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RESUMEN 

 La gametogénesis es un complejo y dinámico programa de diferenciación celular que, a 

través de una división reduccional (meiosis), genera células reproductivas haploides o gametos. 

La extrema complejidad de los mecanismos que regulan esta función dificulta su completo 

entendimiento desde el punto de vista molecular. En la presente Tesis Doctoral, hemos llevado a 

cabo un análisis funcional de diversas proteínas que se encuentran implicadas en el control de la 

gametogénesis: dos constituyentes del elemento central del complejo sinaptonémico (SYCE1 y 

SIX6OS1) y una histona específica de oocitos (H1FOO).  

 La meiosis o división reduccional que tiene lugar durante la gametogénesis depende del 

correcto ensamblaje del complejo sinaptonémico, un andamio proteico que media la sinapsis y la 

recombinación meiótica entre los cromosomas homólogos. En mamíferos, el complejo 

sinaptonémico se compone de ocho proteínas diferentes, entre las que se encuentra SYCE1. En 

la secuencia del gen SYCE1 se han descrito varias mutaciones causantes de infertilidades 

humanas, como la mutación c.613C>T en pacientes afectadas por Fallo Ovárico Prematuro (POF, 

Premature Ovarian Failure). Mediante la caracterización del correspondiente modelo murino 

humanizado, hemos demostrado que la variante SYCE1-c.613C>T provoca una alteración del 

ensamblaje del complejo sinaptonémico y de la maquinaria de recombinación meiótica. 

Mediante la combinación de estudios genéticos, celulares y bioquímicos, hemos demostrado que 

SYCE1 establece dos interfaces de interacción con SIX6OS1. El dominio N-terminal de SIX6OS1 

interrumpe la estructura homodimérica de SYCE1 para formar con él un complejo 1:1, mientras 

que la segunda zona de interacción se dispone entre la región C-terminal de SYCE1 y los residuos 

22-262 de SIX6OS1. Cada una de estas regiones se ven alteradas como consecuencia de las 

distintas mutaciones descritas en la secuencia de SYCE1 que causan Azoospermia No Obstructiva 

y POF, respectivamente. Además, hemos abordado también la caracterización funcional de la 

primera interfaz de interacción entre ambas proteínas, generando un modelo murino que porta 

una deleción de 12 aminoácidos dentro del dominio N-terminal de SIX6OS1. Los ratones mutantes 

homocigotos resultantes son infértiles a causa de un ensamblaje defectivo del complejo 

sinaptonémico y la acumulación de roturas de doble hebra en el DNA sin reparar. Por tanto, 

ambos dominios de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1 son esenciales para la correcta sinapsis 

entre cromosomas homólogos, y su irrupción explica por qué las mutaciones clínicas detectadas 

en SYCE1 causan infertilidad en humanos. 

 Otro proceso estrechamente asociado con la gametogénesis y con el desarrollo 

embrionario temprano es la remodelación de la estructura de la cromatina. En la regulación de 

este proceso, las histonas, en especial las pertenecientes a la familia H1, juegan un papel de vital 

importancia. Dentro de esta familia, H1FOO es una histona con expresión restringida a oocitos y 

zigotos cuya función in vivo no había sido explorada. Para estudiar su función, hemos generado 

un modelo murino nulo para H1foo, demostrando que tanto los machos como las hembras son 

fértiles. Los ratones mutantes no presentan fenotipo somático y evidencian una correcta 

progresión meiótica, así como una sinapsis efectiva entre cromosomas homólogos. Pese a la 

importancia de muchos componentes del oocito para la adecuada ejecución del programa de 

reprogramación, la deficiencia de H1FOO no perjudica la capacidad de reprogramación de MEFs 

a iPSCs. En conclusión, en este trabajo presentamos la primera evidencia in vivo de la 

dispensabilidad de H1FOO para la fertilidad y la reprogramación en mamíferos. 
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ABREVIATURAS

AEs: Axial Elements 

AMH: Anti-Müllerian Hormone 

AP: Alkaline Phosphatase 

ATM: Ataxia-Telangiectasia Mutated 

a.u.: Arbitrary Units 

BMP: Bone Morphogenetic Proteins 

bp: Base pair 

BSA: Bovine Serum Albumin 

BTB: Blood-Testis Barrier 

CD: Circular Dichroism 

cDNA: DNA complementario 

CE: Central Element 

CNVs: Copy Number Variations 

CO: Crossover 

CORFs: Candidate Oocyte Reprogramming 

Factors 

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short  

Palindromic Repeats 

crRNA: CRISPR RNA 

Ct: Cycle threshold 

DAPI: 4’,6 -diamidine-2-phenylindole 

dHJ: double Holliday Junctions 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DNA: Deoxyribonucleic Acid 

dNTPs: Desoxinucleótidos trifosfato 

dpc: Días post-coitum 

dpp: Días post-partum 

DSBs: Double Strand Breaks 

DTT: Ditiotreitol 

EJC: Exon Junction Complex 

FBS: Fetal Bovine Serum 

FITC: Fluorescein isothiocyanate 

FSH: Follicle-Stimulating Hormone 

GFP: Green Fluorescent Protein 

GV: Germinal Vesicle 

H1FOO: H1 histone family, member O, oocyte-

specific 

HEK: Human Embryonic Kidney 

HRP: Horseradish peroxidase 

ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection 

IgGs: Inmunoglobulinas G 

IF: Inmunofluorescencia 

IP: Inmunoprecipitación 

iPSCs: Induced Pluripotent Stem Cells 

IPTG: Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

KI: Knock-in 

KO: Knockout 

LEs: Lateral Elements 

LH: Luteinizing Hormone 

MBP: Maltose-Binding Protein 

MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts 

MRE: Mean Residue Ellipticity 

mRNA: RNA mensajero 

MSCI: Meiotic Sex Chromosome Inactivation 

NCO: Non-crossover 

NHEJ: Non-Homologous End Joining 

NMD: Nonsense-Mediated mRNA Decay 

NOA: Non-Obstructive Azoospermia 

n.s.: No significativo 

OA: Obstructive Azoospermia 

ORF: Open Reading Frame 

PAM: Protospacer Adjacent Motif 

PAR: Pseudoautosomal Region 

PCOS: Polycystic Ovary Syndrome 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PFA: Paraformaldehído 

PGCs: Primordial Germ Cells 

POF: Premature Ovarian Failure 

POI: Primary Ovarian Insufficiency 

PSG: Penicillin-Streptomycin-Glutamine 

Rg: Radio de giro 

RNs: Recombination Nodules 
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RNA: Ribonucleic Acid 

rpm: Revoluciones por minuto 

RT: Room Temperature 

SAC: Spindle Assembly Checkpoint 

SC: Synaptonemal Complex 

SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer 

scRNA-seq: single-cell RNA sequencing 

SDSA: Synthesis-Dependent Strand Annealing 

SEC-MALS: Size Exclusion Chromatography with 

Multiangle Light Scattering 

SEC-SAXS: Size Exclusion Chromatography with 

Small-Angle X-Ray Scattering 

sgRNA: single guide RNA 

siRNA: small interfering RNA 

SNBs: Nuclear Basic Proteins 

SNP: Single Nucleotide Polymorphism  

SRY: Sex-determining region Y 

SSCs: Spermatogonial Stem Cells 

ssDNA: single-stranded DNA 

ssODN: single-stranded Oligodeoxynucleotide 

TEV: Tobacco Etch Virus 

TFs: Transversal Filaments 

Tm: Temperatura de melting 

TPs: Transition Proteins 

tracrRNA: trans-activating crRNA 

TRITC: Rodamina 

UPR: Unfolded Protein Response 

WB: Western blot 

WT: Wild-Type 

Y2H: Yeast two-hybrid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

 

 

 

 



 

INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

INTRODUCCIÓN 



 

22 
 

 Introducción 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 
 

 Introducción 

1. Infertilidad humana 
 La reproducción es una compleja función biológica que depende de la acción coordinada 

de los sistemas reproductores masculino y femenino. Se estima que esta función se ve 

comprometida en hasta una de cada siete parejas, por lo que cerca de 200 millones de individuos 

en todo el planeta pueden llegar a verse afectados (Boivin et al., 2007; vander Borght & Wyns, 

2018). La Organización Mundial de la Salud y el Comité Internacional para la Monitorización de 

Técnicas de Reproductivas Avanzadas definen la infertilidad como una enfermedad del sistema 

reproductivo masculino o femenino consistente en la imposibilidad de conseguir un embarazo 

después de 12 meses o más de relaciones sexuales regulares sin protección (Zegers-Hochschild 

et al., 2017). La infertilidad, considerada actualmente como un importante problema de salud 

pública, puede ser clasificada como primaria o secundaria. Los individuos que presentan 

infertilidad primaria son aquellos que nunca han conseguido llevar a cabo un embarazo, mientras 

que los afectados por infertilidad secundaria son los que, habiendo conseguido previamente al 

menos un embarazo, no logran uno nuevo. 

 La infertilidad puede ser debida a factores masculinos, femeninos, una combinación de 

ambos o puede ser idiopática (de causa desconocida). Entre los factores que pueden afectar a la 

fertilidad en ambos sexos, se encuentran desórdenes hormonales como el hipogonadismo 

hipogonadotrópico (por el cual los órganos sexuales son incapaces de producir hormonas 

sexuales) o la hiperprolactinemia (trastorno caracterizado por el exceso de prolactina en sangre) 

(Hart, 2016). También se han descrito en ambos sexos desórdenes en la función ciliar (Inaba & 

Mizuno, 2016; Lyons et al., 2006). Por último, la presencia de infecciones, enfermedades 

sistémicas (diabetes, síndrome metabólico, enfermedades autoinmunes) y factores relacionados 

con el estilo de vida (como el tabaquismo o la dieta) también pueden afectar la fertilidad humana, 

independientemente del sexo del individuo afectado.  

 La infertilidad debida exclusivamente a factores femeninos puede ser clasificada, de 

acuerdo con su causa etiológica, en los siguientes grupos (Aflatoonian et al., 2011): 

 · Disfunciones ovulatorias, que suponen un cese de la ovulación (amenorrea) como 

consecuencia de desórdenes del eje hipotálamo-hipofisario, de una disfunción tiroidea, de 

hiperprolactinemia o de desórdenes ováricos. El Fallo Ovárico Prematuro (POF, Premature 

Ovarian Failure), también conocido como Insuficiencia Ovárica Primaria (POI, Primary Ovarian 

Insufficiency), es uno de los desórdenes ováricos más prevalentes en mujeres. Esta disfunción, 

que afecta al 1% de las mujeres menores de 40 años, se caracteriza por un cese de los ciclos 

menstruales durante al menos cuatro meses. Además, las pacientes presentan altos niveles de 

hormona foliculoestimulante (FSH, Follicle-Stimulating Hormone) en sangre. Estos valores son 

superiores a 40 UI/L y se alcanzan de manera fisiológica durante la menopausia (Pastore et al., 

2018). Las causas subyacentes al POF pueden ser genéticas, ambientales, infecciosas, 

metabólicas, asociadas a condiciones autoinmunes o idiopáticas. Pese al agotamiento prematuro 

de la reserva folicular, en torno a un 5-10% de las mujeres afectadas por POF con un diagnóstico 

precoz pueden llegar a concebir con ayuda de técnicas de reproducción asistida (Nelson, 2009). 

Otro de los desórdenes ováricos más destacados es el Síndrome de Ovario Poliquístico (PCOS), 

caracterizado por una ovulación infrecuente o ausente en asociación con hiperandrogenismo y 

morfología ovárica aberrante (Fauser, 2004). 

 · Alteraciones en las trompas de Falopio, como son las obstrucciones tubáricas, 

infecciones o anomalías congénitas que dificultan el proceso de implantación del embrión.  
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 · Anomalías uterinas entre las que destacan las malformaciones congénitas, los miomas 

y los pólipos uterinos. 

 A su vez, los casos de infertilidad masculina pueden ser clasificados en tres grandes 

grupos atendiendo a su etiología:  

 · Insuficiencias testiculares, que suponen una incapacidad (congénita, adquirida o 

idiopática) para producir un número adecuado de espermatozoides. Mientras que la oligospermia 

implica una reducción parcial en la concentración de espermatozoides, la afección más extrema 

es la azoospermia no obstructiva (NOA, Non-Obstructive Azoospermia), que se define como la 

ausencia total de espermatozoides en el eyaculado.   

 · Obstrucción del aparato reproductor que impide una correcta liberación del semen, lo 

que se conoce como azoospermia obstructiva (OA, Obstructive Azoospermia).  

 · Por último, en el tercer grupo se engloban todas aquellas deficiencias en la función o en 

la calidad del esperma (Jungwirth et al., 2012). Entre ellas, se han descrito diversas alteraciones 

como son la astenozoospermia (descrita como una disminución de su velocidad) y la 

teratozoospermia (que supone un incremento en el porcentaje de espermatozoides con 

morfología aberrante).  

 Las implicaciones sociales y emocionales derivadas de las diferentes condiciones de 

infertilidad suponen un grave perjuicio para el bienestar de los individuos, especialmente en 

regiones que presentan una latente desigualdad por razón de género o un excesivo control sobre 

la natalidad. Por ello, la contribución al estudio de las bases genéticas que regulan dicha función 

que se lleva a cabo en la presente Tesis Doctoral es de vital interés para nuestro avance como 

especie y sociedad.  

1.1. Bases genéticas de la infertilidad 
 Hasta el 50% de los casos de infertilidad descritos en el anterior apartado son debidos a 

una causa genética directa que afecta principalmente a la homeostasis hormonal o al correcto 

desarrollo de la formación de gametos (Zorrilla & Yatsenko, 2013). Por ello, entender las bases 

genéticas de la infertilidad es esencial para tratar adecuadamente a una pareja estéril, 

especialmente para evaluar con criterio objetivo la técnica de reproducción asistida que mejor se 

puede ajustar en cada caso. Esto ha provocado que, durante las últimas décadas, los esfuerzos 

de la comunidad científica se hayan enfocado en descifrar el panel de genes que regulan la 

fertilidad, principalmente mediante la generación de modelos animales modificados 

genéticamente que permitan condicionar la dirección a seguir en el campo de la Genética 

Reproductiva (Schimenti & Handel, 2018).  

 Para abordar las distintas condiciones de infertilidad femenina, es necesario conocer en 

detalle la dinámica de maduración y liberación de oocitos que definen la vida reproductiva de las 

mujeres. Pese a que la esperanza de vida se ha visto significativamente incrementada en el 

transcurso del último siglo, la edad a la que las mujeres alcanzan la menopausia se ha mantenido 

relativamente estable durante este tiempo. De este modo, recientemente se han identificado 

cerca de 300 variaciones génicas que influyen en la duración de su vida fértil, lo que podría ayudar 

a predecir qué mujeres podrían llegar sufrir menopausia prematura (Ruth et al., 2021). Entre 

estos genes, destacan los codificantes para las quinasas CHK1 y CHK2, implicadas en respuesta al 

daño al DNA.   



 

25 
 

 Introducción 

 En mamíferos, se han relacionado con la patogénesis del POF más de 100 genes cuyas 

mutaciones puntuales son especialmente frecuentes en presentaciones no sindrómicas de la 

enfermedad (França & Mendonca, 2022). Estos genes se encuentran implicados en diversas vías 

y procesos celulares, entre los que destacan: 

 · Desarrollo ovárico. Multitud de genes expresados tanto en las células germinales 

femeninas como en las células somáticas de soporte desempeñan un papel crítico en desórdenes 

reproductivos. Destacan las variantes encontradas en pacientes infértiles en genes como los 

factores de transcripción NOBOX, FOXL2, NR5A1, FOXO3 o FIGLA (Lourenço et al., 2009; Qin et 

al., 2007; Uda et al., 2004; B. Wang et al., 2010; H. Zhao et al., 2008). También se han descrito 

mutaciones en genes de la familia de las proteínas de la zona pelúcida del oocito, la cual funciona 

como barrera estructural para los espermatozoides en el momento de la fertilización (Z. Zhou et 

al., 2019). 

