectan con el dominio KASH de otras
proteinas, las nesprinas, que estda anclado en la membrana nuclear externa. Las
nesprinas protruyen hacia el citoplasma mediante una serie de repetidos de
espectrina y finalmente conectan con el citoesqueleto a través de dominios de
union a elementos de éste como filamentos de actina y microtubulos (Razafsky &
Hodzic, 2009; Haque et al., 2010) [Figura 6.3].

Hoy por hoy existe mucha informaciéon sobre los complejos LINC y las
proteinas que los integran, y hay muchas evidencias de que durante la profase
meiodtica participarian en funciones tales como comunicacién entre nucleoesqueleto

y citoesqueleto, posicionamiento del nucleo, rigidez celular, dinamica de los
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cromosomas y anclaje de los mismos, a través de los CS, a la envoltura nuclear
durante todo el ciclo de division celular meidtica. Sin embargo, ain no se conoce
cudles podrian ser los componentes citoplasmaticos especificos de la meiosis que

interactian con tal andamiaje proteico.
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Figura 6.3. Estructura y funcion de los Complejos LINC. En el espacio
perinuclear, la interaccion entre proteinas SUN (naranja) y proteinas que
contienen dominios KASH (verde) como las nesprinas, conecta fisicamente la
lamina nuclear con elementos del citoesqueleto, como filamentos de actina y
microtubulos. Estas conecciones permiten la migracion de los nucleos y su
anclaje en lugares determinados. Las interacciones SUN-KASH también
desempefian roles importantes en la dindmica de los cromosomas y el
anclaje de los mismos a la envoltura nuclear durante el ciclo de division
celular meidtica [Tomado de Razafsky & Hodzic, 2009].

Una de las caracteristicas del producto del gen CCDC14 que pudo ser
establecida mediante la utilizacion de herramientas bioinformaticas es que el mismo
no presenta una sefial de localizacidon nuclear (NLS) evidente, a diferencia de la
mayoria de las proteinas meioticas arriba mencionadas. Si bien las NLSs no tienen
una secuencia consenso determinada, estan altamente enriquecidas en amindacidos
basicos pudiendo ser continuas o bipartitas (Dingwall & Laskey, 1991; Boulika,
1993). Ninguna de estas estructuras se observa en la secuencia predicha para
CCDC14, por lo cual podemos sospechar que la proteina no ingresaria al nlcleo por

un mecanismo mediado por NLS, dependiente de ATP (Melchior & Gerace, 1995).
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Sin embargo, podria ingresar al nlicleo mediante otro mecanismo, como ocurre con
las proteinas asociadas a las ribonucleoparticulas heterogéneas (hnRNPs) (Pifiol-
Romas & Dreyfuss, 1993) o algunas proteinas glicosiladas (Duverger et al., 1993;
1995), o mediante su asociacion con otras proteinas que si posean NLS (La
Boissiere et al., 1999). Alternativamente, la ausencia de una NLS en la secuencia
predicha para CCDCD14 podria indicar que su rol se desarrollaria en el citoplasma,

guizas como integrante del citoesqueleto en las células meibticas.

Para nosotros, una proteina especifica de linea germinal masculina como
CCDC14, con dominio coiled coil, un tipo de dominio caracteristico de proteinas
estructurales, y que ademdas no posea NLS, resulta un interesante candidato para
cumplir algan rol en el estrecho vinculo con los componentes del lado
citoplasmatico de los complejos LINC durante la meiosis. Esta fue nuestra principal
motivaciéon para ahondar en su conocimiento, aunque tenemos muy presente que
bien podria tratarse de una proteina citoplasmatica (o incluso nuclear, a pesar de
carecer de NLS, o al menos de una NLS evidente) con una funcién totalmente
diferente a la propuesta. En cualquier caso, el estudio de la misma nos resultd
sumamente interesante pues corresponderia al producto de un gen de expresion
diferencial de testiculo y especifico de la meiosis, del que no se dispone de

informacién previa.

6.2.3. Obtencion de un suero policlonal anti-CCDC14 y caracterizacion de la

proteina enddégena.

