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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

pb: Par de bases (base pair).

CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

dNTP: Desoxiribonucleétido trifosfato (deoxyribonucleotide triphosphate)
Dpc: Dias post coito.

Dpp: Dias post parto.

EX,5: X,5 dias de desarrollo embrionario.

FBS: Suero fetal bovino (fetal bovine serum).

FSH: Hormona foliculo estimulante (follicle-stimulating hormone).

LH: Hormona luteinizante (luteinizing hormone).

MEFs: Fibroblastos embrionarios de raton (mouse embryonic fibroblasts).
PBS: Tampdn fosfato salino (phosphate buffered saline).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction).
PSG: Penicilina-estreptomicina-glutamina (Penicillin-Streptomycin-Glutamine).
PX: X dias posparto.

rpm: Revoluciones por minuto.

sgRNA: Guia sintética de ARN (synthetic guide RNA).

TRIM: Motivo tripartito (tripartite motif).

UTR: Regidn sin traducir (untranslated region).



RESUMEN

TRIM37 es un gen que se encuentra en el cromosoma 17¢g22-23 y que codifica una
proteina del mismo nombre con actividad E3-ubiquitin ligasa. Se han descrito diversas
mutaciones en TRIM37 asociadas con el desarrollo de una enfermedad rara autosémica
recesiva denominada mulibrey nanism, una enfermedad multiorganica que se caracteriza
por un retraso severo en el crecimiento, infertilidad, cardiopatias y una mayor incidencia
tumoral. Todas las mutaciones descritas en TRIM37 en estos pacientes conllevan una
pérdida de funcion de la proteina. A pesar de la aparente relevancia de la misma durante
las primeras etapas del desarrollo, la maduracion sexual, la fertilidad y la tumorigénesis,
actualmente adn se desconoce cual es la funcion in vivo de TRIM37. Con el fin de
determinar el papel que desempefia esta proteina a nivel fisiolégico asi como su
implicacion en el desarrollo de la infertilidad y la tumorigénesis, decidimos generar un
modelo de ratén nulo para TRIM37. Los resultados obtenidos en el estudio,
demostraron en los ratones macho TRIM377" la presencia de hipoplasia testicular con
degeneracion de los tabulos seminiferos y azoospermia. Ademas, se ha puesto de
manifiesto el posible papel de esta proteina en el correcto desarrollo del huso
acromatico durante la division celular, al constatar la presencia de un mayor nimero de
husos multipolares en aquellos MEFs nulos para TRIM37 en relacion con los

heterocigotos.



INTRODUCCION

TRIM37 es un gen que se encuentra localizado en el cromosoma 17qg22-23 [1-3], y que
codifica una proteina del mismo nombre, perteneciente a la familia de proteinas con
motivo tripartito (TRIM) [1,2,4,5] y a la subfamilia de dedos de zinc [1]. EI motivo
tripartito se encuentra en la regién N-terminal y estad formado por un dominio RING, un
dominio B-box y una regién coiled-coil [1,2,4,5]. TRIM37 esta presente en la mayoria
de los tejidos humanos analizados [1,4,6] con una mayor expresion en cerebro y
testiculos [6]. En cuanto a su localizacion subcelular, se ha descrito que TRIM37 se
puede detectar en el interior de los peroxisomas [1-4,7] en el nucleo y formando

agregados perinucleares en células en cultivo [8].
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Figura 1. Representacion esquematica del motivo tripartito de TRIM37. EI motivo tripartito se encuentra
en la region N-terminal y estd formado por un dominio RING, un dominio B-box y una regién coiled-coil.

Se ha comprobado que la proteina TRIM37 es capaz de actuar como una E3 ubiquitin
ligasa [2-5,9]. Estos enzimas pertenecen al denominado sistema de ubiquitinas,
encargado del proceso denominado ubiquitinacién de proteinas, una modificacion
postrasduccional en la que intervienen enzimas especificas cuyo objetivo es la unién de
una o varias moléculas de ubiquitina a la proteina diana con la finalidad de regular
diversas rutas de sefializacion a nivel celular y de marcar determinados sustratos para su
degradacion en el proteosoma. El proceso se inicia con la enzima E1 activadora que
tiene la capacidad de unirse covalentemente a una molécula de ubiquitina;
posteriormente la enzima E2 de conjugacion media la trasferencia de dicha molécula
desde E1 a si misma y, por ultimo, E3 ubiquitin ligasa seria la encargada de trasferir la
ubiquitina desde E2 hasta la proteina diana [10].



Debido al gran numero de subtipos de E3 ligasa conocidos, se cree que es ésta enzima la
que determina la especificidad del sustrato al que se van a unir las moléculas de
Ubiquitina [10]. El sustrato de TRIM37 es desconocido en la actualidad, pero se cree
que su funcion podria estar implicada en la regulacién de varios procesos celulares y en

el marcaje de diversas proteinas para su degradacion en el proteosoma [2,4].
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Figura 2. Representacién esquematica del proceso de ubiquitinacion.

Se han descrito diversas mutaciones en el gen TRIM37 que estan asociadas con el
desarrollo de una enfermedad rara denominada mulibrey nanism (OMIM 253250) [1-
5]. Se trata de una enfermedad monogénica autosémica recesiva [1-4] caracterizada por
un fallo severo en el crecimiento y multiples manifestaciones organicas [1-5] que fue
descrita por primera vez en Finlandia a principios de 1970 [1]. Todas las mutaciones
descritas hasta el momento en el gen TRIM37 parecen dar lugar a alelos nulos y, por
tanto, a proteinas no funcionales [2].