 · Meiosis y reparación del DNA. Mediante secuenciación del exoma completo, se han 

relacionado con la patogénesis del POF variantes en diversos genes como BRCA2 (Breast Cancer 

gene 2), FANCM (Fanconi Anemia, Complementation group M), la helicasa HELQ, las 

recombinasas DMC1 y RAD51B o la subunidad del complejo de cohesinas STAG3 (Caburet et al., 

2021; Franca et al., 2022; He et al., 2018; Jaillard et al., 2020; Llano et al., 2014). También se han 

identificado mutaciones en genes implicados en la sinapsis de los cromosomas homólogos 

establecida al inicio de la meiosis, como son SIX6OS1 y SYCE1 (L. De Vries et al., 2014; Fan et al., 

2021). 

 · Rutas metabólicas, como las reguladoras de la función mitocondrial, la homeostasis del 

sistema inmune, o las que controlan las modificaciones postranscripcionales y postraduccionales. 

Dentro de este grupo, encontramos variantes patogénicas en genes como EIF4ENIF1 (codificante 

para una proteína encargada de la importación nuclear del factor de iniciación de traducción 

eIF4E), KHDRBS1 (que codifica una proteína de unión al RNA), el gen de la proteína ribosomal 

MRPS22 y el que codifica una subunidad de la RNA polimerasa II POLR2C (Carlosama et al., 2018; 

Chen et al., 2018; Kasippillai et al., 2013; Moriwaki et al., 2017). Estas mutaciones puntuales 

descritas en dichos genes (que no están directamente implicados en gametogénesis) pueden 

desencadenar casos de POF.   

 · Señalización hormonal. Diversos genes como los codificantes para los receptores FSHR 

y LHCGR de las hormonas gonadotrópicas FSH y la Hormona Luteinizante (LH, Luteinizing 

Hormone), respectivamente, están involucrados en la ovulación al regular la producción de 

estrógenos y la maduración del folículo ovárico. Las mutaciones en estos genes pueden 

desencadenar fallo ovárico y ausencia de ovulación (Arnhold et al., 2009; Doherty et al., 2002). 

Recientemente se ha descrito que la ausencia gen FMR1 (Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 

1), cuyas mutaciones son una de las principales alteraciones monogénicas causantes de 

discapacidad intelectual, provoca también infertilidad como consecuencia de una desregulación 

del eje hipotálamo-hipofisiario (Villa et al., 2023).   

 Esta compleja heterogeneidad genética a la que contribuyen no solo genes meióticos, 

sino también otros que no ejercen su función principal durante la gametogénesis, ha complicado 

el estudio en profundidad de esta condición. Por ello, actualmente se desconoce la causa genética 

subyacente para la mayoría de pacientes con POF. 

 Las alteraciones cromosómicas (incluyendo cambios estructurales diversos tales como las 

deleciones, duplicaciones o translocaciones) constituyen también una importante causa de 

infertilidad, especialmente en mujeres que cursan con POF sindrómico. En lo relativo a estas 
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alteraciones cromosómicas, el POF es una de las manifestaciones más frecuentes en pacientes 

con síndrome de Turner, caracterizado por la pérdida completa o parcial de un cromosoma X 

(Gravholt et al., 2019).   

 De manera similar, la infertilidad masculina tiene un importante componente genético. 

En los últimos años, se han detectado en pacientes infértiles mutaciones en genes implicados en 

un amplio rango de procesos celulares. Estos genes pueden ser clasificados dentro de los 

siguientes grupos: 

 · Meiosis y reparación del DNA: Al igual que ocurre en la patogénesis del POF en mujeres, 

diversas mutaciones en multitud de genes meióticos provocan infertilidad también en hombres. 

Entre estos genes se encuentra el codificante para la proteína TEX11, necesaria para el 

procesamiento de los intermediarios de recombinación meióticos, y en cuya secuencia se han 

identificado mutaciones en varios pacientes afectados por NOA (Sudhakar et al., 2021). También 

se han descrito mutaciones en el gen de la Aurora Quinasa C (AURKC) (Hamza et al., 2020) y en 

otros genes como SYCE1, STAG3 y FANCM (Maor-Sagie et al., 2015; Van Der Bijl et al., 2019; Yin 

et al., 2019), los cuales están también implicados en infertilidad femenina. 

 · Señalización hormonal: Destaca el receptor de andrógenos, necesario para la progresión 

meiótica de los espermatocitos (Larose et al., 2020). En su secuencia se han encontrado multitud 

de mutaciones que provocan infertilidad en humano a consecuencia de una insensibilidad a los 

andrógenos (Ferlin et al., 2006). 

 · Estructuración del flagelo de los espermatozoides: Las mutaciones en la dineína DNAH1 

que forma parte del flagelo de los espermatozoides provoca alteraciones morfológicas en dichas 

estructuras que conducen a infertilidad masculina (Ben Khelifa et al., 2014). 

 · Genes pleiotrópicos cuyas mutaciones tienen múltiples efectos fenotípicos, siendo la 

infertilidad uno de ellos. En este grupo destaca el gen responsable de la fibrosis quística CFTR 

(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), localizado en el cromosoma 7. La 

fibrosis quística es una enfermedad muy prevalente en la población europea que sigue un patrón 

de herencia autosómico recesivo. Pese a que la principal manifestación clínica de la enfermedad 

es la acumulación de mucosidad en las vías aéreas, presenta otras comorbilidades frecuentes 

asociadas a la disfunción epitelial como son alteraciones en la función pancreática, cirrosis biliar, 

fallos en las glándulas sudoríparas e infertilidad (Ahmad et al., 2013; Elborn, 2016). De este modo, 

el gen CFTR se encuentra mutado en hasta el 90% de pacientes con ausencia bilateral congénita 

de conductos deferentes (Georgiou et al., 2006). Otros genes pleiotrópicos cuyas mutaciones 

pueden dar lugar a infertilidad en hombre son los codificantes para diversos factores de 

transcripción (como HSF2, SOHLH1 y NR5A1), proteínas de unión a RNA (NANOS1), 

glicosiltransferasas (GALNTL5) o GTPasas (SEPT12) (Bashamboo et al., 2010; Choi et al., 2010; Kuo 

et al., 2012; Kusz-Zamelczyk et al., 2013; Mou et al., 2013; Takasaki et al., 2014). 

 Aparte de las mutaciones genéticas, las alteraciones cromosómicas son una de las 

principales causas genéticas de infertilidad masculina, suponiendo estas en torno al 6% del total 

de los casos (Zorrilla & Yatsenko, 2013). De entre ellas, la más frecuente es el síndrome de 

Klinefelter (cariotipo 47, XXY). Los afectados presentan hipogonadismo hipergonadotrópico, 

evidenciado por unos valores generalmente bajos de testosterona, altos niveles de FSH y LH y 

niveles indetectables de inhibina B en sangre. La prevalencia es cercana a 1 de cada 1000 

individuos y supone un bloqueo de la espermatogénesis en estadio de espermatocito primario 

(Hawksworth et al., 2018; Vander Borght & Wyns, 2018). Alguna célula puede superar el bloqueo 

y generar espermatozoides maduros, lo que convierte a estos pacientes en aptos para 
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fecundación in vitro por microinyección intracitoplasmática (ICSI, Intracytoplasmic Sperm 

Injection) (O’Flynn O’Brien et al., 2010). La otra aberración cromosómica que presenta mayor 

incidencia es la existencia de microdeleciones en la región AZF del brazo largo del cromosoma Y 

(Yq). Esta región abarca un gran número de genes necesarios para la espermatogénesis, y se 

subdivide en los dominios AZFa, AZFb y AZFc. Las microdeleciones que tienen lugar en las regiones 

AZFa y AZFb se asocian con azoospermia, mientras que las que aparecen en el dominio AZFc (las 

más comunes) se relacionan más específicamente con oligospermia severa (Asadi et al., 2017).  

 La información genética contenida en los espermatozoides se encuentra sometida a una 

compleja dinámica de empaquetamiento para permitir su transmisión al embrión. Esta 

reestructuración de la cromatina está sujeta a una importante regulación epigenética. La 

“epigenética” engloba todos aquellos cambios heredables que afectan a la expresión génica y la 

función celular y que no están codificados en la secuencia de DNA. Estos cambios son el resultado 

de modificaciones químicas y estructurales en la cromatina y otras proteínas que interactúan con 

el DNA. Las principales modificaciones epigenéticas que ocurren en una célula son la metilación 

del DNA, la modificación de histonas, la remodelación de la cromatina y la regulación de la 

actividad de proteínas de unión al DNA. De este modo, los defectos epigenéticos que tienen lugar 

en la transición histonas-protaminas acontecida en la etapa final de la espermatogénesis pueden 

también provocar también alteraciones en la función fértil (Bao & Bedford, 2016).  

2. Gametogénesis 
 La gametogénesis se define como un complejo y dinámico programa de eventos que, 

haciendo uso de una división reduccional (meiosis), resulta en la generación de células haploides 

especializadas denominadas gametos (óvulo y espermatozoide). Finalmente, estos se fusionan 

dando lugar a un zigoto totipotente destinado a convertirse en un organismo compuesto por 

células diploides (Larose et al., 2019). Por ello, estudiar en detalle los mecanismos que regulan la 

formación y especificación de las células germinales es esencial para entender el funcionamiento 

de la función reproductiva humana, así como los mecanismos de infertilidad y evolutivos .  

 Los gametos presentan características únicas desde el punto de vista genético, 

epigenético y morfológico, y derivan de unas células progenitoras denominadas células 

germinales primordiales (PGCs, Primordial Germ Cells). Los estudios in vitro de diferenciación de 

PGCs suponen un modelo de interés para el estudio de la gametogénesis. Sin embargo, debido a 

razones técnicas y éticas, el estudio in vivo de la especificación de las PGCs humanas se basa en 

la extrapolación de los datos obtenidos en ratón (D. L. Kumar & Defalco, 2017). Las PGCs tienen 

la capacidad de dar lugar tanto a espermatogonias como oogonias (las células germinales 

indiferenciadas masculinas y femeninas, respectivamente) y pueden ser identificadas gracias a su 

actividad fosfatasa alcalina (AP, Alkaline Phosphatase) durante la gastrulación (MacGregor et al., 

1995). Recientemente, a partir de células madre embrionarias de ratón se han generado in vitro 

células similares a las PGCs murinas (PGCs-like). Estas células han sido posteriormente 

diferenciadas para dar lugar a espermatozoides y oocitos funcionales (Cui et al., 2023; Yao et al., 

2022; Q. Zhou et al., 2016).  

2.1. Especificación de las PGCs  
 Las PGCs emergen desde el epiblasto como un clúster de unas 20 células durante la 

embriogénesis, en torno a 7 días post-coitum (dpc) en ratón y 18 dpc en humano. El inicio de su 

proliferación se produce como respuesta a las señales de los morfógenos BMP (Bone 

Morphogenetic Proteins) que proceden del ectodermo extraembrionario (factores BMP4 y BMP8) 
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y del endodermo visceral (BMP2) (Coucouvanis & Martin, 1999; Dudley et al., 2007) (Figura 1). 

Posteriormente, las PGCs migran hasta alcanzar las crestas genitales (en torno a los 10,5 dpc en 

ratón y 28 dpc en humano). Este proceso requiere un adecuado balance entre señales de 

atracción y repulsión mediadas por señalización proteica y lipídica. En el ratón, los principales 

reguladores de la migración de las PGCs son el factor de transcripción SOX17, la quimiocina SDF1, 

su receptor CXCR4, el receptor tirosina quinasa KIT y la integrina β1 (Richardson & Lehmann, 

2010). Durante este periodo las PGCs llegan a alcanzar un número cercano a 500 células en la 

gónada fetal murina y unas 1000 células en la humana. Las PGCs que no llevan a cabo una correcta 

migración mueren por apoptosis mediada por la proteína pro-apoptótica BAX (Cook et al., 2009).  

 En este estadio del desarrollo, la gónada permanece morfológica y molecularmente 

indistinguible entre machos y hembras, hasta el momento en el que las células somáticas de 

soporte permiten la diferenciación sexual de las mismas hacia el linaje ovárico o testicular. La 

morfogénesis de los testículos se inicia a 11,5 dpc en ratón y en torno a los 45 dpc en humano. 

En ese momento, el factor de determinación sexual SRY (Sex-determining region Y), codificado 

por el cromosoma Y, comienza a expresarse en el centro de las crestas genitales de los individuos 

XY durante un breve periodo de tiempo: en torno a 2 días en ratón y 10 días en humano (Hacker 

et al., 1995; Mamsen et al., 2017). Este factor fue identificado a principios de los años 90, cuando 

se detectaron mutaciones en su secuencia en hembras XY con disgenesia gonadal (Berta et al., 

1990). La expresión transitoria de SRY promueve la expresión de SOX9, permitiendo que las 

células somáticas de soporte se diferencien a células de Sertoli, las cuales proliferan en respuesta 

al factor de crecimiento FGF9 (Willerton et al., 2004). Esto provoca que se establezcan las 

condiciones moleculares y estructurales adecuadas para que las PGCs se diferencien a gonocitos 

o preespermatogonias. Las células de Sertoli comienzan en ese momento a agregarse en torno a 

clústeres de células germinales formando los cordones testiculares (Combes et al., 2009), 

rodeados por un intersticio en el que aparecen las células de Leydig. En torno a los 12,5 dpc en 

ratón y 52 dpc en humano, SOX9 induce la producción de la hormona antimulleriana (AMH, Anti-

Müllerian Hormone), que desencadena la regresión del conducto de Müller (precursor del útero, 

oviducto y parte de la vagina) (Gonen et al., 2017; Ming et al., 2022). Al mismo tiempo, la 

testosterona secretada por las células de Leydig induce el desarrollo del conducto de Wolff (que 

dará lugar al epidídimo, conducto deferente y vesículas seminales).  

 En las gónadas XX, ante la ausencia de expresión del factor SRY, a 11,5 dpc (en ratón) o 

45 dpc (en humano) se inicia la expresión de los ligandos de la vía de señalización Wnt (WNT4 y 

RSPO1), el factor de transcripción FOXL2 y β-catenina. Este hecho suprime la formación de la 

vasculatura testicular y da lugar a la generación de una estructura que agrupa las PGCs femeninas 

y células somáticas de soporte, permitiendo la diferenciación de las PGCs en oogonias (Larose et 

al., 2019). Esta diferenciación, en contra de lo que se creyó durante mucho tiempo (Adams & 

McLaren, 2002), y siguiendo una teoría apoyada por la ausencia de un cambio histológico 

drástico, no es un proceso ejecutado por puro defecto de expresión del factor SRY, sino que está 

estrictamente regulado desde un punto de vista molecular (Nicol Humphrey H-C Yao & H-C Yao, 

2014). Por tanto, se ha propuesto que la determinación sexual del embrión se organiza gracias a 

un balance constante entre la regulación génica femenina (WNT4, RSPO1, FOXL2, β-catetina) y la 

masculina (SRY, FGF9, SOX9) (Chassot et al., 2008).  
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Figura 1. Esquema representativo del dimorfismo sexual existente en la gametogénesis humana y murina, desde 

la especificación de las PGCs hasta la obtención de los gametos tanto masculinos (parte superior del panel) como 

femeninos (parte inferior). MII: Metafase II meiótica. Adaptado de (Mcmurray, 2010). 