El siguiente objetivo de este trabajo era obtener un suero policlonal anti-
CCDC14, que pudiera ser usado en estudios de caracterizacion de la proteina para
poder determinar su localizacion y su dinamica a lo largo del desarrollo de la linea
germinal masculina de la rata. Con este fin, en colaboracién con el trabajo de tesina
de grado del Lic. Gabriel Lassabe realizado en nuestro laboratorio, parte de la
secuencia correspondiente a la region codificante excluyendo la regidon de coiled coil se
amplifico por PCR, y el producto se cloné en el vector de expresion pGEX-5x-3
(Amersham/GE) para la obtencién de parte de CCDC14 como proteina de fusién con
GST. Como resultado se obtuvo una buena cantidad de proteina de fusién, la cual se
purificd y empled en la inyeccién de un conejo con el objeto de obtener un suero
policlonal anti-CCDC14.
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Mediante el seguimiento del protocolo de inyeccion pre-establecido se obtuvo
un suero policlonal, el cual en ensayos de Western blot reconocié a la proteina de
fusion clonada en E. coli, con un buen nivel de especificidad. Cuando el suero se
utilizd contra lisados proteicos de testiculo de rata, permitié detectar una banda de
aproximadamente 103 kDa, tanto en lisados de testiculos de individuos de 21 dpp
(prepuberes que se encuentran en profase meidtica media de la primera onda
espermatogénica) como de 40 dpp (adultos jévenes, que ya han culminado la
primera onda), la cual no se observd en los otros tejidos estudiados. El tamafio de
la banda obtenida en testiculo se corresponde con el estimado in silico para el
producto del gen CCDC14. La observacion de la mencionada banda pone en
evidencia que el ARNm del gen, cuya existencia ya habia sido comprobada, es
traducido en una proteina, la cual presenta el tamafio esperado segun los analisis
bioinformaticas previamente realizados. Ademas, su observacién en testiculo y no
en otros tejidos como cerebro e higado es también coherente con los resultados
previos (RT-PCR, Northern blot e Hibridacién in situ). La observacién de la banda
correspondiente a CCDC14 en testiculo de rata adulta es también coincide con los
otros resultados obtenidos previamente. Por otro lado, la presencia de la proteina
en testiculos de individuos de 21 dpp, y a niveles similares a los del testiculo
adulto, es esta de acuerdo con lo observado en los ensayos de hibridacion in situ, y
resulta ldgico pues se trata de la etapa del desarrollo del testiculo en que el mismo
se encuentra enriquecido en meiocitos paquiténicos, que es el tipo celular donde se
detectd en primer lugar la expresion diferencial del transcripto (DD). Ademas, los
ensayos de RT-PCR e Hibridacion in situ sugieren que el ARNm podria expresarse
también en otros tipos celulares, principalmente las células de Sertoli, presentes
tanto a los 21 dpp como a los 40 dpp, pero se expresaria en niveles bastante
menores en espermatidas y espermatozoides, que son los tipos celulares que no se

encuentran presentes aun a los 21 dpp.

Por otra parte, los datos obtenidos parecen sugerir la existencia de una
coincidencia temporal entre la expresion del ARNm vy la traduccion del mismo lo que,
en principio, no nos permite suponer que se trate de un transcripto de largo
almacenamiento como lo son, por ejemplo, los de las protaminas (de ser asi, la
proteina podria no detectarse en los espermatocitos sino, a modo de ejemplo, en

etapas avanzadas de la espermiogénesis).
Sin embargo, si bien en testiculo el suero reconocié una banda Unica, se

pusieron en evidencia bandas de menor tamafio (menores a 60 kDa) en cerebro e

higado. Con el fin de obtener un suero mas limpio y quedarnos Unicamente con los
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anticuerpos anti-CCDC14, se realizd una purificacion del suero por diversos abordajes.
Aunque estos métodos de purificacion permitieron disminuir la sefial de GST en el
lisado proteico del cultivo inducido de E. coli que poseia el vector vacio, los resultados
obtenidos en los ensayos de Western blot contra lisados de tejidos de rata fueron los
mismos con el anticuerpo purificado por columna que con el suero sin purificar, no
permitiendo separar la sefial que reconoce la banda de 103 kDa en testiculo de
aquellas que reconocen las bandas de menor tamafo tanto en higado como en
cerebro. Este resultado nos lleva a preguntarnos si dichas bandas en los tejidos
mencionados corresponderan a una reaccion cruzada del suero que no hemos logrado
eliminar, o a isoformas de CCDC14 de menor tamafo presentes en el cerebro y en el
higado. Esto ultimo parece muy poco probable dado que, en primer lugar, gran parte
de la extension del transcripto fue cubierta mediante iniciadores especificos para RT-
PCR, y por lo tanto, las variantes de menor tamafo expresadas en dichos tejidos
deberian carecer de al menos uno de los iniciadores de cada juego utilizado. Por otra
parte, la sonda empleada en los experimentos de Northern blot, correspondiente a
711 b de la regioén codificante del gen, tampoco permitié identificar una banda en el
higado. Mas aun, la region expresada como proteina de fusion y empleada en la
produccion de anticuerpos (831 pb que no coinciden con la sonda de Northern blot,
sino que estan ubicados mas hacia el extremo 5’) fue exactamente la misma que se
utilizé como sonda en los experimentos de hibridacion in situ [Figura 6.4.]. En
consecuencia, de existir una isoforma proteica de menor tamafio en el higado, el
ARNm correspondiente deberia haberse detectado al menos en los experimentos de

hibridacion in situ en dicho tejido.