El acronimo mulibrey (muscle-liver-brain-eye) [1,3,4] hace referencia a algunas de las
caracteristicas clinicas que presentan estos pacientes: Hipotonia muscular,
hepatomegalia, dilatacion de los ventriculos cerebrales y cisternas basales vy
pigmentacion anormal de la retina [1]. Por otra parte, el término nanism esta
relacionado con el retraso en el crecimiento observado ya desde el periodo prenatal, que

esta presente en practicamente la totalidad de los casos estudiados [1-5].



La mayor parte de estos pacientes también cursan con problemas respiratorios,
trastornos de la deglucion, infecciones de repeticion, signos de enfermedad cardiaca,
nevus flammeus, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico, alteraciones en el tono
de la voz y una mayor frecuencia en el desarrollo de tumores malignos y benignos en
maultiples drganos, asi como alteraciones vasculares y trastornos en el desarrollo
orgénico, probablemente asociado a un defecto de la migracion celular durante el
desarrollo embrionario. A pesar de todo ello, se ha observado que el desarrollo

psicomotor es normal en la mayoria de los pacientes estudiados [1-4].

Investigaciones realizadas han revelado que la afectacion cardiaca, especialmente
debida al desarrollo de pericarditis constrictiva y miocardiopatia, es la principal causa
de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. Esto va a dar lugar, en el 50% de los
casos, a una disminucion de la esperanza de vida debido al desarrollo de fallo cardiaco

congestivo antes de alcanzar la edad adulta [3].

Ademas, durante el seguimiento clinico realizado a estos pacientes, se ha puesto de

manifiesto que todos ellos presentan fallos en la maduracion sexual e infertilidad [2,7].

La infertilidad es un problema creciente, que afecta aproximadamente a 15% de las
parejas en todo el mundo. Aunque existen algunos trastornos de infertilidad que estan
asociados con sindromes genéticos bien definidos, casi una cuarta parte de los casos
clinicos en ambos sexos son de naturaleza desconocida, en parte debido al escaso
conocimiento que se tiene sobre los mecanismos béasicos que regulan la fertilidad. Por
tanto, no es sorprendente que el diagndstico de infertilidad idiopéatica sea el mas comun

en la clinica diaria [2, 11, 12].

En el caso de las mujeres que portan mutaciones en TRIM37, se ha observado que todas
ellas inician la pubertad con desarrollo normal de la menarquia, sin embargo, al poco
tiempo tienden a presentar irregularidades que oscilan entre oligomenorrea y amenorrea,
con episodios de metrorragia, dando lugar a un fallo ovarico prematuro y, por tanto, a
infertilidad. En estas pacientes se ha observado un pobre desarrollo mamario, ovario y
utero pequefios, la aparicion de fibrotecomas ovaricos y niveles de gonadotropinas

elevados [7].



Por otra parte, los varones con mutaciones en TRIM37 presentan un fenotipo genital
externo normal, pero con testiculos reducidos de tamafio. Al igual que en las mujeres, el
inicio de la pubertad se desarrolla con normalidad, con niveles de FSH, LH, testosterona
e inhibina B normales. Sin embargo, poco tiempo después, el desarrollo del crecimiento
testicular y la virilizacion se ven enlentecidos, acompafiado de un incremento
progresivo de FSH y LH, descenso de los niveles de inhibina B y el mantenimiento de
los niveles de testosterona. Las muestras de semen de estos pacientes revelan una
oligoastenozoospermia o0 azoospermia. Todo ello conduce a un hipogonadismo
hipergonadotrdpico, que cursa con infertilidad. Aunque es mas infrecuente, también se

ha descrito algln caso de tecoma testicular [2].

Estos estudios sugieren, por tanto, que TRIM37 es un nuevo gen candidato de
infertilidad tanto masculina como femenina [2,7].

Recientemente se ha descrito que la region 17923, dentro de la cual se localiza TRIM37,
esta amplificada en aproximadamente el 40% de los tumores de mama y que lineas
celulares de tumores de mama que tienen amplificada esta region también presentan
sobrexpresion de TRIM37. La disminucién de los niveles de esta proteina mediante
ARN de interferencia en estas lineas celulares disminuye sustancialmente el crecimiento
tumoral en xenoinjertos de raton. Por el contrario, la expresion ectopica de TRIM37 es
capaz de convertir en tumorigénicas células no transformadas. Estos resultados
presentan a TRIM37 como una nueva oncoproteina implicada en el desarrollo de

tumores de mama [9].

Por otra parte, se ha descrito que, en lineas celulares humanas, TRIM37 puede prevenir
la reduplicacion de los centriolos durante la division celular, evitando asi la aparicion de
centriolos supernumerarios que den lugar a husos multipolares y el consecuente reparto

anomalo de cromosomas entre las dos células hijas [5].



JUSTIFICACION

A pesar de la aparente relevancia de esta proteina durante las primeras etapas del
desarrollo, la maduracion sexual, la fertilidad y la tumorigénesis, actualmente aun se
desconoce cual es la funcién in vivo de TRIM37, asi como los mecanismos patogénicos
que dan lugar a la enfermedad mulibrey nanism, aunque se postula la pérdida de funcién
de la E3 ubiquitin ligasa, como consecuencia de la mutacion en el gen, como una de las

posibles causas implicadas en el desarrollo de esta enfermedad.