2.2. Oogénesis  
 Las células germinales, tras su determinación sexual, inician el programa de división 

meiótico (conocido como oogénesis en hembras y espermatogénesis en machos). La oogénesis 

comienza en la etapa embrionaria y supone la generación de oocitos a partir de oogonias. En la 

etapa postnatal, este proceso de diferenciación se relaciona temporal y espacialmente con la 

foliculogénesis, un proceso que implica el crecimiento y maduración de unas estructuras 

anatómicas denominadas “folículos ováricos” que presentan en su interior los oocitos en 

desarrollo. Antes de que comience la división meiótica (en torno a los 13,5 dpc en ratón y 20 

semanas de gestación en humanos) se alcanza en el ovario el número máximo de oogonias (12000 

en ratón y 6-7 millones en humanos) tras un periodo de gran actividad mitótica (Kawashima & 

Kawamura, 2017; Sun et al., 2017). En este momento, comienza una reducción de la población 

celular que permite la eliminación de los oocitos que portan anomalías cromosómicas o defectos 

mitocondriales (Krakauer & Mira, 1999). Los oocitos primarios continuarán muriendo incluso 

después del nacimiento: de los millones de oocitos existentes al nacer, solo unos 400 maduran a 

lo largo de la vida fértil de una mujer (Huber & Fieder, 2018). El principal regulador de la entrada 

en meiosis y finalización del programa pluripotente es el ácido retinoico, el cual es producido en 

hembras por las células somáticas del ovario fetal y por el mesonefros. La adquisición de la 

capacidad de respuesta de las células germinales al ácido retinoico es consecuencia de la 

expresión previa de la proteína de unión a RNA DAZL (Anderson et al., 2008; Lin et al., 2008). El 

ácido retinoico induce en ese momento la expresión de STRA8 (Stimulated by Retinoic Acid 8) 

(Koubova et al., 2006), esencial para el inicio de la meiosis, y de REC8, requerido para la 

progresión meiótica (H. Xu et al., 2005). STRA8 desencadena, además, la expresión de múltiples 

genes imprescindibles para los primeros acontecimientos clave de la meiosis (la formación del 

complejo sinaptonémico y la recombinación, ver secciones 3.1.1. y 3.1.2. de la Introducción) 

como son SYCP3 o DMC1 (Bullejos & Koopman, 2004; Menke et al., 2003).  

 Al final de la primera profase meiótica, los oocitos permanecen bloqueados en un estadio 

quiescente denominado dictiata o vesícula germinal (GV, Germinal Vesicle). En ese momento, los 

oocitos se encuentran rodeados por células somáticas de soporte para formar los folículos 

primordiales (Figura 2), los cuales representan la totalidad de la reserva ovárica disponible para 

la vida reproductiva femenina (Larose et al., 2019). La regulación del estado quiescente de los 
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folículos primordiales es ejercida por factores de freno como la hormona AMH (Durlinger et al., 

2002). En el mantenimiento de la reserva ovárica intervienen otros también genes como el 

codificante para el factor de transcripción FOXL2, que además es necesario para el posterior 

desarrollo de los folículos (Adhikari & Liu, 2009; Uda et al., 2004).  

 El desarrollo folicular puede ser clasificado en tres fases dependiendo de su estado de 

desarrollo y bde su dependencia a hormonas gonadotropinas (Orisaka et al., 2021).  

 Durante la primera fase de la foliculogénesis, se activan los folículos primordiales en una 

manera independiente de las gonadotropinas FSH y LH. Esta activación tiene lugar 

progresivamente desde su formación y durante toda la vida sexual. Durante esta etapa tiene lugar 

un aumento del tamaño del oocito y del número de células de la granulosa que lo rodean. Esas 

estructuras pasan a denominarse folículos primarios, y se reconocen por la presencia de una 

única capa de células de la granulosa con morfología cuboidal dispuesta en torno al oocito 

primario (Lintern-Moore & Moore, 1979). El mantenimiento de la alta capacidad proliferativa de 

las células de la granulosa dará lugar a la conformación del folículo secundario, dotado de una 

capa celular externa adicional denominada “teca” (Figura 2). Las células de la granulosa 

comienzan en este estadio a expresar receptores para la hormona FSH (requerida durante la 

siguiente fase de desarrollo).  

 La segunda etapa de la foliculogénesis supone una progresión estructural de los folículos 

secundarios como respuesta a la hormona FSH. De este modo, las células de la granulosa del 

folículo secundario en desarrollo liberan un fluido folicular que da lugar a la formación de una 

estructura denominada “antro” (Figura 2). Este hecho da lugar a una nueva estructura conocida 

como “folículo terciario” (Orisaka et al., 2021).  

 La tercera fase del desarrollo folicular es, al igual que la segunda, dependiente de 

gonadotropinas. El número de folículos capaces de progresar en la maduración es dependiente 

de la especie (siendo aproximadamente uno en cada ciclo en humanos y entre dos y doce en 

ratón), y el proceso de selección se encuentra regulado por los niveles de FSH circulante. Como 

respuesta a un incremento en la concentración de esta hormona, un folículo terciario (o varios, 

según la especie) es seleccionado, convirtiéndose en el folículo dominante o “folículo de Graaf”. 

Su crecimiento reduce de nuevo los niveles de FSH disponibles, ocasionando la regresión del resto 

de folículos terciarios (Zeleznik, 2004). Como respuesta a un pico de LH, que encuentra sus 

receptores en las células de la teca, el oocito contenido en el folículo de Graaf reinicia la división 

meiótica. La terminación asimétrica de la primera división meiótica ocasiona la liberación del 

primer corpúsculo polar. Esa alta concentración momentánea de hormona LH provoca la 

ovulación del oocito, que queda bloqueado en metafase II hasta la fertilización. Es en ese 

momento cuando se cataliza la finalización de la segunda división meiótica y la liberación del 

segundo corpúsculo polar (Bolcun-Filas & Handel, 2018). Tras la expulsión del oocito al oviducto, 

las células de la granulosa y de la teca que quedan en el ovario sufren una importante 

rediferenciación celular para dar lugar a una nueva estructura glandular: el cuerpo lúteo, que 

degenerará en cuerpo albicans en caso de no producirse la fecundación (Figura 2).   
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Figura 2. Representación esquemática del proceso de foliculogénesis en el ovario de mamíferos. Figura generada 

con ayuda de la herramienta Servier Medical Art. 

 Los oocitos maduros son producidos en un número limitado a lo largo de la vida 

reproductiva de las hembras. La caída drástica en la cantidad y calidad de los oocitos generados 

en las mujeres a partir de los 30 años de edad se relaciona con un incremento en la tasa de 

infertilidad y en defectos congénitos del feto. 

2.3. Espermatogénesis 
 La espermatogénesis es un complejo proceso celular de diferenciación que comprende 

la generación de espermatozoides a partir de espermatogonias. Atendiendo a los eventos 

citológicos que tienen lugar, la espermatogénesis se puede dividir en tres principales etapas: la 

proliferación y maduración de las espermatogonias, la espermatocitogénesis y la 

espermiogénesis. A diferencia de la oogénesis, este proceso se lleva a cabo de manera íntegra en 

la etapa postnatal. En los fetos masculinos, la morfogénesis testicular iniciada en torno a los 11,5 

dpc procede a partir de la generación de los cordones testiculares que agrupan los gonocitos en 

división activa. Dichos gonocitos inician un bloqueo en fase G0 en torno a los 12,5 dpc en ratón y 

las 9-25 semanas de gestación en humano, manteniéndose quiescentes hasta después del 

nacimiento (Sharma et al., 2019; Western et al., 2008). Este bloqueo de los gonocitos está 

mediado por la inhibición de la expresión de STRA8 a consecuencia de la degradación del ácido 

retinoico llevada a cabo por CYP26B1. Esta proteína de la familia del citocromo P450 es expresada 

por las células somáticas de los cordones testiculares (Abu-Abed et al., 2002; Bowles et al., 2006). 

La expresión de CYP26B1 se mantiene hasta los 13,5 dpc en ratón, a partir de entonces, la 

inhibición de la progresión del ciclo celular es regulada por la proteína de unión a RNA NANOS2 

(A. Suzuki & Saga, 2008) A partir de ese momento, NANOS2 no solo actúa como regulador del 

ciclo, sino que también se encuentra implicado en la expresión de multitud de genes necesarios 

para la determinación de los caracteres sexuales masculinos (Saba et al., 2014). 

 Tras el nacimiento, en torno a los 3 días post-partum (dpp) en ratón y 10 semanas en 

humano, los gonocitos que se encontraban poblando la región central de los cordones 

testiculares reinician la actividad proliferativa bloqueada en la etapa embrionaria y migran a la 

membrana basal de los túbulos seminíferos. En este momento se desarrollarán también las 

uniones estrechas entre células de Sertoli, que generan la barrera hematotesticular (BTB, Blood-
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Testis Barrier) (Nagano & Suzuki, 1976). Durante esta migración, los gonocitos que alcanzan la 

membrana basal de los túbulos seminíferos darán lugar a una nueva población celular con 

capacidad de autorenovación denominada células madre espermatogoniales (SSCs, 

Spermatogonial Stem Cells). Las SSCs se caracterizan por expresar el factor de transcripción 

neurogenina 3 (NGN3) y su unidad básica en mamíferos son las espermatogonias de tipo A 

individualizadas (Asingle, As) (Yoshida et al., 2006). La división de las As por mitosis con citocinesis 

incompleta da lugar sucesivamente a parejas (Apaired, Apr) y cadenas de cuatro, ocho y dieciséis 

células (Aaligned, Aal) (De Rooij, 2017). Estas agrupaciones celulares dan lugar a espermatogonias 

de tipo A1 que comienzan a perder capacidad auto-renovadora y que no expresan NGN3 (Yoshida 

et al., 2004). Dichas células, a su vez, sufren seis divisiones sucesivas generando espermatogonias 

A2, A3, A4, espermatogonias intermedias (In), espermatogonias de tipo B y, finalmente, 

espermatocitos en estadio de preleptoteno en los que, tras el reinicio del ciclo, tiene lugar una 

intensa replicación del DNA (Endo et al., 2019; Hogarth & Griswold, 2010). La activación del 

programa meiótico en este momento es consecuencia de la contribución positiva y sinérgica de 

multitud de factores (STRA8, su interactor MEIOSIN, DAZL y BMP), así como de la caída en la 

expresión de NANOS2 acontecida a partir del estadio de espermatogonia de tipo Apr (Ishiguro et 

al., 2020; H. Suzuki et al., 2009; Q. Zhou et al., 2008).  

  La espermatocitogénesis, entendida como el proceso de transformación de 

espermatogonias en espermátidas, ocurre entre dos células de Sertoli unidas estrechamente, 

dentro del epitelio del túbulo seminífero. Las células de Sertoli son el soporte epitelial que regula 

la espermatogénesis, ya que producen esteroides, nutrientes, moléculas de señalización,  e 

intervienen en la fagocitosis de las células germinales apoptóticas (Jégoua, 1993; O’Donnell et al., 

2022; Penberthy et al., 2018).  Las espermatogonias se colocan en la zona basal de los túbulos y 

la espermatocitogénesis progresa concéntricamente hasta la generación de los espermatozoides 

en el dominio luminal (B. E. Smith & Braun, 2012) (Figura 3). En el tejido intersticial del túbulo 

seminífero se ubican las células de Leydig, encargadas de la producción de testosterona, esencial 

para la regulación de la meiosis (Grande et al., 2022). Finalizadas las dos divisiones meióticas, se 

generan espermátidas redondas, las cuales sufren una serie de cambios morfológicos y 

citológicos durante la espermiogénesis. Desde el punto de vista morfológico, las espermátidas 

adquieren una cabeza característica, una pieza intermedia y una cola. Citológicamente, sufren 

una remodelación de la cromatina, desarrollan el acrosoma y pierden casi todo su contenido 

citoplasmático (Jan et al., 2012). Uno de los cambios más importantes que sufre la estructuración 

de la cromatina en este punto es el reemplazamiento de las histonas por protaminas. 

Primeramente, las histonas se someten a modificaciones cruciales para su descarga como son 

una hiperacetilación y fosforilación, lo que permite la incorporación de las proteínas de transición. 

Estas proteínas, a continuación, se descargarán para ser reemplazadas por protaminas (Gaucher 

et al., 2010). Finalmente, millones de espermatozoides son liberados cada día de manera 

constante durante toda la vida reproductiva de los machos al lumen del túbulo seminífero en un 

proceso conocido como espermiación. 
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Figura 3. Representación esquemática del epitelio germinal del túbulo seminífero. Figura generada con ayuda de 

la herramienta Servier Medical Art. 

 La espermatogénesis progresa de una manera regulada estrictamente en el espacio y en 

el tiempo, lo que se conoce como “ola de espermatogénesis”. La duración del ciclo celular 

completo de diferenciación meiótica es de unos 35 días en ratón y 74 días en humano y se inicia 

cíclicamente cada 8,6 y 16 días, respectivamente (Komeya et al., 2018). En ratón, la profase 

meiótica masculina comienza a los 7 dpp. Las primeras espermátidas redondas y alargadas se 

observan a 17 y 27 dpp, respectivamente y, finalmente, la primera liberación de los 

espermatozoides a la luz tubular ocurre a los 34 dpp. En humanos, la producción de los primeros 

espermatozoides funcionales no se alcanza hasta el inicio de la madurez sexual, en torno a los 12 

años (Geyer, 2017). La primera ola de espermatogénesis se caracteriza por presentar una menor 

eficiencia en la generación de espermatozoides, mayor tasa de apoptosis y por ser más rápida 

que las que tienen lugar en los individuos adultos (Kluin et al., 1982). En función del estadio de 

los diferentes tipos celulares que se ubican en un área concreto del epitelio seminífero en corte 

histológico, la espermatogénesis se puede subdividir en diferentes asociaciones celulares 

denominadas estadios, existiendo un total de 12 diferentes en ratón (Griswold, 2016). En 

humano, tradicionalmente se ha considerado la existencia de 6 estadios diferentes, pese a que 

un análisis minucioso del acrosoma ha permitido proponer un total de 12, de manera similar a los 

establecidos para la espermatogénesis murina (Muciaccia et al., 2013). 

3. Meiosis  
 La meiosis es un tipo de división celular especializada característica de los organismos con 

reproducción sexual que implica la reducción del genoma a la mitad dando lugar a células 

haploides (n) a partir de células diploides (2n). Este mecanismo es la base molecular sobre la que 

se sustenta la gametogénesis. Para garantizar la reducción de la ploidía, la célula sufre una ronda 

de replicación del DNA seguida de dos rondas de segregación. Durante la primera división 

meiótica, se produce la segregación al azar de los cromosomas homólogos paternos y maternos. 

La segunda división meiótica implica la segregación de las cromátidas hermanas, obteniéndose 
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así las células haploides altamente especializadas denominadas gametos. Esta división 

reduccional es imprescindible para que, tras la fertilización, se restaure la ploidía (2n) en el zigoto 

que dará lugar a un nuevo individuo, permitiendo la estabilidad del genoma entre generaciones 

(Handel & Schimenti, 2010). La segunda división meiótica mantiene multitud de semejanzas con 

la mitosis. De hecho, se cree que la meiosis evolutivamente deriva de la mitosis, difiriendo de ella 

en una complejidad adicional asociada al desarrollo de mecanismos propios como son la sinapsis 

de los cromosomas homólogos, la recombinación entre cromátidas no hermanas, el 

mantenimiento de la unión entre las cromátidas hermanas durante la primera división y la 

ausencia de replicación previa a la segunda división (Wilkins & Holliday, 2009).  