De esta manera, si bien el suero policlonal obtenido nos podria permitir la
realizacion de experimentos de inmunohistoquimica en testiculo, incluso sin necesidad
de purificar el anticuerpo, no nos permite la utilizacion de otros tejidos como control,

dado que no hemos logrado eliminar la probable reaccidon cruzada.

5 El 2 _E3 E4_E5 E6 8 10 F11 E12 F13 UTR 3' 3
CCDC14 ] 4945 ph

SONDA RASTREO s 426 pb
SONDA NB 711 pb

SONDA HIS 831 pb

Figura 6.4. Esquema representativo de las sonda empleadas en el analisis del ARNm de CCDC14. Empleando
barras de distintos colores se indica la posicion y tamafio relativo de las sondas utilizadas para los ensayos de rastreo de
genoteca de espermatocitos paquiténicos, northern blot e hibridacién in situ. El fragmento clonado en un vector pGEX-
5X-3 y expresado como proteina de fusién con GST, coincide con la sonda usada en la hibridacién in situ.
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Resumiendo, hemos demostrado la existencia de un producto proteico de 103
kDa para el gen CCDC14, el cual se expresa diferencialmente en el testiculo. La
proteina identificada poseeria, de acuerdo a los analisis bioinformaticos realizados,
una region capaz de adoptar estructura de coiled coil, lo cual sugiere que podria
desempefiar una funcidon estructural. Los datos obtenidos hasta ahora no nos
permiten inferir informacién acerca de esa posible funcion. El proximo paso sera
intentar la obtencion de un suero anti-CCDC14 de mejor calidad, ya sea inoculando un
nuevo conejo con la proteina de fusidon en forma pura de la que disponemos, o
mediante el empleo de un péptido sintético, cuya fabricacion ya hemos encargado a
una empresa en el exterior. El suero obtenido, en caso de resultar de mejor calidad o,
en su defecto, aquél de que ya disponemos, serd utilizado como herramienta para
continuar la caracterizacion de la proteina. En tal sentido, planeamos determinar su
localizacién subcelular mediante estudios de inmunohistoquimica. Dependiendo de la
localizaciéon, nos proponemos colocalizar a CCDC14 con proteinas del esqueleto
meiotico portadoras de coiled coil, contra las que disponemos de anticuerpos, con el

fin de contribuir a la elucidacion de la funcién de esta proteina.
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7. CONCLUSIONES

- Se analizaron los productos de clonado de 11 bandas de ADNc obtenidas en
experimentos previos de DD como diferenciales de la profase meidtica de la rata. La
combinacion de abordajes metodoldgicos elegida, en particular el uso de Ia
electroforesis en geles de agarosa con bisbenzimida/PEG y del RT-PCR con bajo
numero de ciclos como método de confirmacion de expresion diferencial resulté muy
acertada, permitiendo la realizacién de gran cantidad de trabajo en un tiempo

razonable y a bajo costo, en comparacién con otros posibles abordajes.

- El analisis de bandas previamente obtenidas mediante DD nos permitié identificar 7
genes nuevos o isoformas no descritas para genes de expresion especifica de la
meiosis de la rata, y confirmar el patréon de expresion diferencial de meiosis para
todos ellos. Se determiné ademas, que todos estos genes son de expresion diferencial
del testiculo adulto en relacion a otros tejidos y al testiculo de individuos neonatos,

que aun no han iniciado la meiosis.

- Para una de las secuencias identificadas, CCDC14, se confirmd y amplié el estudio
del patron de expresion: se trata de un gen expresado diferencialmente en el
testiculo de la rata en comparacion con otros tejidos, y dentro del mismo se
expresa diferencialmente en células meidticas respecto a células posmeiodticas (los
datos sugieren que también se expresaria a ciertos niveles en células somaticas
testiculares). Se determind la secuencia codificante completa del gen, se establecid el
numero de exones e intrones, y la secuencia de su producto proteico. CCDC14 codifica
para una proteina con motivo de coiled coil, y sin NLS evidente. En colaboracion con
un trabajo de tesis de grado realizado en nuestro laboratorio, se clond y expreso parte
de la secuencia codificante como proteina de fusién con GST, y se produjo un suero
policlonal contra la proteina predicha CCDC14. Dicho suero nos ha permitido confirmar
la existencia de una proteina CCDC14, del tamafio predicho, expresada

diferencialmente en el testiculo.
- Otra de las secuencias identificadas, Mtch2, estd siendo objeto de otra tesis de

maestria en el laboratorio, y el patron de expresion ha podido ser confirmado tanto a

nivel de ARNm como de producto proteico.
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- Como producto de este trabajo, disponemos de otras 5 secuencias identificadas y
confirmadas como diferenciales de la meiosis, cuyo andlisis preliminar ya ha sido

realizado y que podran ser objeto de futuros estudios en el laboratorio.
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ANEXO A: SECUENCIAS

A.1. SECUENCIAS DE BANDAS DEL DD

Se muestran las secuencias de las 7 bandas del DD diferenciales de la
profase meibtica, clonadas en el vector pGEM-T, cuyo analisis se inicio en la
presente tesis. En todos los casos se muestra la secuencia en el sentido 5'>3’, en
negrita los iniciadores con los que se amplificé la banda en el ensayo de DD, y
subrayados los iniciadores con los que se realizd la confirmacién del patrén de
expresiéon y el andlisis del mismo en distintos tejidos mediante RT-PCR

semicuantitativo.