Teniendo en cuenta todo esto y empleando un modelo murino nulo para TRIM37
decidimos abordar el estudio de la funcidn/es de esta proteina a nivel fisioldgico asi

como su implicacion en el desarrollo de las distintas patologias descritas anteriormente.



OBJETIVOS

El presente trabajo se enmarca dentro de este plan general de determinar la funcion in
vivo de TRIM37 y su relevancia en el desarrollo del mulibrey nanism centrdndonos
principalmente en los procesos de infertilidad y desarrollo tumoral.

En base a ello, los objetivos concretos de este trabajo son:
1. Estudio de la fertilidad masculina en ratones nulos para TRIM37 (TRIM37™7).

2. Determinacion de la posible implicacion de TRIM37 en el correcto desarrollo de la

mitosis celular, mediante el estudio de fibroblastos embrionarios de ratén.



MATERIAL Y METODOS

1. Estudio de testiculos de ratén.

Se procedié a sacrificar a los ratones con CO, y posteriormente se practicO una
diseccion para la extraccion testicular. Una vez obtenidos los testiculos, se pesaron en

una balanza.
- Analisis histoldgico de testiculos

Uno de los testiculos, fue fijado con Bouin y se empled para realizar una tincion

histol6gica con hematoxilina-eosina.
- Esparcido de espermatocitos

Sobre el testiculo restante se realiz6 la técnica del esparcido de espermatocitos (surface
spreading). Para ello, se eliminé la tunica albuginea y tras depositar el testiculo sobre
una placa de petri junto con PBS, se procedio a la trituracion del mismo empleando para
ello un bisturi. De esta manera se obtuvieron células de la espermatogénesis, que fueron
recogidas en un tubo de 15 mL, al que se afiadié ademas 3 mL de PBS, y se centrifugd
durante 7 minutos a 1200 rpm, repitiéndose este proceso una segunda vez. El Pellet
obtenido se resuspendi6é en 200 pL de sacarosa 100 mM. Tras esto, se depositaron 20
L de las células en suspension sobre un portaobjetos junto con 400uL de fijador. Este
fue preparado mediante 1% de paraformaldehido Sigma Aldrich, 0,15% de tritén X-100
Sigma-Aldrich, 10 mM de tetraborato de sodio y ajustado a pH 9,2. A continuacién, se
mezclé la suspensidon celular junto con el fijador por toda la superficie del portaobjetos
balanceandolos y se dejaron secar parcialmente en una camara himeda a temperatura
ambiente durante 2 horas. Tras esto, las preparaciones se lavaron con 0,08% de kodak
photo-flo y se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, se almacenaron en

PBS con 0,05% de azida a 4°C hasta el momento de usarse.
2. Obtencidn de fibroblastos embrionarios de raton.

A partir de cruces entre individuos heterocigotos se obtuvieron embriones de 13,5 dpc.
Tras esto, se sacrifico a la hembra empleando CO, para extraer los embriones del utero,
a los que se elimino la cabeza y las visceras, tomando parte del material desechado para
la extraccion de ADN genomico y el posterior genotipado mediante PCR. El resto del
embrion se trasfirio a un tubo eppenddorf con tripsina al 0,25% y se incubd durante 24h
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a 4°C. Se transfirieron a una placa de 10 cm de diametro con medio de cultivo y se
incubaron a 37°C. Cuando los embriones alcanzaron el 100% de confluencia, unas 24h
después, se tripsinizaron y se trasfirieron a una placa de 15 cm de diametro. Cuando
alcanzaron de nuevo la confluencia, se tripsinizaron y se congelaron en medio DMEM
con 10% de DMSO y 20% de FBS. Estas células se consideran en pase 0.

3. Genotipado de los embriones de raton.

El analisis del genotipo de los ratones se realiz6 mediante PCR. Para extraer el ADN
gendémico de las muestras obtenidas en el apartado anterior, se incubd cada una de ellas
con 600 pL de NaOH a 95°C durante 30 min. Tras esto, se neutralizaron con 50 pL de
TRIS (HCI, pH8, 1M), seguido de una centrifugacion a 13000 rpm durante 10 min. Para
el genotipado se utilizaron oligonucleétidos que flanqueaban el exén 4, dentro del cual
se encuentra la secuencia delecionada en el alelo mutante (5"tccaagcccatggtatcatttt3” y
5"gccccaggataaatccacagta3”’) (Ver Anexo 1). En las reacciones se utilizaron 5 pmol de
dNTPs, 75 pmol de cada oligonucle6tido y 1,25U de la Tag ADN polimerasa (Takara)
en un volumen final de 25 pl. Las reacciones fueron llevadas a cabo en el interior de un
termociclador, en el que se realizaron 35 ciclos de desnaturalizacion (20 segundos a
94°C), anillamiento (20 segundos a 58°C) y elongacion (45 segundos a 72°C). Los
productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

4. Cultivos celulares y condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
SIGMA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, GIBCO) y 1% de
penicilina/estreptomicina/glutamina (PSG, Gibco). Para subcultivar los MEFs, se
elimin6 el medio de cultivo y se lavé con 5 mL de PBS al 1X para eliminar los restos de
FBS. Tras ello, se empled 1,5 mL de trispsina al 0,05% (GIBCO), con la finalidad de
romper la matriz extracelular y separar los fibroblastos, y se incubaron durante 5 min a
37°C. A continuacion, la tripsina fue neutralizada afiadiendo 1,5 mL del medio con FBS
a cada placa de cultivo. Tras esto, se disgregaron las células de forma mecanica con la

pipeta, se contaron y se trasfirio el nimero deseado a otra placa de cultivo.
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5. Inmunofluorescencia

Se sembraron MEFs (pase 2-3) en placas de 3,5 cm con cristales cubreobjetos cubiertos
con gelatina porcina (0,5%, SIGMA) a una densidad de 1,4x105 células por placa. Las
celulas se incubaron 48 horas.