3.1. Profase I 
 La profase es la primera etapa de la meiosis, y abarca la generación programada de 

roturas de doble hebra (DSBs, Double Strand Breaks), su reparación por recombinación homóloga 

y la sinapsis de los cromosomas homólogos para formar los bivalentes. Al final de la profase se 

generan los quiasmas, unas uniones físicas entre cromosomas homólogos que permiten su 

correcta segregación y evitan la formación de gametos aneuploides. 

 Para la correcta sinapsis entre cromosomas homólogos, es imprescindible el 

establecimiento durante la primera profase meiótica de un entramado multiproteico 

denominado complejo sinaptonémico (SC, Synaptonemal Complex). El grado de ensamblaje del 

SC determina los subestadios en los que se divide la profase de la primera división meiótica. En el 

leptoteno, la cromatina se comienza a condensar en torno a los ejes cromosómicos en formación 

y tiene lugar el inicio de la recombinación con la generación de las DSBs. Estas roturas de doble 

hebra son imprescindibles para la alineación longitudinal de los cromosomas homólogos, y su 

futura reparación garantiza la generación de diversidad génica y la correcta segregación de los 

cromosomas homólogos. Durante el zigoteno, los cromosomas homólogos comienzan a sinapsar 

gracias a la formación de una estructura de tipo cremallera conocida como SC y tiene lugar la 

reparación de las DSBs. El estado de sinapsis total y finalización del proceso de recombinación 

ocurre durante el paquiteno. Por último, durante el diploteno, los cromosomas homólogos 

desinapsan y se visibilizan los quiasmas, de los cuales depende el correcto posicionamiento y 

subsecuente segregación de los cromosomas homólogos en la primera división meiótica (Zickler 

& Kleckner, 1999). El alcance temporal de cada subestadio de la primera profase meiótica en 

ratón se recoge en la Tabla 1 (referenciado en días de desarrollo embrionario en lo que respecta 

a la oogénesis y postnatal en lo relativo a la primera ola de espermatogénesis). 

 Preleptoteno Leptoteno Zigoteno Paquiteno Diploteno 

Oogénesis 14,5 dpc 15,0 dpc 15,5 dpc 16,0 dpc 16,5 dpc  

Espermatogénesis 7 dpp 8 dpp 10 dpp 13 dpp 18 dpp 

Tabla 1. Distribución temporal del comienzo de cada subestadio de la profase I meiótica en oogénesis y en la 

primera ola de espermatogénesis de ratón (Abby et al., 2016; Ghafari et al., 2007). Los oocitos quedan 

bloqueados en estadio de dictiata a 18,5 dpc. 

 La meiosis femenina de los mamíferos se caracteriza por una circunstancia particular: 

sufre dos bloqueos durante la maduración de los oocitos. El primero de ellos de ellos, el bloqueo 

en dictiata, ocurre al final de la profase de la primera división y se prolonga hasta que los oocitos 

son reclutados para ovular en la etapa postnatal. El segundo bloqueo se alcanza más adelante, 

cuando el oocito maduro queda parado en estadio de metafase II en el momento de la ovulación. 
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Finalmente, la meiosis femenina será completada exclusivamente como consecuencia de una 

eventual fertilización. 

 Durante toda la profase I, las cromátidas hermanas se mantienen unidas por la acción del 

complejo de cohesinas específico de meiosis (compuesto por SMC1β, SMC3, RAD21L, REC8 y 

STAG3). Las cohesinas meióticas no solo median la cohesión entre las cromátidas hermanas, sino 

que también son cruciales para otros eventos cromosómicos que tienen lugar durante la meiosis, 

como el ensamblaje del SC, la reparación de las DSBs y la recombinación meiótica (Ishiguro, 2019).  

 3.1.1. El complejo sinaptonémico 

 Este complejo proporciona un marco estructural esencial para el establecimiento de la 

sinapsis entre los cromosomas homólogos, la reparación de las DSBs y el subsecuente desarrollo 

de los quiasmas. El SC es una macroestructura proteica tripartita con forma de cremallera que 

consiste en dos elementos laterales (LEs, Lateral Elements) conectados por los filamentos 

transversales (TFs, Transversal Filaments), los cuales permiten el establecimiento del elemento 

central (CE, Central Element) del complejo (Page & Hawley, 2004) (Figura 4). Esta estructura fue 

descrita por primera vez en 1956 (Fawcett, 1956; Moses, 1956) y se encuentra altamente 

conservada en los organismos con reproducción sexual (Zickler & Kleckner, 1998).  

 

 

Figura 4. Representación esquemática de la dinámica de la estructura tripartita del SC durante la profase I. Los 

dos LEs se acoplan a cada uno de los cromosomas homólogos, permitiendo su sinapsis mediante los TFs de SYCP1 

y el ensamblado del CE. Figura generada con ayuda de la herramienta Servier Medical Art. En la parte superior 

del panel se muestran imágenes obtenidas por microscopía de fluorescencia de esparcidos de espermatocitos 

de ratón teñidos con SYCP1 (verde), SYCP3 (rojo) y DAPI (4’,6-diamidine-2-phenylindole, azul) durante los 

distintos subestadios de la profase I. 
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 Al comienzo de la profase I, en el estadio de leptoteno, los cromosomas comienzan a 

condensarse, organizando su cromatina en lazos que se anclan a los denominados “elementos 

axiales” (AEs, Axial Elements). En mamíferos, estas estructuras están compuestas por las 

proteínas SYCP3 (Lammers et al., 1994) y SYCP2 (Offenberg et al., 1998), y su ensamblaje es 

dependiente de la presencia de las cohesinas específicas de meiosis REC8 y RAD21L (Llano et al., 

2012). En este punto, cada cromosoma inicia la búsqueda de su homólogo en un proceso 

conocido como “emparejamiento”. Para ello, es esencial el paso por el estado transitorio de 

bouquet, en el cual los telómeros de todos los cromosomas quedan anclados en una región muy 

concreta del dominio nuclear, permitiendo que los cromosomas se concentren en un espacio 

próximo entre ellos, giren y dejen expuesta la región del elemento axial (Scherthan, 2001). Para 

la formación de esta estructura, es esencial la asociación de la proteína de la membrana nuclear 

interna SUN1 con los telómeros de los cromosomas (Ding et al., 2007). Además, durante el 

leptoteno, las proteínas de la familia HORMAD (HORMAD1 y -2 en mamíferos) se asocian a las 

regiones sin sinapsar de los ejes cromosómicos para promover la búsqueda del homólogo (Roig 

et al., 2010; Wojtasz et al., 2009). Durante el zigoteno, los homólogos empiezan a sinapsar gracias 

a la interacción de la región N-terminal de los homodímeros de SYCP1 que componen los TFs 

(Meuwissen et al., 1992) con los cinco componentes del CE: SYCE1/2/3, TEX12 y SIX6OS1 (Costa 

et al., 2005; Hamer et al., 2006; Schramm et al., 2011; Gómez-H et al., 2016). Los elementos del 

CE se han podido clasificar en dos grupos diferentes: los considerados como “factores de 

iniciación sináptica” (SYCE3, SYCE1 y SIX6OS1) y los “factores de elongación” (SYCE2 y TEX12). 

Estructuralmente, SYCE3 forma dímeros que experimentan un autoensamblaje potencialmente 

ilimitado y constituye el adaptador molecular entre SYCP1 y el CE en formación (Crichton et al., 

2023; Dunne & Davies, 2019a). Por su lado, SYCE1 se organiza formando dímeros antiparalelos 

(Dunne & Davies, 2019b) y se dispone en asociación con SIX6OS1 (Gómez-H et al., 2016). La 

interacción entre SYCE1 y SIX6OS1 se ha demostrado por ensayos de doble híbrido (Y2H, Yeast 

two-hybrid) y de coinmunoprecipitación, y consiguientemente ambas proteínas presentan un alto 

grado de colocalización espacial (Gómez-H et al., 2016). En conjunto, los tres factores de 

iniciación sináptica podrían actuar como soportes estructurales entre las moléculas de SYCP1 (en 

todas las orientaciones: transversal, longitudinal y vertical) para estabilizar la red tridimensional 

que genera (Dunce et al., 2018). En la parte más interna del CE, los factores de elongación 

sináptica SYCE2 y TEX12 aparecen formando un octámero fibrilar compuesto por 4 subunidades 

de cada una de las proteínas, proporcionando el soporte estructural para el crecimiento continuo 

de la red de SYCP1 a lo largo de todo el eje de los cromosomas (Davies et al., 2012). A medida 

que avanza la sinapsis, la eliminación de las proteínas HORMAD de los ejes cromosómicos es 

llevada a cabo por la ATPasa TRIP13 (Roig et al., 2010). El estado de sinapsis completa tiene lugar 

finalmente en paquiteno, momento en el que los AEs pasan a denominarse LEs. Por último, el SC 

se desensambla durante el diploteno y los cromosomas alcanzan el grado más alto de 

condensación antes de avanzar a metafase I. 

 En los espermatocitos, los cromosomas sexuales presentan una dinámica de sinapsis 

diferente a la de los cromosomas autosómicos. Mientras que los dos cromosomas X de las 

hembras sinapsan y recombinan a lo largo de la totalidad de sus ejes, en machos, la sinapsis entre 

los cromosomas X e Y en los espermatocitos queda restringida a un pequeño dominio 

denominado “región pseudoautosómica” (PAR, Pseudoautosomal Region) (Simmler et al., 1985). 

En esta región se establecen lazos de cromatina inusualmente cortos para alargar el tamaño del 

eje cromosómico y potencialmente promover la generación de DSBs (Kauppi et al., 2011). La 

formación de un quiasma en una región de tan reducido tamaño es esencial para la correcta 

segregación de los cromosomas sexuales. Mediante análisis de expresión de RNA (Monesi, 1965), 
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se demostró que los cromosomas X e Y están transcripcionalmente silenciados durante la profase 

I, lo que se conoce como inactivación meiótica de los cromosomas sexuales (MSCI, Meiotic Sex 

Chromosome Inactivation) (J. M. A. Turner, 2015). Esto contrasta con un incremento paulatino de 

la actividad transcripcional de los cromosomas autosómicos durante el paquiteno, que se 

recupera tras los niveles de transcripción global excepcionalmente bajos que se alcanzan durante 

el zigoteno (J. M. A. Turner et al., 2004). Las mutaciones que impiden el correcto MSCI (como 

ocurre en el mutante nulo de H2afx) desencadenan una condición de infertilidad como 

consecuencia de una apoptosis exacerbada de espermatocitos en estadio de paquiteno 

(Fernandez-Capetillo et al., 2003). 

 Las mutaciones en las secuencias codificantes para diversas proteínas del SC se han 

relacionado con varias condiciones de infertilidad (F. Zhang et al., 2022). En concreto, los 

mutantes nulos murinos de las proteínas del LE muestran dimorfismo sexual: mientras que los 

machos son infértiles, las hembras son subfértiles (Yang et al., 2006; Yuan et al., 2002). Además, 

se han descrito mutaciones en heterocigosis en SYCP3 con efecto dominante negativo en la región 

codificante para su dominio C-terminal en pacientes infértiles (Geisinger & Benavente, 2016). De 

manera similar, tres mutaciones diferentes en heterocigosis en la secuencia de SYCP2 están 

relacionadas con casos de azoospermia en humanos (Schilit et al., 2020). Esto sugiere una 

estrecha asociación entre las mutaciones del LE del SC y la infertilidad en machos. 

 Las alteraciones en las secuencias de las proteínas del CE SIX6OS1 y SYCE1 también se 

han relacionado con diferentes fallos en la progresión meiótica que provocan infertilidad. Dada 

su importancia en el ensamblaje del SC, la ausencia total de SIX6OS1 en ratón provoca 

azoospermia y fallo ovárico (Gómez-H et al., 2016). Además, mediante secuenciación del exoma 

completo en individuos infértiles de diferentes poblaciones, se han identificado tres mutaciones 

en homocigosis en la secuencia de SIX6OS1 (Fan et al., 2021). La primera de estas mutaciones se 

encontró en dos hombres de una misma familia diagnosticados con NOA y una mujer cursando 

con POF, e implica un cambio de en el marco de lectura de SIX6OS1 (c.204_205del 

[p.His68Glnfs*2]). Las otras dos mutaciones se detectaron en dos hombres (sin relación familiar 

entre ellos) que presentaban bloqueo meiótico: una de ellas es en una mutación sin sentido 

(c.958G>T [p.Glu320*]) y la otra afecta al patrón de splicing (c.1180-3C>G). Aunque todas estas 

mutaciones generaban una proteína truncada, mantenían la capacidad de unirse a SYCE1. Sin 

embargo, no eran capaces de formar los polycomplex característicos de su interacción in vitro 

(Fan et al., 2021; Gómez-H et al., 2016). Recientemente, se han identificado tres nuevas variantes 

patogénica en la secuencia de SIX6OS1. Una de ellas (c.7G>A[p.Asp3Asn]), detectada en 

homocigosis en dos pacientes diagnosticados de NOA, ha sido sometida a un estudio in silico (Ali 

et al., 2022). Se ha predicho que esta mutación podría provocar un cambio en la carga de SIX6OS1 

al SC que implicaría la pérdida de las interacciones con otras moléculas o residuos esenciales para 

su actividad. Las otras dos variantes de SIX6OS1 (c.135_136del [p.Lys45Asnfs*5] y c.508C>T 

[p.Arg170*]) se presentaron en homocigosis en pacientes de NOA y POF, respectivamente (Hou 

et al., 2022) . 

 De manera similar, los ratones mutantes carentes de SYCE1 son infértiles como 

consecuencia de un ensamblaje incompleto del SC y una incapacidad para reparar las DSBs 

(Bolcun-Filas et al., 2009; Costa et al., 2005). El análisis genético de familias a las que pertenecen 

miembros que cursan con NOA y POF ha permitido detectar diferentes mutaciones en SYCE1 que, 

siguiendo una herencia autosómica recesiva, podrían ser las responsables del bloqueo meiótico 

observado en los pacientes (L. De Vries et al., 2014; Maor-Sagie et al., 2015; Pashaei et al., 2020). 

De este modo, la secuenciación del genoma de dos hermanas diagnosticadas con POF y sus 



 

38 
 

 Introducción 

familiares evidenció que éstas portaban en homocigosis una mutación sin sentido en la posición 

nucleotídica 721 de SYCE1 (c.721C>T, también referida como c.613C>T) (L. De Vries et al., 2014). 

Dicha mutación genera un codón de STOP prematuro a la altura de la glutamina 241, lo que daría 

lugar a una proteína truncada de 240 aminoácidos (en contraste con la forma canónica silvestre, 

de 351 aminoácidos de longitud). Por otro lado, en dos hombres afectados por NOA se detectaron 

sendas mutaciones en SYCE1 (c.197-2A>G y c.375-2A>G) que podrían resultar respectivamente 

en un producto truncado comprendiendo exclusivamente los primeros 65 aminoácidos y una 

deleción interna desde el aminoácido 126 al 155 (Maor-Sagie et al., 2015; Pashaei et al., 2020). 