Banda I, clon 2 - 274 pb

AGCCAGCGAAGAGACAGAGAAGCCGGTGACCATGCGGGCTTGCTCCAAAGTCTGTGTGGCCCTGG
TGAAAGAGAAAGAAAATGGAGGCCCAAGTGTTCCAGAGGATCATATTGCATTCCTCCAAACAGAAACT
CAAGACACAATGAACCACGAAATAAGCATAAGACAACAGCTGGGATGTTTTGCTCTAACCCGCCCGA
GTATCTGATTCTTTTATAAACATTTTCTGGTGGTGGCCGTGCTTTGCAGGTGACCTCAACGCAAAAAA
AAAAAA

Banda I, clon 5 - 277 pb

AGCCAGCGAAGAAGAGGAAAATGGCAAACGTGTCAGAAAAGAAGAGAAAAAAGNAAATGTGATTCA
CATGGCAATCCCAGACTCTCCTCCCCAACACAGTGTCTTTTTGACAGAATTCTCCTTTTTAAATATTATA
CTTAACTTTTCCATGTGAGAAACAAACAAACAAACAAAAAACTTTCTCCTTCTGGAGANAATGTTCAGC
TTAAAAAAAAACCACTTNNAGGTGGTGCTCTGTTTTGTTAAGTGATAAAATTATTTTGGCAAAAAAAA
AAAA

Banda 11, clon 1 -327 pb

GACCGCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCC
CCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAA
CAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAA
GATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGATT
TCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGAAAAAAAAAAAA
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Banda 11, clon 4 - 327 pb

GACCGCTTGTGAGTCCCTAACTTCTTAACAGGCTCCTCTGGTGCCCAGTTTCTCACTTCCTCAAGTGA
AGTAGCCAGACCAGACATATCAAAGAGCTACTTGATGACACACTTCTTCCCTACCACCTGCTGAGGAA
GGAGCCTGGCCGCGGGTTCCTATGAGACCCTAGAAGAAACGACCCTGATTCTGCCACGTGGGCTTCA
TTCTCGAACACTCCCCAGCCCCCACCTCCCCCTGGCGCCTGTGGCGCGGCCAGAAATTCTGATTGTC
CACCGCCTATCTGCCTATGGCGCTAATAAAGTTCTTACTCCCAGCAAAAAAAAAAAA

Banda III, clon 15 - 426 pb

AGGTGACCGTGTCTTAAGGGACTTGGATTGGTGTTTCTGCACAACCAGTTGGTTGCTGGTGAGGTG
AAATCCTAGTGCATCCTGGTATCATAGAAATGAAGTGTTGCCAACATAATTCTTCCTGTATCTTCAGAA
TACCACATTAAAAAGTCTTAGGAATTTACTTAGGATTATTTTTTCATTAGTGTGTACACATAAGTGTGTG
GGCATGGATTTACCGTGGTGCATATCTGTAGGTCAGAGGACAACTCTTGGGGGTCAGTCTCTCCTAC
CCCCACATTTGCTTGTGTTTTTGCGTGACCATTGATATGGGAGTTTCTGCCTCCAGGTTCCAGCCTTGA
GTTCCTGCCCTGACTTCCCTCGGTGATAAGTGAACCCTGAGAGTTGTAAGATGAAATAAATCCTTTCC
TCCCAAAAAAAAAAAAA

Banda VIII, clon 3 - 411 pb

CGTGGCAATATGAATGAAGCTGTTATAAATATTATTTATAGATTAATATCTGCTAGACTTCTTGCTTTT
TGATGATTTTCGATATTTACCCCAAAAGTGGGATTGCCTAGATGATTTGTTAATTCTGTGTTTAACTTTT
GGAAATGACTTGATACATTTCATATTAAATTTAGTAGGCCAATTATATAATGAGTGTTTTTGATATCTAA
GAGCCATTTAAACGATACTTTAAAATCATGTTTTATTGGAATTCAGGACTTTATGTTTTAGATTCCACTG
AATAATGTTGTGGATTCCTAAGCTGCAGAAGGAATTTGTTGTTAACATTAATTCAGATTAGAGAGCACT
GTGTGATAGTCTGTGAACTTCAGTGAATTTTCCCCTCTTCTCAGGAACAGTACTATTGCCACG