Una vez fijadas las células con 4% P-formaldehido durante 7 min a 4°C, se lavaron con
PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 (SIGMA) al 0,2% en KB-buffer (20 mM
Tris HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1% BSA) durante 4 min. Tras un segundo lavado con
PBS, las células fueron bloqueadas con FBS al 7% en PBS durante 30 minutos. A
continuacidn, se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) diluido
en PBS con 7% de FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras esto, se realizaron
tres lavados de 5 minutos con PBS para posteriormente realizar una incubacion de 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con un
fluorocromo, diluido 1:100 en PBS con 7% de FBS. Por ultimo, se realizaron otros tres
lavados de 5 minutos con PBS. Las preparaciones se montaron con Vectashield®

(Vector Laboratories) y DAPI (4 ,6-Diamino-2-Phenylindole) para contrastar los

nucleos.

ANTICUERPO ORIGEN DILUCION PROVEEDOR
Anti-Fosfo-Histona H3 (Ser 10) Conejo 1:500 MILLIPORE
Anti-a-tubulina Ratén 1:500 SIGMA-ALDRICH

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunofluorescencia.
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RESULTADOS

1. Estudio de la fertilidad masculina en ratones nulos para TRIM37 (TRIM377).

Esta descrito que los varones con mulibrey nanism son infértiles y presentan
hipogonadismo asociado a oligoastenozoospermia o azoospermia [2]. Con el fin de
determinar la implicacién de TRIM37 en estos procesos decidimos llevar a cabo un

estudio de la fertilidad en ratones nulos para esta proteina.

Para comprobar la asociacion entre la ausencia de expresion de TRIM37 y el fenotipo
testicular descrito, se obtuvieron los testiculos de ratones adultos de 2 meses de vida,
TRIM37"* y TRIM377. A simple vista, los testiculos procedentes del ratén nulo para
TRIM37 tienen un tamafio menor que aquellos extraidos del ratdn silvestre (Figura 3).
Con el fin de cuantificar la diferencia de tamafio observada, los testiculos fueron
pesados en una balanza de precision. Los resultados obtenidos demostraron que el peso
de los testiculos del ratén con pérdida de funcion de la proteina era aproximadamente 4
veces mas pequefio que el del raton silvestre, obteniéndose los valores que se muestran

en la tabla 2.

K

TRIM37*/* TRIM37/-

Figura 3. La eliminacion de TRIM37 conlleva una reduccion del tamafio de los testiculos.

GENOTIPO TIEMPO DE VIDA PESO (q)
TRIM37"* 2 meses 0,0813
TRIM37" 2 meses 0,0184

Tabla 2. Estudio comparativo entre dos testiculos de ratones de 2 meses de vida, TRIM37** yTRIM37™"".
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Los testiculos de los ratones descritos anteriormente, se fijaron en Bouin para realizar

un estudio histolégico mediante tincion con hematoxilina-eosina.

Como se aprecia en la figura 4, en los cortes histolégicos del epididimo del raton
silvestre, se puede observar la presencia de espermatozoides en el interior de los
conductos epididimarios, al contrario que sucede con el raton nulo para TRIM37, en el

que se pone de manifiesto la ausencia total de espermatozoides (Figura 4).

TRIM37+* TRIM37--

Figura 4. Corte histologico de epididimo de un ratén silvestre en comparacion con un ratén con alelo
nulo para TRIM37. La figura 4A muestra una seccion histolégica del epididimo de un ratén TRIM37*"*
de 2 meses de vida, en la que se pueden observar espermatozoides en el interior de los conductos
epididimarios (flechas). La figura 4B corresponde a un ratén TRIM37" en la que se aprecia la ausencia
de espermatozoides en el interior de los conductos (flechas). Ambas fotos fueron tomadas empleando el
objetivo 20X; la escala utilizada es de 50 pum.

+/+

En los cortes histoldgicos de testiculo, se puede observar que en el raton TRIM37
estan presentes todos los estadios celulares desde espermatogonia hasta espermatozoide.