Durante el último año, se han descrito nuevas mutaciones en la secuencia de SYCE1, como 

variaciones en el número de copias (CNVs, Copy Number Variations) en dos pacientes con un 

diagnóstico de NOA (Y. Huang et al., 2022). Uno de los pacientes presentaba una deleción en 

homocigosis (seq[GRCh37] del(10)(10q26.3)chr10:g.135340247_135379115del) y el otro, 

presentaba dos mutaciones en heterocigosis: una deleción (seq[GRCh37] 

del(10)(10q26.3)chr10:g.135111754_135427143del) y una mutación puntual (c.689_690del 

[p.Phe230fs]). Esta última variante, en concreto, ha sido detectada en homocigosis en otros dos 

pacientes afectados por NOA (Feng et al., 2022; Tang et al., 2022). Además, la variante 

c.689_690del también ha sido identificada en heterocigosis en una mujer afectada por POF, la 

cual presentaba el cambio c.475G>A [p.Glu159Lys] en el otro alelo de SYCE1 (Hou et al., 2022). 

En dicho estudio identifican también la variante de SYCE1 c.271 + 2T>C [p. Ala66_Leu91delinsVal] 

en homocigosis en un paciente de NOA. La secuenciación del exoma completo de los pacientes 

infértiles ha permitido detectar, además, la variante c.373A>G [p.Arg125Gly] e incluso la deleción 

del marco de lectura completo de SYCE1 (c.1_1113del [p.1del371aa]) (Ghieh et al., 2022; Krausz 

et al., 2020).  

 3.1.2. La recombinación meiótica 

 La recombinación es el mecanismo por el cual se generan uniones físicas entre 

cromosomas homólogos, permitiendo su segregación aleatoria al final de la primera división 

meiótica. Esto permite la generación no mutagénica de nuevas combinaciones alélicas y, por 

tanto, de diversidad genética en una población. La recombinación resulta en la generación de dos 

tipos de productos finales: crossovers (COs) y non-crossovers (NCOs) (Figura 5).  Las diferencias 

entre ambos radican en las características moleculares implicadas en la resolución de los 

intermediarios de recombinación, así como en la longitud del fragmento intercambiado. La 

resolución por CO implica un intercambio recíproco de grandes segmentos de material genético 

y ocasiona el establecimiento de una unión física entre las cromátidas no hermanas de cada 

pareja de cromosomas homólogos conocida como quiasma. Esta estructura es esencial para la 

correcta segregación de los homólogos, así como para evitar la generación de gametos 

aneuploides. Por otro lado, la resolución por NCO es unidireccional e implica un intercambio de 

pequeños fragmentos de DNA. 

 La sinapsis de los cromosomas homólogos y la recombinación meiótica son dos eventos 

interdependientes que se entrecruzan en el espacio y en el tiempo. Pese a que descifrar esta 

dinámica molecular es un proceso complejo, se ha descrito que la generación de DSBs (y su 

subsecuente reparación mediante los mecanismos de recombinación) es anterior 

temporalmente al inicio de la sinapsis de los cromosomas homólogos . Sin embargo, la sinapsis y 

el correcto ensamblaje del SC son necesarios para la maduración de los sitios de recombinación 

en COs (de Vries et al., 2005).  
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 Determinación de hotspots 

 La recombinación meiótica comienza con la generación programada de DSBs. El número 

de DSBs generados difiere entre especies e incluso entre individuos, pero hay regiones en el 

genoma (conocidas como hotspots) en las que la densidad de DSBs es significativamente mayor. 

La localización de los hotspots viene determinada por la trimetilación de la lisina 4 de la histona 

H3 (H3K4me3), ejecutada por la metiltransferasa PRDM9 (Baudat et al., 2010). En la proximidad 

de los sitios de unión al DNA de PRDM9, la recombinación se inicia con la localización de 

HORMAD1 en los ejes cromosómicos aún sin sinapsar, el cual recluta el complejo de pre-

recombinación compuesto por IHO1 (Interactor of HORMAD 1), REC114 y MEI4 (R. Kumar et al., 

2018) (Figura 5).  

 Formación de DSBs 

 El reclutamiento del complejo de pre-recombinación a los ejes cromosómicos durante el 

leptoteno permite la generación programada de DSBs (entre 200 y 250 por núcleo) por la acción 

de la transesterasa SPO11 y del complejo topoisomerasa TOPOVIBL (Robert et al., 2016; 

Romanienko & Camerini-Otero, 2000). En las especies humana y murina, se han descrito dos 

isoformas de SPO11 (SPO11α y SPO11β), siendo la segunda la responsable de introducir la 

mayoría de las DSBs durante el leptoteno (Bellani et al., 2010). La generación de DSBs está 

sometida a una estricta regulación numérica, puesto que cualquier reducción en la densidad de 

las roturas se asocia con un defecto en la capacidad sináptica de los homólogos, desencadenando 

un bloqueo en profase y, por tanto, infertilidad (Kauppi et al., 2013). Como respuesta a la 

presencia de DSBs, la quinasa ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) fosforila la histona H2AX en 

la serina 139 (dando lugar a la forma fosforilada γ-H2AX) (Burma et al., 2001). Esta fosforilación 

como respuesta al daño al DNA desencadena el mecanismo de reparación de las DSBs (Figura 5). 

Además, H2AX sufre otras modificaciones postraduccionales (como la ubiquitinación de la lisina 

119 o la fosforilación de la tirosina 142) que hacen de esta histona uno de los principales 

reguladores de la respuesta al daño al DNA y de la recombinación meiótica (Xie et al., 2010). 

 Procesamiento de los extremos 

 Las roturas generadas son procesadas por la acción de múltiples proteínas de 

recombinación que se ensamblan formando los nódulos de recombinación (RNs, Recombination 

Nodules). Estos nódulos se localizan en el contexto del SC y se detectan como foci discretos a lo 

largo de los ejes. La reparación de las DSBs comienza con la liberación de los complejos de SPO11 

gracias a la actividad endonucleasa del complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) (Neale et al., 2005; 

Qiu & Huang, 2021), el cual es reclutado a los sitios de daño al DNA por la acción de γ-H2AX 

(Kinner et al., 2008). Esto desencadena una resección 5’→ 3’ (ejecutada por EXO1 y regulada por 

ATM) que genera los extremos 3’ de DNA de cadena simple (ssDNA, single-stranded DNA), cuyo 

tamaño ronda los 1000 pares de bases (bp, base pairs) (Yamada et al., 2020). Los extremos 

generados quedan protegidos por el acoplamiento del complejo de unión a ssDNA denominado 

RPA. Este posee una estructura heterotrimérica compuesta por tres subunidades de 70, 30 y 14 

kDa, y adicionalmente, evita la formación de estructuras secundarias (Wold, 2003). Las proteínas 

de unión al ssDNA MEIOB y SPATA22 forman parte de este RN temprano al interaccionar 

colaborativamente con RPA (Y. Xu et al., 2017) (Figura 5).  

 Invasión del cromosoma homólogo 

 Seguidamente, las recombinasas DMC1 y RAD51 (también dotadas de capacidad de unión 

al ssDNA) reemplazan a RPA e inician la invasión de la hebra al cromosoma homólogo (que servirá 
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como molde para la reparación de la rotura) dando lugar a una estructura conocida como D-loop 

(Bishop, 1994). El posicionamiento de cada una de las recombinasas está minuciosamente 

regulado: mientras que DMC1 se coloca cerca del sitio de rotura (y se cree que en mamíferos es 

el verdadero encargado de la invasión del homólogo), RAD51 adquiere una disposición más distal 

(Hinch et al., 2020). En lo relativo al patrón de expresión, mientras que DMC1 es una recombinasa 

específica de células meióticas, RAD51 se encarga también de la reparación por recombinación 

homóloga de las DSBs generadas en células somáticas (Brown & Bishop, 2015; J. Xu et al., 2021). 

El reclutamiento de las recombinasas a los sitios de DSBs está mediado por el complejo BRCA2-

HSF2BP-BRME1 (Felipe-Medina et al., 2020; J. Zhang et al., 2019). Dicho reclutamiento es 

consecuencia de la interacción entre BRCA2 y su cofactor DSS1, el cual, a su vez, se acopla a RPA 

reduciendo su afinidad por el ssDNA y permitiendo su reemplazo por DMC1 y RAD51 (Takemoto 

et al., 2020; W. Zhao et al., 2015) (Figura 5). Las DSBs meióticas han sido mapeadas a lo largo del 

genoma tanto en humano como en ratón por secuenciación de los fragmentos ssDNA unidos a 

DMC1 (Brick et al., 2012; Pratto et al., 2014). 

 Procesamiento de los intermediarios de recombinación 

 A medida que progresa la sinapsis entre los cromosomas homólogos durante el zigoteno, 

las recombinasas son reemplazadas por los componentes de los RNs intermedios. Entre ellos, 

destacan la helicasa BLM, la proteína de expresión en testículo TEX11 (Testis Expressed 11), la 

proteína de la superfamilia de las ciclinas CNTD1 (Cyclin N-Terminal Domain Containing 1), la E3 

SUMO-protein ligasa RNF212, la E3 Ubiquitina-ligasa HEI10 y el complejo de reparación MutSγ 

(formado por MSH4 y MSH5). Todas estas proteínas trabajan de manera cooperativa para 

permitir la resolución efectiva de los productos de recombinación generados (Baudat et al., 

2013).  

 Durante el procesamiento de los RNs intermedios es de especial interés el balance que 

se establece entre mecanismos de ubiquitinación (mediados por HEI10) y sumoilación 

(ejecutados por RNF212) en el contexto del SC. Se ha propuesto que ambas proteínas se encargan 

de regular la renovación de las proteínas de los RNs, estabilizándolos y promoviendo la 

maduración hacia COs (mediante la acción de RNF212) o desestabilizándolos, favoreciendo la 

generación de NCOs (por la intervención de HEI10) (Prasada Rao et al., 2017; Qiao et al., 2013).  

 Resolución 

 Mecanísticamente, la resolución de los intermediarios puede ocurrir mediante la captura 

del segundo extremo del DSB (aquel que no invadió el homólogo) generando dobles uniones de 

Holliday (dHJ, double Holliday Junctions). Éstas se pueden resolver como CO (por la acción de la 

exonucleasa EXO1 y las proteínas mismatch repair MLH1 y MLH3) o como NCO. Alternativamente, 

existe una vía de reparación que genera exclusivamente NCOs, e implica un desplazamiento de la 

hebra invasora (después de sintetizar el DNA necesario a partir del homólogo) para anillar de 

nuevo con el segundo extremo de ssDNA de su propio homólogo. Este proceso por el que se 

reparan hasta el 90% de las roturas se conoce como “anillamiento de hebra dependiente de 

síntesis” (SDSA, Synthesis-Dependent Strand Annealing) (Figura 5) y es ejecutado por el complejo 

BTR (BLM-TOP3-RMI1) (Séguéla-Arnaud et al., 2017; Sung & Klein, 2006). 
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Figura 5. Representación esquemática de las vías de reparación de las DSBs meióticas y procesamiento de los 

intermediarios de recombinación generados. Las principales proteínas que intervienen en el proceso aparecen 

indicadas en su momento particular de actuación. 

 La gran mayoría de las roturas generadas se reparan generando NCOs. Sin embargo, al 

menos un DSB por cada par cromosómico (aproximadamente el 10% de las roturas generadas) 

madurará formando un CO (Lange et al., 2016). La regulación del número de COs generados a lo 

largo del genoma está controlada por multitud de genes. Entre ellos, destacan diversos genes 

meióticos (como PRDM9, SIX6OS1 y RAD21L) en los que se han detectado polimorfismos de 

nucleótido único (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) al secuenciarse el exoma completo de 

2261 individuos islandeses (Kong et al., 2013). 

 La región PAR de los cromosomas sexuales masculinos, al igual que ocurre con la sinapsis, 

sufre una dinámica de formación y resolución de DSBs diferente a la de los pares autosómicos 

(Soriano et al., 1987). De manera global, en promedio se forma un DSB cada 10 megabases a lo 

largo del genoma (Y. Li et al., 2021). Por tanto, si la PAR (cuyo tamaño es de unos 0,7 megabases 

en ratón) se comportara como un fragmento autosómico, serían frecuentes los fallos en 

recombinación del X-Y, cuya ausencia de quiasma sería un grave impedimento para la correcta 

progresión de la meiosis (Perry et al., 2001). Para hacer frente a esta frecuencia de DSBs hasta 20 

veces mayor en comparación con la existente en los autosomas, al comienzo de la meiosis, una 

serie de factores promotores de DSBs (REC114, MEI4, MEI1, IHO1 y ANKRD31) se acumulan en la 

PAR (Acquaviva et al., 2020). Las DSBs se forman en dicha región del par sexual durante el 

zigoteno medio-tardío, mostrando un retraso temporal con respecto a las roturas generadas en 

los autosomas, que alcanzan su pico numérico al principio del zigoteno (Kauppi et al., 2012).  

3.2. Transición metafase-anafase 
 Al final del diploteno, el SC queda completamente desensamblado y los meiocitos 

transicionan por el estadio de diacinesis para alcanzar la metafase I meiótica. Esto implica 

también la descarga de los elementos axiales y la posterior eliminación de las cohesinas que 

mantienen unidas las cromátidas hermanas, quedando al final de la primera división meiótica solo 

aquellas localizadas en los centrómeros (Bolcun-Filas & Handel, 2018; Burgoyne et al., 2009). La 
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salida de la profase meiótica presenta dimorfismo sexual en mamíferos. Mientras que la 

superación del bloqueo en dictiata de los oocitos quedó descrito en la sección 2.2. de la 

Introducción, la desinapsis de los espermatocitos es dependiente de diversos factores, como la 

proteína de choque térmico HSP70-2 o las quinasas Aurora B y C (Dix et al., 1997; Wellard et al., 

2020). También interviene en esta transición SKP1, un componente del complejo E3 ubiquitina 

ligasa SCF (SKP1-Cullin-F-box) que permite la descarga de las proteínas HORMAD de los ejes 

cromosómicos (Guan et al., 2020). 

 En la primera metafase meiótica, los bivalentes se encuentran alineados en la placa 

metafásica y los cinetocoros hermanos de cada homólogo orientados hacia el mismo polo, 

adoptando una configuración sintélica. De este modo, un homólogo de cada pareja es transmitido 

al azar a cada meiocito secundario. Para salvaguardar este proceso, durante la transición 

metafase I - anafase I se activa el punto de control del ensamblaje del huso (SAC, Spindle Assembly 

Checkpoint), que evalúa la correcta orientación y tensión de los cromosomas (Musacchio & 

Salmon, 2007). Dado que estas propiedades estructurales son dependientes de la formación 

previa de quiasmas, la pérdida de proteínas cruciales para su generación (como MLH1 y MLH3) 

se ha relacionado con la incapacidad para superar el SAC y con un bloqueo en metafase I en ratón. 

De este modo se garantiza la eliminación de los meiocitos que presenten algún defecto 

cromosómico (Eaker et al., 2002; Lipkin et al., 2002).  

 Alcanzada la anafase I, se produce la eliminación mediada por Separasa de las cohesinas 

de los brazos cromosómicos por una escisión proteolítica de la subunidad α-kleisina del complejo 

(REC8 o RAD21L). Las cohesinas centroméricas quedan protegidas por la shugoshina (del japonés 

“espíritu guardián”) SGO2, evitando la separación prematura de las cromátidas hermanas 

durante la primera división (Llano et al., 2008; Tóth et al., 2000; Watanabe et al., 2005). La 

ausencia de esta proteína en ratón provoca infertilidad debido a una separación prematura de 

las cromátidas hermanas durante anafase I, desencadenando la formación de gametos 

aneuploides (Llano, Gómez, Gutiérrez-Caballero, et al., 2008). El mecanismo de protección 

ejecutado por las shugoshinas se fundamenta en la formación de un complejo con la fosfatasa 

PP2A, que defosforila las cohesinas y previene su corte por Separasa durante la primera división 

meiótica (Z. Xu et al., 2009).  