Banda X, clon 3 — 436 pb

CGTGGCAATAGCTAGAAAGAAGTTGAAGATTTGGTGGTGTTCCAGGTGGCCTTGGGGATTCAGGGT
GGTCTTGGTAACAGTTGAGGATCTGGCTTGGGAAATGACTAGGGTGGTTACATGGATGGAGTCTTCA
GTATTGATTCAGCAATAACAGCAACAGCTGGGATGACTGCAGAGCCATTGAGGTATGATGGACATGTT
AATAGCTAGTTAGCTGGGTCCCCCTGGTAATAGCAAAGCCAGAGGCAGCAACCAGAGCTAGGCTTTT
GGTTCCATAAGTAACTCTTTCAGTGGCTCTAATTCTGGTACTCCTCTTGGTTGGAAGCCAGCATCAAAT
GCAGGGTCAGGAAGTGGTCTTTATGGAGGCTTTGGCTCAAGCATGGCTACAAAACTCCAGTCCCTCA
TTTTTAAAGTGTATCATTATTGTATTGCCACG
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A.2. SECUENCIAS DE CLONES POSITIVOS DEL RASTREO DE GENOTECA DE
ADNc DE ESPERMATOCITOS PAQUITENICOS

Se muestran las secuencias de los clones detectados como positivos para la
sonda del extremo 3’ de CCDC14, en el rastreo de una genoteca de ADNc de
espermatocitos paquiténicos. Los fragmentos se encontraban clonados en el vector
pBluescript SK+. En todos los casos se muestra la secuencia en el sentido 5'>3" y

subrayada la regidon de complementariedad con la sonda.

Clon A - 882 pb

GAAAACCGGGTCGTCTAAACAAGAACTTGTATAGAAGCTAATCTTATAGAGGAATTTTCTCAGTTCAG
ATTCCTACTTCCCGGCCAGGTGTGGTAATACACACTTTAATTCCAGTATGCAGGAGGCAGAGGCAGG
CAGATCTCTGAGCTCGAAGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACTGCCAGGGCCATACAGA
GAAATCCTATTTAAAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACAAAACTGGGCAAATTCCCTCTTCCCAGATA
GGTCTGTTTATGCTACATTGACAAAACTACCCAGTATCCTGATCTAGTCTGCTACCAAGGGGGTCATA
AGAACCCTGATGCATAGCTGGCCGGTCAGNTGTGGGCTTGTGACTAACATGTGAGGCAAGTGTCAGT
CTGTNGGCACTGAGACCACACCTGTTTGACTCTACCTTTCAGGGTGACCGTGTCTTAAGGGACTTGGA
TTGGTGTTTCTGCACAACCAGTTGGTTGCTGGTGAGGTGAAATCCTAGTGCATCCTGGTATCATAGAA
ATGAAGTGTTGCCAACATAATTNTTCCTGTATNTTCAGAATACCACATTAAAAAGTNTTAGGAATTTAC
TTAGGATTATTTTTTCATTAGTGTGTACACATAAGTGTGTGGGCATGGATTTACCGTGGTGCATATCTG
TAGGTCAGAGGACAACTNTTGGGGGTCAGTCTCTCCTACCCCCACATTTGCTTGTGTTTTTGCGTGAC
CGTTGATATGGGAGTTTCTGCCTCCAGGTTCCAGCCTTGAGTTCCTGCCCTGACTTCCCTCGGTGATA
AGTGTGCCCTGAGAGTTGTAAGATGAAATAAATCCTTTCCTCCCAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Clon B - 1625 pb