Por el contrario, en el raton TRIM37™"-

se aprecia un menor nimero de espermatogonias
y espermatocitos; a pesar de ello, pueden observarse células hasta el estadio de
espermatidas alargadas, pero en ningun caso se aprecian espermatozoides. Llama la
atencion la presencia de tubulos seminiferos degenerados que solo contienen células de

Sertoli (fenotipo denominado Sertoli-cell-only) (Figura 5).
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TRIM37+*

Figura 5. Corte histolégico de testiculo de un ratén silvestre en comparacion con un ratén con alelo nulo
para TRIM37. En la figura 5A se puede apreciar una secci6n histolégica de testiculo de un ratén
TRIM37*"*, con un desarrollo normal de la espermatogénesis (Objetivo 10X. Escala: 200um). La figura 5B
muestra un plano mas ampliado de la imagen anterior, en la que se pueden observar con detalle los distintos
estadios de la espermatogénesis (Objetivo 40X. Escala: 20um). La figura 5C corresponde a un corte
histolégico de un ratén TRIM377(Objetivo 10X. Escala: 200um). En la figura 5D se pueden apreciar, de
manera mas detallada, algunos tdbulos seminiferos correspondientes a la imagen anterior. En este caso, se
observa que el ratén TRIM37” presenta un menor nimero de espermatogonias. A pesar de ello, pueden
verse células hasta el estadio de espermatida alargada, pero en ningln caso se aprecian espermatozoides.
También se muestran algunos tlbulos seminiferos que solo contienen células de Sertoli (fenotipo
denominado Sertoli-cell-only)(flechas) .Objetivo 40X. Escala: 20um.

Con el fin de observar mejor las posibles alteraciones que tienen lugar durante la

espermatogénesis de estos ratones decidimos realizar un esparcido de espermatocitos

(surface spreading) de los testiculos silvestres y mutantes.

14



Al observar las muestras al microscopio, se aprecia que en el ratdn silvestre estan
presentes células en todos los estadios de la espermatogénesis, desde espermatogonia a
espermatozoide. Sin embargo, en el ratén nulo para TRIM37 se observan muy pocos
espermatocitos y un escaso numero de espermatidas alargadas, presentando éstas
cabezas dafiadas y aberrantes en comparacion con el individuo silvestre (Figura 6); en

ningun caso se aprecian espermatozoides.

TRIM37-"-

TRIM37+*

~

TRIM37-"- TRIM37-"-

y

Figura 6. Figura comparativa entre las cabezas de espermétidas de dos ratones, TRIM37** y TRIM37™.
Mediante la técnica del esparcido de espermatocitos se puede observar que en el ratdn silvestre las cabezas
de espermatidas se encuentran dentro de la normalidad (Figura 6A), mientras que en el raton nulo para
TRIM37 se presentan con formas aberrantes (Figuras 6B, 6C, 6D).

Dado que la espermatogénesis de los ratones adultos nulos para TRIM37 se encuentra
afectada y teniendo en cuenta que el primer ciclo mei6tico comienza el dia 10 de vida y
se prolonga hasta el dia 35 (figura 7), se procedié a realizar un segundo estudio con
ratones de 18 dpp. El estudio de estos animales nos va a permitir determinar si el estado
degenerativo de los testiculos se produce como consecuencia de la acumulacion crénica
de dafio en las sucesivas rondas meioticas o bien su origen es previo al inicio de la

espermatogénesis.
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ESPERMATOGENESIS

MITOSIS MEIOSIS| MEIOSISII ESPERMIOGENESIS
Zigotena
Leptotena Paquitena Diplotena

Nacimiento 7 10 12 14 17 18 20 30 35
T A
ESPERMATOGONIA ESPERMATOCITO ESPERMATOCITO ESPERMATIDAS
PRIMARIO SECUNDARIO ALARGADAS

ESPERMATIDAS

REDONDAS ESPERMATOZOIDES

Figura 7. Representacion esquematica del proceso de espermatogénesis en el ratén. Durante el periodo
embrionario, los gonocitos migran desde la cresta neural a las génadas, donde se dividen y quedan
quiescentes. Entre los dias 5 y 10 dpp estos gonocitos se diferencian a espermatogonias, las cuales a partir
del dia 10 se van a dividir de forma asimétrica generando otra espermatogonia y una celula que entra en
meiosis para producir espermatozoides.

Asi, se extrajeron los testiculos de ratones TRIM37** y TRIM377 de 18 dpp y se
pesaron en una balanza para determinar la diferencia de tamafio. Al igual que en el caso
anterior, los resultados obtenidos demostraron que el peso de los testiculos del ratén
mutante era considerablemente menor, aproximadamente la mitad, que aquellos

procedentes del raton silvestre, obteniéndose los valores que se muestran en la tabla 3.

GENOTIPO TIEMPO DE VIDA PESO (q)
TRIM37** 18 dpp 0,0168
TRIM37" 18 dpp 0,0084

Tabla 3. Estudio comparativo entre dos testiculos de ratones de 18 dpp, TRIM37"* y TRIM37™",

El posterior analisis histoldgico de estos testiculos puso de manifiesto, tal y como se
observa en la figura 8, que a 18 ddp, cuando aun se esta realizando el primer ciclo
meidtico, ya se observa la presencia de algunos tubulos en proceso degenerativo en el
individuo TRIM377". Ademas, el nimero de espermatocitos, en aquellos tibulos que los

presentan, es mucho menor que el que se observa en los tubulos del testiculo silvestre.
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TRIM37++ TRIM37-

Figura 8. Corte histoldgico de testiculo de dos ratones de 18 dpp, TRIM37** y TRIM37". La figura 8A
muestra un corte histolégico de testiculo de un raton silvestre de 18 dpp (Objetivo 10X. Escala: 200um).
La figura 8B corresponde a una ampliacion de la seccién histolégica anterior, en la que se observa el
primer ciclo de elaboracién de espermatozoides, pudiendo hallarse células de la espermatogénesis hasta
el estadio de espermatocito (flechas) (Objetivo 40X. Escala: 20um). La figura 8C pertenece a un corte
histolégico de un raton con alelo nulo para TRIM37 (Objetivo 10X. Escala: 200um). De una manera mas
ampliada, la figura 8D muestra un menor ndmero de espermatogonias y espermatocitos (flechas) con
respecto al ratén silvestre y, ademas, pueden apreciarse algunos tGbulos seminiferos que presentan un
fenotipo Sertoli-cell-only (SCO) (Objetivo 40X. Escala: 20um).
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2. Determinacion de la posible implicacion de TRIM37 en el correcto desarrollo de

la mitosis celular, mediante el estudio de fibroblastos embrionarios de raton.