 La activación de la proteasa Separasa está temporal y espacialmente regulada a través de 

un doble mecanismo inhibitorio mediado por Securina y el complejo CDK1/Ciclina B1 (Hellmuth 

et al., 2015; Stemmann et al., 2001). De este modo, cuando los requerimientos del SAC han sido 

satisfechos, se activa el complejo APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) con actividad 

E3 ubiquitina ligasa. Este complejo ubiquitina a los dos inhibidores de Separasa, provocando su 

degradación por el proteasoma y permitiendo la activación de Separasa (Herbert et al., 2003). En 

células mitóticas, se ha demostrado que la shugoshina SGO2 puede asociarse con la proteína del 

SAC MAD2 constituyendo un mecanismo adicional de bloqueo de Separasa en ausencia de 

Securina (Hellmuth et al., 2020). El complejo de cohesinas, a parte de su función canónica como 

reguladora de la cohesión de las cromátidas hermanas y separación de los cromosomas 

homólogos, también está implicado en la reparación de DSBs. De este modo, se ha demostrado 

que Separasa interviene en la liberación de las cohesinas durante la respuesta al daño al DNA en 

células somáticas, aunque el posible mantenimiento de esta función en meiocitos aún no ha sido 

descrito (Hellmuth et al., 2018).  
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3.3. Segunda división meiótica 
 Una particularidad de la meiosis es la ausencia de una fase S de replicación de DNA entre 

las dos divisiones reduccionales. Esto es debido a la activación de la quinasa CDK1 al final de la 

meiosis I, que bloquea el ensamblaje de los complejos pre-replicativos (Phizicky et al., 2018).  

 Durante el final de la segunda división meiótica tiene lugar la separación de las 

cromátidas hermanas, para lo cual se requiere la descarga de las cohesinas centroméricas. De 

este modo, se generan gametos haploides que portan una copia de cada par de cromátidas. De 

manera similar a lo que ocurre con los quiasmas entre los cromosomas homólogos durante la 

metafase I, la cohesión centromérica es ahora requerida para la bi-orientación y tensión entre 

cromátidas hermanas (configuración anfitélica), satisfaciéndose así los requerimientos del 

segundo SAC durante la metafase II (Malmanche et al., 2006).  La tensión ejercida sobre los 

centrómeros provoca una redistribución de SGO2 que deja accesibles los complejos de cohesinas 

centroméricos a la acción de Separasa. De este modo, la segunda ola de activación de Separasa 

escinde REC8 liberando los complejos de cohesinas ubicadas en los centrómeros y permitiendo 

la segregación de las cromátidas hermanas (Lee et al., 2003). 

 La desregulación de todo este complejo entramado de procesos que ocurren durante las 

divisiones meióticas da lugar al desarrollo de anomalías cromosómicas (como aneuploidías o 

reordenamientos cromosómicos) que pueden desencadenar finalmente en muerte fetal, 

anomalías congénitas e infertilidad (Petronczki et al., 2003).  

4. Organización de la cromatina 
 El DNA se encuentra asociado a RNA y proteínas en el núcleo de las células eucariotas 

dando lugar a una estructura denominada “cromatina”. La forma más simple de asociación son 

los nucleosomas, unas estructuras caracterizadas por el enrollamiento de fragmentos de unos 

147 bp de DNA en torno a un core octamérico (de unos 5,5 nm de alto y 11 nm de diámetro) 

compuesto por una pareja de cada una de las cuatro histonas centrales (H2A, H2B, H3 y H4) 

(Figura 6) (Cutter & Hayes, 2015).  

 En eucariotas se ha descrito una quinta clase de histonas denominada “H1”. Estas 

histonas actúan como un linker o puente de unión al asociarse a los fragmentos de DNA (de unos 

80 bp) que quedan sin enrollar entre dos cores contiguos, promoviendo así un nivel superior de 

organización de la cromatina (Hergeth & Schneider, 2015). La familia de histonas H1s es la más 

heterogénea que se conoce, pues en mamíferos la constituyen once variantes diferentes. Siete 

de ellas son H1s somáticas (H10, H1a, H1b, H1c, H1d, H1e y H1x) y cuatro específicas de la línea 

germinal: H1t, H1T2 y H1LS1 (expresadas exclusivamente en la línea germinal masculina) y 

H1FOO, cuya expresión queda restringida al oocito (Fyodorov et al., 2018; Pan & Fan, 2016; 

Prendergast & Reinberg, 2021). Dado su patrón de expresión, diversos grupos de investigación 

han estudiado en detalle la implicación en fertilidad de las histonas de la familia H1 específicas 

de la línea germinal. De este modo, la histona H1t (que decora la cromatina desde el estadio de 

mid-paquiteno hasta el de espermátida alargada) no es esencial para la espermatogénesis en 

ratón ni para la transición de histonas a protaminas (Drabent et al., 2000). Por otro lado, la histona 

H1T2 se localiza en el ápice nuclear de las espermátidas redondas y alargadas y es esencial para 

la espermiogénesis, ya que los mutantes murinos carentes de H1T2 son infértiles como 

consecuencia de una elongación aberrante de sus espermátidas (H. Tanaka et al., 2005). H1LS1, 

por su parte, se expresa en el núcleo de espermátidas elongadas y la disrupción de su homólogo 

(Mst77F) en Drosophila melanogaster provoca infertilidad debido a una producción de 
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espermatozoides aberrantes (Jayaramaiah Raja & Renkawitz-Pohl, 2005). Sin embargo, el papel 

de H1LS1 en la espermatogénesis de mamíferos no se conoce aún en profundidad. De manera 

similar, el análisis in vivo de la implicación de la única histona de la familia H1 con un patrón de 

expresión restringido al oocito (H1FOO) no había sido llevado a cabo al inicio de esta Tesis 

Doctoral.  

 De forma general, las histonas H1 presentan un dominio central globular altamente 

conservado que se encuentra flanqueado por regiones variables en los extremos tanto N- como 

C-terminal (Doenecke et al., 1997). Además de su papel estructural, las histonas de la familia H1 

participan en la regulación de la expresión génica. Sin embargo, la ya mencionada complejidad 

de esta familia, así como las modificaciones postraduccionales que sufren sus componentes, 

dificulta el estudio del rol que desempeñan en la formación de la heterocromatina, la regulación 

transcripcional y la embriogénesis.   

 Durante años, diversos estudios epigenéticos han tratado de descifrar la compleja 

dinámica de asociación de las histonas al DNA, así como la multitud de modificaciones que sufren 

a lo largo del ciclo celular. Los patrones de expresión génica de una célula vienen marcados por 

una intercomunicación entre el epigenoma, las vías de señalización intracelular y la acción de 

factores de transcripción. En concreto, los cambios epigenéticos son fundamentales para la 

regulación de la expresión génica durante el desarrollo embrionario, la diferenciación celular y la 

respuesta a señales ambientales (O’Neill, 2015; B. M. Turner, 2009; H. Wu & Yi, 2006) t. Por ello, 

estas modificaciones se han relacionado con el origen y progresión de diversas enfermedades 

humanas, incluyendo el cáncer, las enfermedades neurodegenerativas y más recientemente, la 

infertilidad. Además, dichas modificaciones epigenéticas son de especial interés en el estudio de 

la Genética Humana, dado que posiblemente actúan transgeneracionalmente (Burton & Greer, 

2022). En la línea de esta teoría, la edición de los patrones de metilación de las islas CpG 

(reguladoras de la expresión génica) en células embrionarias murinas ha demostrado provocar 

alteraciones fenotípicas que se transmiten a lo largo de múltiples generaciones (Y. Takahashi et 

al., 2023). Por todo ello, desgranar los mecanismos de acción de los elementos que regulan la 

organización de la cromatina es de vital importancia para poder hacer frente a aquellas 

enfermedades en las que se ven involucradas. 

4.1. Regulación de la cromatina durante el desarrollo temprano 
 Tras la fertilización, y con el fin de dar lugar a un genoma embrionario totipotente, la 

cromatina procedente de los núcleos materno y paterno se fusiona. El DNA del esperma en 

mamíferos alcanza al final de la espermiogénesis el mayor nivel de compactación descrito en 

eucariotas. Al contrario de lo que ocurre en las células somáticas, el DNA de los espermatozoides 

no adquiere la estructura solenoide caracterizada por la organización en nucleosomas (Okada, 

2022; Ward & Coffey, 1991). La condensación de la cromatina de este tipo celular genera una 

estructura toroidal como consecuencia de la incorporación de proteínas nucleares básicas (SNBs, 

Nuclear Basic Proteins) que incluyen variantes propias de varias subunidades de histonas, 

proteínas de transición (TPs, Transition Proteins) y protaminas (Lewis, Abbott, et al., 2003; Lewis, 

Song, et al., 2003).  

 Esta transición histonas-protaminas es esencial para la correcta formación de los 

espermatozoides y ocurre en mamíferos en dos etapas (M. Zhao et al., 2004). En primer lugar, en 

el estadio de espermátidas alargadas, las histonas se remplazan por proteínas de transición TP1 

y TP2, que evitan la generación de defectos secundarios en los espermátidas y la pérdida eventual 

de la integridad genómica (Andrabi, 2007). Finalmente, las TPs son desplazadas permitiendo la 

carga definitiva de las protaminas en los espermatozoides (Lewis, Song, et al., 2003).  
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 Una vez ocurre la fertilización, la cromatina del pronúcleo masculino sufre un complejo 

proceso de descondensación acoplado a un reemplazo de las protaminas propias por las histonas 

centrales maternas y la histona linker materna H1FOO. Se ha hipotetizado que este recambio 

facilita la reprogramación nuclear durante el desarrollo embrionario temprano (Becker et al., 

2005; Gao et al., 2004).   

 Más allá de la fertilización, durante el desarrollo temprano, las PGCs de las que derivan 

los futuros gametos del individuo en crecimiento presentan un alto grado de dinamismo 

epigenético. Tras la fertilización, la dioxigenasa TET3 desmetila el genoma paterno en el oocito 

fertilizado, por lo que en el momento del establecimiento del epiblasto murino (en torno a los 4 

dpc) el DNA de las células de su masa interna se encuentra globalmente desmetilado (F. Guo et 

al., 2014; Z. D. Smith et al., 2012). Esta hipometilación finaliza a causa de una rápida metilación 

de novo que se prolonga hasta los 5,5 dpc. En torno a los 6,5 dpc en ratón (18 dpc en humano), 

las PGCs emergen desde el epiblasto, y su genoma sufre dos olas de reprogramación epigenética 

que implicará un borrado de las marcas de metilación (Larose et al., 2019). La primera de ellas 

ocurre concretamente a los 8 dpc, pero el borrado de marcas epigenéticas durante esta fase es 

incompleto (Hargan-Calvopina et al., 2016). Esta desmetilación es consecuencia de la represión 

de las metiltransferasas DNMT3A y DNMT3B (Kagiwada et al., 2013). La segunda ola de 

desmetilación del DNA se produce en el momento de la migración y especificación sexual de las 

PGCs (entre los 10,5 dpc y los 12,5 dpc) y es dependiente de TET1 y TET2 (Vincent et al., 2013). 

La metilación en machos se reestablece en el estadio de preespermatogonia a 14,5 dpc. Sin 

embargo, en hembras este hecho no ocurre hasta la etapa postnatal, coincidiendo en el tiempo 

con el desarrollo folicular (Stewart et al., 2016). De todos modos, los mecanismos moleculares 

que gobiernan este traspaso de información garantizando la transmisión de la información entre 

generaciones es aún un enigma biológico que requiere ser estudiado en mayor profundidad. 

4.2. La histona específica de oocitos H1FOO  
 La histona H1FOO (H1 histone family, member O, oocyte-specific) es el único miembro de 

la familia que presenta un patrón de expresión restringido a los oocitos. En el núcleo celular, 

H1FOO se dispone en asociación al DNA que conecta cada unidad del nucleosoma confiriendo un 

mayor grado de compactación (Figura 6). Para la correcta asociación de H1FOO a la cromatina 

del núcleo es esencial tanto su dominio N-terminal, el cual presenta múltiples sitios potenciales 

de fosforilación, así como su dominio C-terminal, caracterizado por presentar un gran número de 

aminoácidos ácidos (M. Tanaka et al., 2001).  H1FOO se expresa en los oocitos de manera 

constitutiva durante todo el ciclo celular y es independiente de la replicación del DNA (Izzo et al., 

2008). Evolutivamente, H1FOO es el homólogo mamífero de las histonas B4 de Xenopus laevis y 

cs-H1 del erizo de mar (M. Tanaka et al., 2001).  Ambas histonas se caracterizan por expresarse 

de manera exclusiva en los oocitos y embriones en estadio temprano de desarrollo, por 

presentarse en bajo número de copias y por estar dotadas de intrones (Hyeseong & Wolffe, 1994; 

Mandl et al., 1997). Estas características evidencian las funciones similares conservadas entre 

dichos homólogos durante la oogénesis y el desarrollo temprano, así como su origen evolutivo 

común. 

 De manera similar a sus homólogos en rana y erizo de mar, la secuencia nucleotídica 

codificante para H1FOO en mamíferos presenta 5 exones, al contrario de lo que ocurre con la 

mayoría de las histonas (que son codificadas por un único exón). H1FOO alcanza altos niveles de 

expresión no solo en el oocito, sino también durante el comienzo del desarrollo embrionario (M. 

Tanaka et al., 2005). Más concretamente, su expresión se detecta desde oocito en estado de 

vesícula germinal hasta el embrión en estadio de dos células (M. Tanaka et al., 2003). La expresión 
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de H1FOO finalmente disminuye hasta alcanzar niveles basales en la transición al estadio de 

embrión de dos células, siendo entonces esta histona reemplaza por las H1s somáticas para 

satisfacer los requerimientos del programa transcripcional del embrión. Por último, la ausencia 

total de H1FOO se alcanza en el estado de blastocisto (Funaya et al., 2018). Este patrón de 

expresión tan regulado temporal y espacialmente es consecuencia de un complejo programa 

molecular que incluye la metilación de regiones de DNA localizadas aguas arriba del gen de H1foo 

(Maeda et al., 2008). Además, esta histona podría ejercer alguna función durante la 

gametogénesis masculina, dado que H1foo se transcribe basalmente durante la 

espermatogénesis, y que las moléculas de H1FOO maternas se ensamblan en el genoma paterno 

tras la fertilización, desplazando de su genoma las SNBs propias (de Macedo et al., 2021; 

Mizusawa et al., 2010).   

 

Figura 6. Representación esquemática de la estructura de la fibra de cromatina en oocitos, en la que H1FOO se 

acopla al DNA internucleosómico que queda libre entre cada octámero de histonas (compuesto por dos unidades 

de cada una de las histonas centrales H2A, H2B, H3 y H4). 

 Funcionalmente, H1FOO parece desempeñar un papel en la regulación de la 

gametogénesis, y en la regulación de la disposición de la fibra de cromatina en los primeros 

estadios del desarrollo embrionario (Funaya et al., 2018). De este modo, la inhibición de la 

expresión de H1foo en ratón mediante oligonucleótidos antisentido morfolino (microinyectados 

en oocitos murinos en estadio de vesícula germinal) provoca un fallo en la extrusión del primer 

cuerpo polar y un bloqueo en metafase I in vitro (Furuya et al., 2007). De manera similar, la 

maduración de oocitos bovinos in vitro también se ve comprometida como consecuencia de la 

inhibición de H1FOO mediada por siRNAs (small interfering RNA) (Yun et al., 2015). Otros estudios 

han demostrado que el knockdown mediante siRNA de H1FOO en embriones murinos en estadio 

de una célula provoca un estado menos laxo de la cromatina y un incremento en la deposición de 

las variantes histónicas H3.1 y H3.2 en la región periférica del pronúcleo (Funaya et al., 2018). 