GTCCAGAGAAATACCGATGATTGATTAATACATAGTTTTTAAACCTTGGGCATTTTATTTATATTTGTCC
TGAATGCATGTTTTAAGACCTTTAAAAAATAAAGTCAGACTGATAAGGTAATGCTAAATAACCAAGTTT
TACCTTAGTAATTTTGTTTTTTAGTAAGAATTATTGGGTTTTCCTTAATGTCTTTGGAAATGATGGAGTT
TTGCAAATCTCAGCACTGGTGGTAATTCTGCCTTTCTGACCCAGTCTCCTCCATGGTTTAGCTGAGTGT
GCTGCTCTGTGATTAACATGAACCATGTTGCACCAGCAGTTCTCACCCACCTGCTGTCACCTCTTTCTG
TGTAAACACAAATTAACTCTTAGACTCTAAGTCCCGCGCCATTAGTAACTTTTGGTACATGTTACCTGC
CTGGCACAGTTGAATTTGGTTCTTGGAAAGCATCTGGCAATCGAGTAGTCTGCTGGTTTCAAATTTTCT
CCTGCTTCTACAACCTCTGAAGGACCCTGCTGGACTACTTAACATATCCTGACTTTATGGGGAGGGTT
TTTTGTTTGTTTGCTTTTTGTTTGTTTGTTTTAGGTCTAAATGTAAAATGAATTATAAACTATTTTAAAGA
CTTGCTCATTAACATTTTCAATTTACTTCCTTCTAGTATTCATAAATGAATTGTTTACTTATTTTGAGATA
TCAGGTCACTCTTTCCATTTTCGTTCAGAAGCACAAACTCATAAAGAAGAAAACCGGGTCGTCTAAAC
AAGAACTTGTATAGAAGCTAATCTTATAGAGGAATTTTCTCAGTTCAGATTCCTACTTCCCGGCCAGGT
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GTGGTAATACACACTTTAATTCCAGTATGCAGGAGGCAGAGGCAGGCAGATCTCTGAGCTCGAAGCC
AGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACTGCCAGGGCCATACAGAGAAATCCTATTTAAAAAACAAA
ACAAAACAAAACAAAACAAAACTGGGCAAATTCCCTCTTCCCAGATAGGTCTGTTTATGCTACATTGAC
AAAACTACCCAGTATCCTGATCTAGTCTGCTACCAAGGGGGTCATAAGAACCCTGATGCATAGCTGGC
CGGTCAGTTGTGGGCTTGTGACTAACATGTGAGGCAAGTGTCAGTCTGTTGGCACTGAGACCACACC
TGTTTGACTCTACCTTTCAGGGTGACCGTGTCTTAAGGGACTTGGATTGGTGTTTCTGCACAACCAGT
TGGTTGCTGGTGAGGTGAAATCCTAGTGCATCCTGGTATCATAGAAATGAAGTGTTGCCAACATAATT
CTTCCTGTATCTTCAGAATACCACATTAAAAAGTCTTAGGAATTTACTTAGGATTATTTTTTCATTAGTG
TGTACACATAAGTGTGTGGGCATGGATTTACCGTGGTGCATATCTGTAGGTCAGAGGACAACTCTTGG
GGGTCAGTCTCTCCTACCCCCACATTTGCTTGTGTTTTTGCGTGACCGTTGATATGGGAGTTTCTGCC
TCCAGGTTCCAGCCTTGAGTTCCTGCCCTGACTTCCCTCGGTGATAAGTGTGCCCTGAGAGTTGTAAG
ATGAAATAAATCCTTTCCTCCCAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

A.3. SECUENCIAS DE LA REGION CODIFICANTE COMPLETA DE CCDC14

Se muestran las secuencias de los 4 fragmentos solapantes amplificados
para obtener la secuencia codificante completa del gen CCDC14. En todos los casos
se muestra la secuencia en el sentido 5'>3’, y resaltados en colores los iniciadores
empleados: en amarillo CCDC14 Fwl y Rvl, en verde CCDC14 Fw2 y Rv2, en
celeste CCDC14 Fw3 y Rv3, en rosado CCDC14 Fw4 y Rv4b. En el fragmento 1 se
sefala la posicion del coddén de inicio, y en el fragmento 4 la posicion de coddn de

finalizacion, ambos en negrita y subrayados.

Fragmento 1 - 783 pb

CCCGACCCGAAGGAAAAACTTTAGTACCAAAAAGACTATGAGGCGGGGCGTTCCGCAGTCTCCTTCC
CGGAAGCGGAAGCTCGGGGGGCGGGACAAGGGAGGTCGGGACGTCTCGGCGGTTAATTCTTTTTTT
CTCAAGTATTCGTTTCCCTACGTCTGGGCTCTTCTGAGGCTGAGAGAAATGGTCAGGTCTGGATCTCG
ACCGGGCCAGGTGATACCTTCAGGAAGGCAACCCGGATCGAAGTTACCAAATGGAAAGAAAGGGAC
CCACGTGAGAAAAGTAGCACATTTTAACGTAGATCCTGCCTGTCCTGCTTATTCTGATTCAGAAAGTC
AGACGGACACTGTTCAGGGACTTGACAGTTGTGCTTCTTTGCTGCGGGACATTTTGAAAAATGAAGAT
TCAGGTTCAGAAGTAGTATATTCAGAAAATAGATCCAATTCTAAACCTTTAGAAGGCAGAAAGAACAG
ATCTAAAAAGAAAGGACCTGAAAAACATGTTCCTACAGTGGTCCGGAAGGAAATATTATCATCAGAAA
ATAAGAGATGGATGCCTAATGAAACTTCTACTGGAAGTGACATAGCGCAGCATTGGTCAGTACAAGAT
CATTACAGAATGTACTCACCGATAATATACCAAGCCCTCTGTGAGCATGTGCAGACTCAAATGTCACT
GATGAATAGCTTCGCTTCAAAACATGGCCCCAATGGAAGGCCTGCTGTGTGCCATACTGGGTCTAATT
CAGACTCTCAGGCAATGTCACATTCTGGTTTTGGCTGGTC
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Fragmento 2 - 856 pb