Estudios llevados a cabo en lineas celulares humanas, sugieren que TRIM37 podria
estar implicado en el correcto desarrollo de la mitosis celular [5]. Con el fin de
comprobar la implicacion in vivo de TRIM37 en el correcto desarrollo de esta fase del
ciclo celular, decidimos utilizar fibroblastos embrionarios de ratones nulos para
TRIM37.

A partir del cruce entre dos ratones heterocigotos, se obtuvieron cinco embriones a los
13,5 dpc. Posteriormente, se tomaron muestras de ADN de cada uno de ellos y se
procedio a realizar el genotipado mediante PCR (Figura 9).

A cada uno de los embriones se los denominé como 1A, 2A, 3A, 4A y 5A, y el genotipo
resultante fue el siguiente: TRIM37*(1A), TRIM377°(2A), TRIM377°(3A), TRIM37*"
(4A), TRIM377(5A).

Figura 9. Genotipado de ratones mediante PCR. En la imagen se muestra el genotipo de los cinco
embriones: 1A (TRIM37"), 2A (TRIM377), 3A (TRIM37"), 4A (TRIM37*") y 5A (TRIM37"). C-
corresponde al control negativo.
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A partir de estos embriones, se obtuvieron fibroblastos que fueron cultivados y se
utilizaron para realizar una inmunofluorescencia, frente a la proteina a-tubulina y a la
histona H3 fosforilada en serina 10 (PH-3). El anticuerpo anti-a-tubulina es capaz de
fijarse a los haces de tubulina que conforman el huso acromatico en las células en
mitosis, por lo que permite distinguir la presencia de husos bipolares de multipolares en
esta fase del ciclo celular (Figura 10). Por otro lado, PH-3 es un anticuerpo que marca la
histona H3 fosforilada, indicando con ello que la célula ha entrado en la fase G2 del
ciclo celular, y presenta su maxima expresién en mitosis, de manera que permite

distinguir si una célula se encuentra en una u otra fase del ciclo celular (Figura 11).

HUSOBIPOLAR HUSO MULTIPOLAR

Figura 10. Células en mitosis visualizadas con inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-a-
tubulina. (A) Mitosis correcta, en la que se puede observar el huso acromatico bipolar. (B) Mitosis
aberrante, en la que aparece un huso multipolar.

FASEG2 MITOSIS

A

Figura 11. Inmunofluorescencia con pH-3. (A) Célula en fase G2. (B) Célula en fase M.

19



Empleando un microscopio, se hizo una busqueda de 100 células en mitosis de cada una
de las preparaciones y se realizd un recuento separando las que presentaban husos
bipolares de aquellas que contenian husos multipolares gracias al estudio de la
inmunofluorescencia del anticuerpo anti-a-tubulina. Como puede observarse en la
figura 12, el niamero de husos multipolares encontrados en los MEFs de ratones nulos
para TRIM37 es mucho mayor que los presentados por los ratones heterocigotos (45% y
17% respectivamente).

90 - A

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A B Husos multipolares

M Husos bipolares

90 -
80 -
70 A
60 -
50 - B Husos bipolares

40 A B Husos multipolares
30 -~
20 -~
10 -

TRIM37+/- TRIM37-/-

Figura 12. (A) Representacion grafica de los husos bipolares y multipolares en cada una de las
preparaciones de fibroblastos embrionarios de raton. (1A) 82,76% de husos bipolares y 17,24% de husos
multipolares. (2A) 53% de husos bipolares y 47% de husos multipolares. (3A) 43% de husos bipolares y
57% de husos multipolares. (4A) 83% de husos bipolares y 17% de husos multipolares. (5A) 69% de
husos bipolares y 31% de husos multipolares. (B) Representacién grafica de la media aritmética de los
valores anteriores. Los ratones TRIM37"" presentan un 82,88% de husos bipolares y 17,12% de husos
multipolares. En cambio, los ratones TRIM37™ presentan un 55% de husos bipolares y 45% de husos
multipolares.
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Para determinar posibles diferencias en la entrada/salida de mitosis entre ambos
genotipos, se tomaron 10 fotografias de varios campos de cada preparacion, realizadas
al azar. De cada una de ellas se hizo un recuento de las células presentes en estadio G2 y
en fase M. Para ello, se procedid a contar los nucleos de todas las células del campo
correspondiente tefiidas con DAPI; entre ellas, se realizo un recuento de células en fase
G2 y M, que podian distinguirse por la intensidad de marcaje que expresaba el
anticuerpo PH-3, halla&ndose posteriormente el porcentaje de ambas respecto al total de
nucleos contados. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 13, en la que se
puede observar que no existen diferencias significativas entre los ratones TRIM37"" y
TRIM377",

’ A
20 A
15 -
10 A B Células en fase G2
] M Células en fase M
0 T T T T 1
N A a N N
& & & & &
¢ & & & &
Ng \s N W x
25 - B
20 -
15 - H Células en fase G2
10 - B Células en fase M
5 -
0 T T T 1
TRIM37+/- TRIM37-/-