Todo ello evidencia que H1FOO podría ser uno de los principales reguladores del característico 

estado laxo de la cromatina en el embrión en estadio de una célula. 

 Los oocitos tienen la capacidad de dar lugar a células embrionarias desdiferenciadas pese 

a ser propiamente células diferenciadas (Clarke et al., 1998; Miyamoto, 2019). Esta transición de 

un estadio diferenciado a una situación de totipotencia implica una intensa reprogramación 

celular que se encuentra mediada, en parte, por cambios en la composición y configuración de la 

cromatina. La capacidad de los oocitos para regular la estructura de cromatina y estimular la 

reprogramación celular reside en la acción de diversos factores que alcanzan altos niveles de 

expresión en oocitos en estadio de metafase II (como las chaperonas de histonas ASF1A y ASF1B, 

el factor de transcripción ARID2, o la propia histona H1FOO)  (Awe & Byrne, 2013). Las histonas 

tienen un papel destacado en la regulación de las modificaciones epigenéticas que ocurren 
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durante dicha reprogramación celular, ya que pueden promover o inhibir la transcripción génica 

al alterar la estructura de la cromatina (Gomes et al., 2017). En este sentido, la histona B4 de 

Xenopus (el homólogo de la H1FOO murina) ha demostrado ser esencial para esta 

reprogramación transcripcional, probablemente al hacer accesible la cromatina somática a la 

maquinaria del oocito y permitir de este modo la carga de grandes cantidades de RNA polimerasa 

II (Jullien et al., 2014). De la misma forma, durante la reprogramación de las células somática a 

partir de la expresión ectópica de los factores de reprogramación de Yamanaka (OCT4, SOX2, 

KLF4 y MYC) (K. Takahashi & Yamanaka, 2006), tiene lugar también una importante remodelación 

de la cromatina que permite la desdiferenciación celular in vitro (Papp & Plath, 2013). Aunque la 

dinámica de expresión e incorporación a la cromatina de las H1s somáticas durante los 

mecanismos de reprogramación celular ha sido previamente descrita (Terme et al., 2011), la 

posible implicación de H1FOO en este proceso aún necesita ser estudiada en detalle. Por todo 

ello, el posible papel que desempeña H1FOO en la maduración de los oocitos y en la regulación 

de la cromatina (tanto durante el desarrollo temprano como durante la reprogramación) está 

sometido actualmente a un intenso debate en el campo de la Biología Molecular (Funaya et al., 

2022; Furuya et al., 2007; Li et al., 2022; Yun et al., 2015). 
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OBJETIVOS 

 La gametogénesis es un proceso biológico estrictamente regulado en el cual una célula 

diploide lleva a cabo una división reduccional para dar lugar a células haploides denominadas 

gametos. Cualquier alteración que comprometa la correcta homeostasis de este proceso puede 

provocar infertilidad en el individuo o dar lugar a la generación de gametos que portan anomalías 

cromosómicas. En la actualidad, muchas parejas se enfrentan a un diagnóstico idiopático de 

infertilidad, por lo que conocer las causas genéticas y moleculares implicadas en el control de la 

gametogénesis es esencial para la mejora de su calidad de vida.   

 Para contribuir a descifrar los mecanismos genéticos que gobiernan la regulación de la 

gametogénesis en mamíferos, abordamos profundizar en el mecanismo molecular que provoca 

POF en pacientes que presentan una mutación en la secuencia del gen SYCE1. Además, llevamos 

a cabo una caracterización funcional del gen H1FOO, codificante para una histona específica de 

oocitos, mediante la generación y el análisis de un modelo murino.  

 Los objetivos específicos de la presente Tesis Doctoral son: 

1. Caracterización in vivo y validación de la mutación c.613C>T en SYCE1 asociada a POF 

como responsable del fenotipo de infertilidad en humanos, haciendo uso del ratón como 

modelo animal. 

a) Disección del mecanismo molecular de acción de la variante SYCE1POF. 

b) Análisis de las interacciones multivalentes establecidas entre SYCE1 y 

SIX6OS1. 

c) Caracterización in vivo de la mutación Δ10-21 de SIX6OS1.  

 

2. Análisis funcional de la histona específica de oocitos H1FOO en mamíferos y su 

implicación en la gametogénesis y la pluripotencia. 
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1. Modelos murinos 
1.1. Bienestar animal 
 Los ratones fueron estabulados en una instalación libre de patógenos específicos 

(specific-pathogen free, SPF) con control de temperatura, utilizando jaulas con ventilación 

individual, dieta estándar y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas de acuerdo con las regulaciones 

establecidas por la Unión Europea en el Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la 

Universidad de Salamanca (USAL). Los protocolos llevados a cabo en el trabajo para los que se ha 

requerido la utilización de ratones han sido aprobados por el Comité Ético de Experimentación 

Animal de la USAL. Siguiendo el “Principio de las tres Rs: reemplazar, reducir y refinar”, se han 

enfocado todos los esfuerzos a reducir el número de animales empleados, así como a minimizar 

su sufrimiento y mejorar su bienestar.  

1.2. Generación de ratones modificados genéticamente mediante CRISPR/Cas9 
 La tecnología de edición genómica CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats)/Cas9 revolucionó el campo de la Biología Molecular al permitir una 

modificación dirigida y altamente eficiente del genoma de una gran variedad de especies 

eucariotas (Cong et al., 2013). Esta tecnología se basa en dos componentes principales: por un 

lado, una endonucleasa (Cas9) se encarga de generar roturas dirigidas en el DNA 

(deoxyribonucleic acid). El otro componente son las guías RNA (sgRNAs, single guide RNAs), cuyo 

objetivo es dirigir a la nucleasa de manera específica a su diana en el genoma. Una vez generadas, 

estas roturas pueden repararse mediante reparación de extremos no homólogos (NHEJ). Este 

mecanismo, con alta tendencia a cometer errores, puede generar inserciones o deleciones 

inespecíficas que dan lugar a alelos mutantes. De manera alternativa, se puede añadir al sistema 

un DNA de hebra simple molde (ssODN, single-stranded oligodeoxynucleotide) para la reparación, 

generándose de este modo inserciones, deleciones o mutaciones puntuales controladas. Este 

molde contiene las mutaciones a introducir flanqueadas por brazos de homología colindantes a 

la zona diana para favorecer la reparación por recombinación homóloga, un mecanismo de 

reparación de alta fidelidad (H. Yang et al., 2014). Los modelos murinos mutantes Syce1POF/POF, 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21 y H1foo—/— empleados en esta tesis han sido generados utilizando esta 

tecnología.   

1.2.1. Diseño de sgRNAs 

 Los sgRNAs están constituidos por dos componentes imprescindibles: los crRNAs (CRISPR 

RNAs) y el tracrRNA (trans-activating crRNA). Los crRNAs son los responsables de la especificidad 

y el tracrRNA interviene en el procesamiento de los crRNAs. De este modo, el tracrRNA actúa 

como un andamiaje que permite la unión de los crRNAs a la Cas9 y de este complejo a su vez al 

DNA, produciendo el corte dirigido (H. Wang et al., 2016). Por tanto, para la generación de cada 

modelo, se diseñaron crRNA específicos dirigidos a la zona del genoma a mutar, mientras que la 

secuencia del tracrRNA fue la misma para todos los modelos.  

El diseño de los crRNAs se llevó a cabo haciendo uso del servidor de IDT 

(https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM), y sus secuencias se 

encuentran recogidas en la Tabla 2.  

 

 

 

https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM
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Modelo Identidad del crRNA Secuencia (5’-3’) 

Syce1POF/POF sgRNA1 TGACTTCTTTCCACACTATC 

Six6os1Δ10-21 /Δ10-21 
sgRNA2 ATCTGTTTGTCAGTTTGGAC 

sgRNA3 TACTTATGTCTTGCTCATAC 

H1foo—/—  
sgRNA4 GCAGGCCTTGACCGGGGCAG 

sgRNA5 AAGGCTGAAGAGCTGCCAGG 

Tabla 2. Identidad y secuencia de los crRNAs empleados para la generación de los modelos murinos indicados 

por edición genómica haciendo uso de la tecnología CRISPR/Cas9. 

1.2.2. Obtención de sgRNAs, Cas9 y ssODNs 

 Una vez diseñados, los crRNAs, junto al resto de componentes del sistema CRISPR/Cas9 

(tracrRNA, ssODNs y la nucleasa Cas9), fueron fabricados por síntesis química por la compañía 

IDT. Los crRNAs y el tracrRNA se sintetizan por separado y posteriormente, fueron anillados por 

complementariedad antes de ser utilizados. Para ello, cantidades equimolares de ambas 

moléculas se hirvieron 5 minutos a 95ºC para, a continuación, someterlas a una rampa 

descendiente de temperatura durante unos 90 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente. 

Los ssODNs utilizados para la generación de los distintos modelos se encuentran recogidos en la 

Tabla 3. 

Modelo Secuencia del ssODN (5’-3’) 

Syce1POF/POF 

GGGACTCTTCCTCCGAAGCCATGAGGCAGCTGCAGCAATGTAAGATGCAGGGTGGG

GCAGGAGGAGGAAATGTCTAGCACTGACTTCTTTCCACACCCCCAGGTAGATGTTCA

AGGATGAGAACAAGAAAGCTGAGGAGTTCCTAGAGGCTGCAGCTCAGCAGCACGAG

CAGCTGCAGCAGAGGTGCCACCAGCTACAGC 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21 

GTTCTTACTTTATGTATGCTCTTTTATATATGGCTTCTGAAAGTTTTATTATTTATTTTAC

ACAGTGTCCAAGATGAATGATAATCTGTTTGTCAGTTTGCAAGACATAAGTATTAAAG

AAGATACGATTCAAAGAATTAATAGTAAGTAGTTTTGCATGAAATAAATATTTTAGTC

TTTTGGTTTTATCTTATATAGCA 

H1foo—/—  

GACAGTGGTCTGTGTAAGGCTTGCAGCCTAGCAGCTAGTGATGTCACTGGTTCTCAG

TGTGTGTGTGCTCTGCCCCACCAAAGCAGGCCTTGACCGGGGCGGGGGTGTGTCTCT

CTCTGTATGGGAGGTCAGAAGAAATTCAAGGGGGTTTTGCACTAAGGAGTCTGGGCT

CATCCTAGAGCAGTGAGTAGCTATGAGAG 

Tabla 3. Lista de ssODNs utilizados para la generación de los modelos murinos indicados. Para el ssODN del 

mutante Syce1POF/POF, se resalta en negro la mutación del motivo adyacente de protoespaciador o secuencia PAM 

(Protospacer Adjacent Motif) (CTATCAG>CCCCCAG). Este cambio implica la introducción de la secuencia del 

extremo 3’ del intrón humano para evitar un nuevo corte de la Cas9 tras la integración del molde en el genoma. 

En rojo, se resalta el cambio C>T que genera el codón de STOP prematuro (p.Gln243*). Para los mutantes 
Six6os1Δ10-21/Δ10-21 y H1foo—/—, se resalta en azul el dominio ssODN 5’ y, en verde, el dominio ssODN3’. 

1.2.3. Microinyección del sistema CRISPR/Cas9 en zigotos 

 La microinyección de las mezclas de componentes del sistema CRISPR/Cas9 se realizó 

preparando cada reactivo a las siguientes concentraciones: 30 ng/µL de Cas9, 20 ng/µL de cada 

sgRNA anillado y 10 ng/µL del ssODN. Esta mezcla fue microinyectada en zigotos B6/CBA F2 

(híbridos entre cepas C57BL/6J y CBA/J) siguiendo el protocolo descrito en (Singh et al., 2015) por 

parte de la Unidad de Transgénesis de la Universidad de Salamanca.   
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1.2.4. Caracterización de los fundadores y establecimiento final de las líneas 

 Los ratones fundadores portadores de la edición deseada se identificaron mediante PCR 

(Polymerase Chain Reaction) haciendo uso de oligonucleótidos flanqueando la región editada y 

empleando como molde DNA genómico extraído de biopsias de cola (ver secciones 2.1.1. y 2.2.). 

Los oligonucleótidos empleados se encuentran recogidos en la Tabla 4. Los productos de PCR se 

secuenciaron directamente mediante secuenciación Sanger o se subclonaron en el plásmido 

pBlueScript (Stratagene) para ser secuenciados posteriormente. Los fundadores seleccionados se 

cruzaron con ratones silvestres (WT, Wild-Type) C57BL/6J para eliminar los off-targets no 

deseados. Posteriormente, los descendientes heterocigotos fueron secuenciados de nuevo y 

cruzados para generar los homocigotos editados. El genotipado se llevó a cabo mediante análisis 

directo en geles de agarosa (para los mutantes Six6os1Δ10-21/Δ10-21 y H1foo—/— ) y por secuenciación 

Sanger en el caso del mutante puntual Syce1POF/POF. 

Modelo Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Alelo 
Tamaño del 

amplicón (bp) 

Syce1POF/POF 
F1 CTGTAGAGAAACTGATGAAAGT 

WT y KI 398 
R1 CAAGAAAATATGAAGAGACATAC 

Six6os1Δ10-21 /Δ10-21 
F2 CACTTACATTTTCCTTTTAAGAATGC WT 413 

R2 CCCCTCTCATACATACAAGTTGC Δ 285 

H1foo—/—  

F3 ATGGAGAAAGGGCAGAAGAGG 
WT 272 

R3 CACTTCCTACGGAGGGAAACC 

F4 TGGTTCTCAGTGTGTGTGTGC 
KO 268 

R4 GCTGCCTTGAACTTCTGGTCT 

Tabla 4. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para el genotipado de los modelos murinos desarrollados 

y tamaño de los amplicones en pares de bases generados para cada alelo. KI: Knock-in; KO: Knockout. 

1.3. Análisis de fertilidad 
 La capacidad reproductiva de los ratones mutantes fue evaluada mediante un análisis de 

fertilidad. Para ello, se establecieron cruces de ratones adultos (en torno a 8 semanas de edad) 

mutantes, y el tamaño (en número de crías) y la frecuencia de las camadas se registró, 

comparando estos valores con los de las camadas nacidas a partir de un cruce de ratones 

heterocigotos. La presencia de tapón copulador en la vagina de las hembras se evaluó cada 

mañana para confirmar el apareamiento la noche anterior.  

2. Técnicas de Biología Molecular 
2.1. Extracción de DNA genómico 

2.1.1. Extracción por lisis alcalina 

 Para el genotipado de los animales, se tomaron fragmentos de cola de unos 2 mm de 

longitud de ratones con una edad comprendida entre 14 y 21 dpp y se incubaron en presencia de 

600 µL de NaOH 50 mM durante 30 minutos a 95ºC. A continuación, los fragmentos se 

disgregaron haciendo uso de un vórtex y se neutralizó la lisis añadiendo 50 µL de Tris-HCl 1 M pH 

8,8. Este DNA genómico se utilizó como molde para genotipado de ratones por PCR de manera 

rutinaria. 
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2.1.2. Extracción con fenol/cloroformo 

 Este método de extracción permite obtener una mayor pureza de DNA eliminando un 

alto porcentaje de proteínas y polisacáridos. Para llevarlo a cabo se incubaron los fragmentos de 

cola de ratón en 500 µL de buffer de lisis (0,1 M Tris-HCl pH 7,4; 0,1 M EDTA; 0,5% SDS) 

suplementado con 0,6 mg/mL de Proteinasa K (Roche) a 55ºC durante 12-20 horas. Al DNA 

solubilizado se le añadieron 200 µL de fenol y 200 µL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), se 

mezcló por inversión y se centrifugó 5 min a 13000 revoluciones por minuto (rpm). La fase acuosa 

superior que contiene el DNA se recogió y el DNA se precipitó añadiendo 200 µL de acetato 

amónico 7,5 M y 700 µL de isopropanol (0,4 y 1,4 volúmenes, respectivamente). A continuación, 

el DNA se lavó con 500 µl de etanol 70%. Una vez retirado el etanol, se dejó evaporar 

completamente y el DNA se resuspendió en TE 1x. 