AATATACCAAGCCCTCTGTGAGCATGTGCAGACTCAAATGTCACTGATGAATAGCTTCGCTTCAAAAC
ATGGCCCCAATGGAAGGCCTGCTGTGTGCCATACTGGGTCTAATTCAGACTCTCAGGCAATGTCACAT
TCTGGTTTTGGCTGGTCTTCCGCTTCGGTCTGGCCCCCTCAGCAGCCATCCTGCCATCTAACAGTCCA
CTCTGAAGTTCAGACTGATGATGATAACCAGTTTGACTCACAGGGTCAGACAACCCCTGTGCGGCACC
GTGATGCTCCCAGGACTTTATCCAGCGTCCATCCTGGAGTTGCACATGGCCCTCCCCACTCTGATGGT
GCCGCTGCTTCAAAGATTCAGCAGCTGAATCTTGGGAGTTGGGTTCTGCCACAACAGAGAGCTCCTA
AGGAAGCAGAGCTACCGAAGCGTTTCCAAACACACGTGTCTCTGTTTCCAGCTCATGGAAAAGACGC
TCTCTCGGACAGTCAGGCACACCCAAGTCCCTCTCACTTACAGCTAGCCTTCTTGGCCACTAATGAAG
AGAAATGTGCCAGAGAACAAATTGGAGAGGCCACAAATGAAGGAAAGTATTTAAGCATCCATGAGCA
AGATGCAAAGCTCGCCAAGAATGTGCAGCAGGCAGAAAACGTGAGCCAGACTGCTGAGAAAGTCAG
AATTGCCAAGTGCTTGCTGGGAGAGCTCAAGGCCCTGACCGAAGAACAAGAGGACTCAGAAGTTCAG
AGATTGCTAACAGAAGTAGAGGCGTGCATATCTGGACTTTCAGCAGTGAGTGGCCACATAAATGTGG
AAGTTGAAATAGCCCTGGCCCTGCAGCCGTTGAGAAGTGAGAACGCT

Fragmento 3 - 810 pb

CTCAGAAGTTCAGAGATTGCTAACAGAAGTAGAGGCGTGCATATCTGGACTTTCAGCAGTGAGTGGC

CACATAAATGTGGGAAGTTGAAATAGCCCTGGCCCTGCAGCCETTGAGAAGTGAGAACGETCAGTTG
CGGAGGCAACTGAGAATTTTGAATCAGCGCCTCCGAGAACAAGAGAAGAGTACAGAGACACCTGCTA
ACCTCAAATTGTTTTCCCTTCAGTCGCTGTCACTGCAGAATCAGCTGCAGGAGTCGCTGAAGAGCCAG
GAGTTGCTACAGAGTAAAAACGAAGAGCTCCTAAAAGTGATAGAAGACCAGCGAGAGGAAAACAGAA
GGTTCTCCACTTTGTTTAAAGACGAAGAGCAAGCCCTGCTTCACAGCAGACAGCAGTTTGACATGGAG
ATGACCAGGGTGAAGATGGAGTTGGAGGAAGCCTTGGCCAATGAGAAGAACTCTCGGTTTAAGCTCG
AGACTGCAGAAAAGGAAAATCAGATACTGGGAATAACTCTCCGCCAGCGGGATGCTGAGGTTGCCCG
CCTTAGGGAACTAACCAGAACTTTACAGAACAGCATGAGGAAGCTGCTCTCAGATCTCCATGTGGACA
CTGCCCGCTGCAAGATGGGGAACAGCCTCACCAGATCACTTCTGAATGTCTATGATCAACAATTTCAA