Figura 13. (A) Representacion grafica de las células en fase G2 y M en cada una de las preparaciones. (1A)
17% de células en fase G2 y 0,5% de células en fase M. (2A) 24,45% de células en fase G2 y 2,55% de
células en fase M. (3A) 16,2% de células en fase G2 y 1,58% de células en fase M. (4A) 15,4% de células
en fase G2 y 3,18% de células en fase M. (5A) 22,52% de células en fase G2 y 3,6% de células en fase M.
(B) Representacién grafica de la media aritmética de los valores anteriores. Los ratones TRIM37""
presentan un 16,2% de células en fase G2 y 1,84% de células en fase M. En cambio, los ratones TRIM37"
presentan un 21,06% de células en fase G2 y 2,58% de células en fase M.
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DISCUSION
1. Estudio de la fertilidad masculina en ratones nulos para TRIM37 (TRIM377).

Estudios realizados en pacientes con mulibrey nanism sugieren que la pérdida de
funcion de TRIM37 podria ser la causante del fenotipo patoldgico descrito en estos
pacientes, incluido el desarrollo de infertilidad [1,2,7]. Con el fin de determinar cuél es
la funcion que desempefia TRIM37 en la fertilidad masculina, se ha generado un

modelo de ratén nulo para esta proteina (TRIM377).

Empleando este modelo murino, se ha evaluado la maduracion sexual y la funcion
testicular de dos ratones TRIM377, de 2 meses y 18 dpp, en comparacion con dos

controles TRIM37*"* del mismo tiempo de vida.

Los resultados obtenidos han demostrado que la ausencia de TRIM37 produce en los
ratones hipoplasia testicular, tal y como ocurre en los pacientes con mulibrey nanism
(tablas 2 y 3). Por otra parte, el estudio histologico ha puesto de manifiesto que estos
ratones TRIM377 son infértiles por azoospermia. Los testiculos muestran una ausencia
total de espermatozoides y un menor nimero de espermatogonias, espermatocitos y
espermatidas alargadas, asi como tubulos seminiferos degenerados que solo contienen
células de Sertoli (figura 5). De la misma forma, en el ratén TRIM377" de 18 dpp ya se
observa un menor nimero de espermatogonias y espermatocitos con respecto al control
TRIM37* y, al igual que el raton de 2 meses, algunos de sus tibulos seminiferos
estaban degenerados, presentando un fenotipo Sertoly-cell-only (figura 8). Puesto que a
esta edad los ratones aun no han finalizado su primer ciclo meiotico, la degeneracion
testicular observada no se produce como consecuencia de la acumulacion cronica de
dafio en las sucesivas rondas meidticas, sino que debe tener su origen en un estadio

previo al inicio de la meiosis.

Poniendo estos datos en conjunto, se derivan tres posibles teorias para explicar este
proceso degenerativo: (1) Que los gonocitos no realicen una migracién correcta desde la
cresta neural a la génada (esto ocurre en el embrion entre E8,5 a E13,5); (2) Que los
gonocitos no se diferencien adecuadamente a espermatogonias (entre los dias P3 y P5);
(3) Que la division y/o mantenimiento de las espermatogonias no se realice de manera
correcta. También cabe la posibilidad de que el fallo en la espermatogénesis se deba a

una combinacién de las teorias anteriores.
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Por otra parte, se ha observado que el ratén TRIM37”" de 2 meses a pesar de presentar
un menor numero de espermatogonias, estas son capaces de desarrollarse hasta el
estadio de esperméatida alargada. Sin embargo, en ningin caso Se aprecian
espermatozoides. Esto pone de manifiesto la posibilidad de una segunda funcion de
TRIM37 en el desarrollo de la espermatogénesis, en concreto en la etapa de
espermiogénesis. Ademas, la presencia de espermatidas alargadas con cabezas
aberrantes, observadas con la técnica del esparcido de espermatocitos, apoyan esta
teoria, pues es posible que la ausencia de TRIM37 pudiera ser la responsable de que
dichas espermatidas adquieran estas formas aberrantes y no sean capaces de

diferenciarse a espermatozoides durante la espermiogénesis.

Todos estos resultados en conjunto, sugieren que TRIM37 podria tener un importante
papel en el desarrollo correcto de la fertilidad en mamiferos y que su ausencia podria ser
la causa del desarrollo de un fallo en la espermatogénesis posiblemente antes de la
iniciacion de la meiosis y en el desarrollo de la espermiogénesis. Sin embargo, seria
necesario realizar mas estudios al respecto que permitan definir el mecanismo de accion

exacto de esta proteina en relacion con la fertilidad.
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2. Determinacion de la posible implicacion de TRIM37 en el correcto desarrollo de

la mitosis celular, mediante el estudio de fibroblastos embrionarios de raton.

Estudios realizados en lineas celulares humanas han puesto de manifiesto que TRIM37
podria estar implicado en el correcto desarrollo de la mitosis celular [5]. Para estudiar,
la posible implicacion de TRIM37 en este proceso, decidimos abordar el estudio del

ciclo celular de fibroblastos embrionarios de ratén TRIM37™".

A partir del cruce entre dos ratones heterocigotos se obtuvieron cinco embriones con
genotipos TRIM37*" y TRIM37”". Como en la camada no se desarrollé ningtn raton
silvestre, decidimos emplear como controles los MEFs heterocigotos, presuponiendo

que éstos tendrian un fenotipo similar al silvestre.