CGGGACCCHEEEEETCETOACATETIGEATAATGAGCTACCTCAATAAATTAGAAACAAATCAGAGCTT

TATACAGTCAGAACTGCCTAATAATGAGGAAACCCCCGAGTCAGACAGTCTCTGTGAAAATGTGCTGC

Fragmento 4 - 1506 pb

RECEECTEETCAGATETGEA TAATGAGCTACCTCAATAAATTAGAAACAAATCAGAGCTTTATACAGTC
AGAACTGCCTAATAATGAGGAAACCCCCGAGTCAGACAGTCTCTGTGAAAATGTGCTGCCCTCACAAA
GACCTCCTCACAGTGACGCTAGGGCAGTGGATGGGGGCCCTGCCCCTGGAACTGTCTCTGCTGCTTT
GGTGGAGGATTCTGACACAGACTGTGAAGCCGTCACTGTAGTAGAAGATGGGTGTGACGTGGACAGT
ACATTTTATATTCCCTTTGCAAGAAGCACTTCTAAAAAGCACTCGCCACCTTCTAAGAGACTGTCCCCC
CAGGCGAAGGTGAGCGCTGCTGCCAGCGCCGGTGCCTGTGCCTCCAAAAAAGAAAGTAAACCGTGT
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GCACCCGCAGTTTGTCCCTCACGAGACAAAGCGGAAGATGCACCTGGAAATCTTTCTGGCACATACG
ACACAGAGGACGTGCAGCTCCTCAGGAAAATCAGAGAAGCACTTGGTAAGATCCCTGCTGCTGCTGG
GCACCCCAAGGAACAGGCCACCCATCGTGGCCCACCAGCTCCGCTCAGCCCTGGCGTTCCTGTGAAG
GGCAACATTGTCGCTGACAGCAGCTTTCTCCATTCTGACTTGATGTCAGACTGGAGCATCTCCTCGTT

TTCAACATTCACGTCTCGTGATGAGCAGGACTTCAGAAATGGCCTGGCAGCGTTAGATGCCAATATTG
CTCGGCTCCAGAAGTCCTTGAAGACTGGCCTTCTGGAGAAATGATTCTGGGAGGAAACTGATTGAGT
CCTTTTTTTAAAGTACAGAACTTGACTACATTCATAGTATATTTTGGGTTTTCTTAGAGAGAACATTTTA
TATTATTAATTATGTATGAAATAATAAATGGAGTAAATTTACTGTTAAGAATATTTTAACACCTGAAACT
TACAAAAACAAATTTTCTTGAAACCAACAGTCTGGGAGAAGAAAGCCGTGGATCAGAAAGTATTGATT
TCAAGGCGCTTTACTTGACAGCTTCGGCTTCACAGAGAATTCTTCACTGTGCAATGGCTGGGTCGGCG
GTGCAGCCACCGAGCATCTCTGTCTGGAAGGAGAGTACGAAAGGATCAGTACTGTTTAAATGTTCCTC
TCTGCAGTGGAATGTTGGTTTCATGGTAGTGTTCTTGTGTATGGGAATACTCTGTGTTACGAGCTAGT

GCTGCCAATGACATGCGCTAACGTTTCAGAGAGAGAGAAGAGGCAGGTGCACCCACCTCACACAAAG
CATTGATTTGTCCAGAGAAATACCGATGATTGATTAATACATAGTTTTTAAACCTTGGGCATTTTATTTA
TATTTGTCCTGAATGCATGTTTTAAGACCTTTAAAAAATAAAGTCAGACTGATAAGGTAATGCTAAATA

ACCAAGTTTTACCTTAGTAATTTTGTTTTTTAGTAAGAATTATTGGGTTTTCCTTAATG TG COAART
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ANEXO B: FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Clind CIs/ind CIIind CIIs/ind CVind CVs/ind M

Figura I. Expresion de la proteina de fusion GST-CCDC14. Se muestra la fotografia de un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE tefiido con azul de Coomasie en el cual se migraron los lisados proteicos de:
clon I con vector recombinante pGEX-CCDC14 inducido (CI ind), clon I con vector recombinante pGEX-
CCDC14 sin inducir (CI s/ind), clon II con vector recombinante pGEX-CCDC14 inducido (CII ind), clon II
con vector recombinante pGEX-CCDC14 sin inducir (CII s/ind), clon conteniendo el vector pGEX sin
inserto (“vacio”) inducido (CV ind), clon conteniendo el vector pGEX “vacio” sin inducir (CV s/ind).
Marcador de Peso Molecular (M): PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas). Se sefiala con
puntas de flecha la posicidon de: la proteina de fusion GST-CCDC14 (rojo), bandas menores, posibles
productos de protedlisis (amarillo), la proteina GST (verde) [Extraido de Lassabe, 2011].
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Figura II. Purificacion de la proteina de fusion y confirmacion de la identidad de la proteina
purificada mediante ensayos de Western Blot con anticuerpo anti-GST. A. Gel de poliacrilamida
SDS-PAGE tefiido con azul de Coomasie, mostrando los resultados de la purificacion, y B. Ensayo de
Western blot con anticuerpo anti-GST. En los dos geles se cargaron las mismas muestras, pero en B se
sembrd 1/3 que en A del volumen de cada muestra: clon con vector pGEX sin inserto (vacio) inducido
(CV ind), clon I con vector recombinante pGEX-CCDC14 inducido (CI ind), y sin purificar ninguno de los
dos, y resultado de uno de los ensayos de purificacion, en que se muestran la primera y la ultima de las
fracciones colectadas (F1; y F4;). Marcador de peso molecular (M): “PageRuler Unstained Protein
Ladder” (Fermentas). Se sefiala con puntas de flecha la posicién de la proteina de fusion GST-CCDC14
(amarillo), bandas menores, productos de protedlisis (amarillo), y la proteina GST aislada (verde)
[Extraido de Lassabe, 2011].
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