El estudio de la formacion del huso acromatico en las mitosis celulares de los MEFs,
puso de manifiesto que las células nulas para TRIM37 presentaban un mayor nimero de

husos multipolares en relacién con las heterocigotas (45% frente a 17%).

Por otra parte, no parece que la aparicion de estos husos poliastrales afecte a la entrada,
salida o duracion de las mitosis de estos MEFs, ya que la cuantificacion del nimero de
células que se encuentran en fase G2 y fase M en cada uno de los embriones estudiados

no presentd diferencias significativas.

Estos datos en conjunto, ponen de manifiesto que TRIM37 podria estar implicado en la
correcta formacion del huso acromatico durante la division celular, de manera que su
ausencia podria promover la aparicion de estos husos multipolares. Esto podria
desencadenar un anormal reparto de cromosomas en las células hijas, generando como
consecuencia células aneuploides. Dado que la aneuploidia es una caracteristica
distintiva de la mayoria de los tumores solidos [13], es posible que la ausencia de
TRIM37 pueda ser una de las causas de la mayor susceptibilidad tumoral que presentan
los pacientes con mulibrey nanism. Sin embargo, seria necesario realizar mas estudios
para valorar si estas células con husos poliastrales son eliminadas por apoptosis o, por el
contrario, finalizan la mitosis generando células hijas aneuploides, que podrian
favorecer un posible desarrollo tumoral, confirmando la hipdtesis realizada

anteriormente.
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Por otra parte, el hecho de que los MEFs heterocigotos presentasen una cantidad
anormalmente elevada de husos multipolares, sugiere que posiblemente éstas células
sean haploinsuficientes, es decir, un solo alelo del gen TRIM37 no seria suficiente para
generar suficiente proteina para realizar correctamente todas las funciones que
desempefia. Por tanto, en este caso es posible que la haploinsuficiencia se manifieste
mediante un fenotipo menos penetrante (menor nimero de husos multipolares) que en el
caso de los MEFs nulos para TRIM37. Sin embargo, seria necesario realizar mas

estudios al respecto para comprobar este hecho.
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CONCLUSIONES

De la investigacion realizada, se derivan las siguientes conclusiones:

1. La ausencia de la proteina TRIM37 provoca esterilidad en los ratones macho por

azoospermia.
2. TRIM37 es necesaria para una correcta espermiogénesis en el raton.

3. TRIM37 parece estar implicada en la proliferacion y/o mantenimiento de las

espermatogonias.
4. La ausencia de TRIM37 promueve la formacion de husos poliastrales en MEFs.

5. TRIM37 podrian presentar una posible haploinsuficiencia.
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ANEXO 1

Para desarrollar un modelo de ratén TRIM377, se empleé una herramienta de ingenierfa
genética, conocida con el nombre de CRISPR/CAS9. Este sistema permite la edicion
del genoma diana mediante la actuacion de una endonucleasa CAS9 y sgRNA
complementario a 20 pb del ADN diana, que servird como guia de la endonucleasa para

actuar de manera precisa en el lugar de edicion.

El desarrollo de ratones nulos para TRIM37 se llevd a cabo mediante una
microinyeccion en zigotos de los componentes del sistema CRISPR/CAS9 y la posterior
trasferencia de los mismos a hembras pseudoprefiadas. De esta manera, se obtuvieron
ratones fundadores heterocigotos, que se pusieron en cruce para obtener las lineas

definitivas del modelo deseado.
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Figura suplementaria 1. Representacién esquematica del desarrollo de un modelo de ratén TRIM37™". (A)
Representacion esquemaética del gen TRIM37 con sus intrones y exones. (B) Representacidn esquematica
del alelo silvestre de TRIM37 (esquema superior) y de su trascrito a RNA mensajero (esquema inferior). Se
observa que el ex6n 1y 24 presentan una region 5"UTR y 3"UTR respectivamente (color blanco). El inicio
de la traduccion lo marca el triplete de nucledtidos ATG, mientras que su terminacion esta determinada por
el codon TGA. Asi, se puede observar que en el gen silvestre TRIM37 la traduccién a proteina comienza en
el exon 1y finaliza en el exén 24 (asterisco). (C) Representacion esquematica del gen TRIM37 editado por
CRISPR/CAS9 (esquema superior) y su trascrito a RNA mensajero (esquema inferior). Se observa que en el
exon 4 se ha producido una delecion de 104 pb. Esto ha dado lugar a un cambio en la secuencia de
nucledtidos alterando los codones originales y generando un codén de terminacion prematuro TGA en el
exon 6 (asterisco), que tiene como consecuencia la generacion de una proteina truncada
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Como se observa en la figura suplementaria 1, el gen TRIM37 estd compuesto por 24
exones. De ellos, el lugar elegido para la actuacién de los componentes del sistema
CRISPR/CAS9 fue el exdn 4, lugar donde se generd una delecién de 104 pb mediante la
actuacion de una nucleasa CAS9 y dos sgRNA (sgRNAL y sgRNA2) que actuarian
como guias en la edicion del genoma. Esta delecion del DNA diana dio lugar a un
cambio en la secuencia de los tripletes de nucleétidos que tuvo como consecuencia la

generacion de un codon de terminacion en el exdn 6, generando una proteina truncada.
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