2.2. Genotipado por PCR 
 El genotipado de los ratones se llevó a cabo mediante amplificación por PCR. Los 

oligonucleótidos se diseñaron flanqueando la región editada del gen de interés. La puesta a punto 

de las condiciones de reacción se llevó a cabo en base al protocolo de la casa comercial de la Taq 

DNA polimerasa (NZYTaq II DNA Polymerase, NZYTech). Como molde se utilizó 1,5 µL de DNA 

(equivalente a menos de 0,1 µg) extraído mediante lisis alcalina de biopsias de cola. La mezcla de 

amplificación contenía 0,4 µM de cada oligonucleótido, 200 µM de dNTPs (desoxinucleótidos 

trifosfato), buffer polimerasa 1X y 0,75 unidades de Taq polimerasa en un volumen final de 25 µL. 

La reacción se llevó a cabo en un termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific). El programa de 

la PCR varió en función del tamaño del amplicón y de los oligonucleótidos empleados (ver Tabla 

4). Los pasos comunes para todas las líneas murinas incluyeron una primera desnaturalización de 

2 minutos a 94ºC. A continuación, se sucedieron 35 repeticiones de un set de 3 pasos diferentes: 

una desnaturalización de 20 segundos a 94ºC, un anillamiento de 20 segundos a una temperatura 

cercana a los 60ºC (variable para cada pareja de oligonucleótidos) y una elongación a 72ºC por 

un tiempo de 1 minuto por cada 1000 pb a amplificar. Finalmente, la mezcla se sometió a una 

última elongación de 5 minutos a 72ºC. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en 

geles de agarosa y se secuenciaron en los casos que fue necesario (para caracterizar los ratones 

fundadores y para mantener la línea Syce1POF/POF). 

2.3. Generación de vectores de expresión 
 Con el fin de obtener proteínas fusionadas a diferentes epítopos (Flag, Green Fluorescent 

Protein (GFP), HA (Hemaglutinina) o Myc) que permitan el estudio de estas en diferentes 

experimentos de Biología Molecular, se clonaron los DNAs complementarios (cDNAs) completos 

(o editados) de las proteínas de interés en diferentes vectores de expresión eucariota. 

2.3.1. Extracción de RNA 

 Para obtener RNA (ribonucleic acid) a partir de testículo de ratón, se colocaron 100 mg 

del tejido en un tubo Eppendorf de 2 mL con 750 µL de GIT (tiocianato de guanidinio 4M, citrato 

de sodio 25 mM, sodio lauril sarcosinato 0,5% (w/v) y β-mercaptoetanol 0,1 M). El tejido fue 

disgregado con ayuda de un homogeneizador Polytron (IKA T10 Basic, Ultra-Turrax). A 

continuación, se añadieron consecutivamente 0,1 volúmenes de acetato de sodio 2 M pH 4,0, un 

volumen de fenol equilibrado con agua y 0,4 volúmenes de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), 

mezclando la solución vigorosamente con ayuda de un vórtex. La mezcla se incubó 15 minutos a 

temperatura ambiente (RT, Room Temperature) y se centrifugó a 13000 rpm durante 15 minutos 
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a 4ºC. La fase acuosa superior conteniendo el RNA se transfirió a un tubo nuevo y se precipitó 

añadiendo 1 volumen de isopropanol, centrifugando de nuevo 15 minutos a 13000 rpm y 4ºC. El 

pellet de RNA generado se lavó dos veces con etanol 70% y se dejó secar al aire. Finalmente, el 

RNA se resuspendió en H2O Milli-Q y se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm empleando 

un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) o un fluorímetro Qubit (Thermo Fisher Scientific).  

2.3.2. Transcripción reversa-PCR (RT-PCR) 

 El cDNA (DNA complementario) total de testículo se obtuvo mediante retrotranscripción 

a partir de 5 µg de RNA total usando el cebador oligo(dT) y el kit comercial SuperScript® IV Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies). A continuación, 2 µL de este cDNA total fueron 

empleados para amplificar mediante PCR las regiones codificantes de los distintos genes de 

interés haciendo uso de oligonucleótidos específicos. Los amplicones se generaron haciendo uso 

de las polimerasas Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific) o Expand Long Polymerase 

(Roche), dependiendo del tamaño del amplicón del tamaño. La mezcla de PCR, además del cDNA 

molde, incluía 0,4 mM de cada oligonucleótido, dNTPs 200 µM, 1X buffer polimerasa y la 

polimerasa correspondiente (0,8U Phusion o 3,5U Expand Long). El programa de PCR empleado 

con la polimerasa Phusion High-Fidelity fue idéntico al de la polimerasa NZYTaq II DNA utilizada 

para el genotipado de los ratones (ver sección 2.2.), mientras que la temperatura de elongación 

requerida por la polimerasa Expand Long se redujo a 68ºC, manteniendo el resto de las 

condiciones sin cambios. Los productos de PCR generados (recogidos en la Tabla 5) se analizaron 

por electroforesis en gel de agarosa.  

ORF Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Tamaño (bp) 

Six6os1 
F5 AGTGTCCAAGATGAATGATAATCTG Alelo WT: 1754 

R5 GTTCAAAAATAATAACTCAAAAAAAC Alelo Δ10-21: 1688 

Syce1 
F6 GAGCAGTATGGCCACCAGACC Alelo WT: 1007 

R6 GAGGAGGGTATTAGGTCCTGC Alelo POF: 1007 

Tabla 5. Genes amplificados para su cloning en vectores de expresión, oligonucleótidos empleados y tamaño de 

los amplicones obtenidos. ORF: Open Reading Frame. 

 A parte de los ORF amplificados siguiendo este método, para los experimentos que 

requerían el empleo de plásmidos codificantes para SYCE3 se utilizó el plásmido pCMV-Myc-

SYCE3, cedido amablemente por el laboratorio del Dr. Yuequan Shen (Universidad de Nankai). 

2.3.3. Preparación de insertos y cloning en vectores de expresión 

 Los cDNAs amplificados con la polimerasa Phusion High-Fidelity presentan extremos 

romos, fueron purificados haciendo uso de columnas (NZYGelpure, MB011, NZYTech) y se 

fosforilaron posteriormente con la T4 polinucleótido quinasa (Takara) durante 1 hora a 37ºC. Los 

amplicones generados por la polimerasa Expand Long presentan extremos flanqueantes, por lo 

que fueron sometidos posteriormente a un paso de reparación por acción de la T4 DNA 

polimerasa (Takara) durante 45 minutos a 37ºC. Tanto la polinucleótido quinasa como la 

polimerasa se inactivaron por un choque de 15 minutos a 70ºC. Por último, estos insertos se 

clonaron en los siguientes vectores de expresión en mamíferos: pcDNA3, pcDNA3 2xFlag, pcDNA3 

2xHA, pEGFP c1 y pcDNA3.1 Myc-His(-). La reacción de ligación fue llevada a cabo durante 3 horas 

a RT por acción de la enzima T4 DNA ligasa (Takara), y el producto de ligación se transformó en 
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células Escherichia coli DH5α competentes. El mantenimiento del marco de lectura entre el tag 

del plásmido y el inserto se verificó mediante secuenciación Sanger. 

2.3.4. Transformación de células competentes 

 La propagación tanto de los plásmidos obtenidos como producto de la ligación (apartado 

2.3.3.) como de los plásmidos puros ya establecidos se realizó transformando células 

competentes E. coli DH5α. Para ello, se descongeló un vial de células competentes en hielo y se 

añadieron 4 µL de la ligación. Para transformar plásmido puro, se añadió 1 µL del plásmido de 

interés a 30 µL de bacterias competentes. El vial se incubó durante 30 minutos en hielo, tras lo 

cual se ejecutó un choque térmico de 33 segundos en un baño a 42ºC, devolviendo las bacterias 

a hielo durante un minuto tras la permeabilización de sus membranas. Tras ello, si se transformó 

un producto de ligación, las bacterias se recuperaron 1 hora (si el plásmido codifica para una 

resistencia a Ampicilina) o 3 horas (si la resistencia es a Kanamicina) en 1 mL de medio LB líquido 

sin suplemento de antibiótico a 37ºC en agitación, para permitir así la expresión del gen de 

resistencia al antibiótico correspondiente. Si el producto transformado fue un plásmido puro 

codificante para una resistencia a Kanamicina, el tiempo de recuperación se redujo a 1 hora, 

mientras que el paso de recuperación es innecesario para la transformación de plásmidos puros 

con resistencia a Ampicilina. Por último, las bacterias se sembraron en una placa de LB agar 

suplementado con el antibiótico de selección correspondiente y se incubaron a 37ºC durante al 

menos 15 horas.  

2.3.5. Extracción de DNA plasmídico de un cultivo bacteriano por lisis alcalina 

 Las colonias de E. coli generadas en la placa de LB se inocularon en 1,5 mL de LB líquido 

suplementado con el antibiótico de selección y se incubaron a 37ºC en agitación durante toda la 

noche. El cultivo se centrifugó 2 minutos a 13000 rpm y el pellet de bacterias obtenido se 

resuspendió en 200 µL de buffer P1 (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM y RNAsa 100 µg/mL). A 

continuación, las bacterias se lisaron añadiendo 200 µL de buffer P2 (NaOH 0,2 M y SDS 1%), 

mezclando por inversión e incubando a RT durante 5 minutos. Transcurridos los 5 minutos, se 

añadieron 200 µL de buffer P3 (acetato de potasio 3M y ácido acético glacial 11,5%) para 

neutralizar la lisis y precipitar el DNA bacteriano y las proteínas. Tras centrifugar 10 minutos a 

13000 rpm, se recogió el sobrenadante (conteniendo el DNA plasmídico) y se precipitó añadiendo 

0,7 volúmenes de isopropanol, mezclando vigorosamente y centrifugando nuevamente 10 

minutos a 13000 rpm. El pellet de DNA se lavó con etanol al 70%, centrifugando 5 minutos a 

13000 rpm y una vez el pellet quedó totalmente seco, se resuspendió en TE 1X. 

2.3.6. Análisis de restricción 

 Con el fin de identificar las colonias que contenían el plásmido de interés, se llevó a cabo 

un análisis por digestión enzimática del DNA plasmídico. Para ello, se digirió 1 µL de DNA con 0,2 

µL de cada una de las enzimas de restricción necesarias, así como el buffer más compatible con 

la o las enzimas diluido a 1X hasta un volumen final de 10 µL. Esta mezcla se incubó durante 1 

hora a la temperatura óptima de reacción de cada enzima (generalmente, 37ºC). Finalmente, los 

fragmentos de restricción obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. El clonaje 

en pauta de los plásmidos que generaban un patrón de restricción adecuado fue validado 

mediante secuenciación Sanger. 
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2.3.7. Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina acoplado a purificación por 

columna de afinidad 

 Una vez validado el clonaje mediante secuenciación, se generó DNA plasmídico de alto 

grado de pureza haciendo uso de una columna de intercambio aniónico. Para ello, previamente 

se sembró un cultivo de una colonia de E. coli transformada con el plásmido de interés (siguiendo 

el protocolo descrito en la sección 2.3.4.) en 200 mL de medio LB suplementado con el antibiótico 

para el cual codifique resistencia el plásmido transformado, y se incubó a 37ºC en agitación hasta 

obtener un cultivo saturado. Este se centrifugó a 7000 rpm durante 15 minutos y el pellet 

obtenido se resuspendió en 10 mL de buffer P1 (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM y RNAsa 100 

µg/mL). Las células se lisaron con 10 mL de buffer P2 (NaOH 0,2 M y SDS 1%), agitando tras su 

adición e incubando 5 minutos a RT. Tras ello, la lisis se neutralizó con 10 mL de buffer P3 (acetato 

de potasio 3M y ácido acético glacial 11,5%) y se centrifugó a 14000 rpm durante 10 minutos, 

quedando el DNA plasmídico en el sobrenadante. Por otro lado, se equilibró una columna 

(NZYTech Plasmid Midi Column) con 30 mL de buffer E4 (NaCl 600 mM, ácido sódico 100 mM, 

Tritón X-100 0,15% y ácido acético hasta pH 5). Posteriormente, se hizo pasar por la columna el 

sobrenadante del lisado celular (previamente filtrado a través de una jeringa con lana de vidrio). 

A continuación, se lavó la columna con 60 mL de buffer E5 (NaCl 800 mM y ácido sódico 100 mM, 

ajustando con ácido acético hasta pH 5). El DNA se eluyó con 15 mL de buffer E6 (NaCl 1,5 M, 

ácido sódico 100 mM y ácido acético hasta pH 5) y se precipitó con 0,7 volúmenes de isopropanol. 

Esta mezcla se centrifugó a 14000 rpm durante 30 minutos a 4ºC y el pellet se lavó con etanol al 

70%, centrifugando 10 minutos a 14000 rpm. El pellet de DNA se dejó secar al aire libre y 

finalmente se resuspendió en un volumen variable de TE 1X hasta alcanzar una concentración de 

1 µg/µL, midiendo la absorbancia en el espectrofotómetro NanoDrop.  

2.4. PCR cuantitativa 
 Para analizar la expresión cuantitativa de los mRNAs (RNAs mensajeros) de interés, se 

extrajo RNA de testículos de ratones WT y mutantes (como se describe en la sección 2.3.1.). 

Posteriormente, se sintetizaron las mismas cantidades de cDNA por retrotranscripción (protocolo 

recogido en la sección 2.3.2) y se llevó a cabo una PCR cuantitativa (qPCR) empleando el cóctel 

FastStart™ Universal SYBR® Green Master Mix (ROX) (Roche). Los oligonucleótidos utilizados para 

la amplificación se encuentran recogidos en la Tabla 6. Todos los programas de qPCR comenzaron 

por un paso de desnaturalización a 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos consistentes 

de un choque a 95ºC durante 15 segundos y una incubación a 62ºC durante 1 minuto. Las 

reacciones se llevaron a cabo en el equipo iCycler (Bio-Rad).  

ORF Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Tamaño (bp) 

β-Actin 
F7 GGCACCACACCTTCTACAATG 

352 
R7 GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

Six6os1 
F8 GCTGAATGTGGAGATAAAGAG 

153 
R8 AGGAGTTTCAGGAGTTTGAGG 

Syce1 
F9 GGACATGGTGAAAAAGTTGCAG 

154 
R9 CAGTTCCTTCTGCAGGTTGTC 

Tabla 6. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la qPCR y tamaño del amplicón generado. 
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2.5. Análisis de proteínas 

2.5.1. Extracción de proteínas de testículo de ratón 

 Para poder analizar la expresión endógena de las proteínas de interés para este trabajo, 

se llevó a cabo una extracción del proteoma de testículo de ratón. Para ello, los testículos se 

extirparon de la cavidad abdominal de los ratones eutanasiados y se les despojó de la túnica 

albugínea. Cada testículo se homogeneizó con 1 mL de buffer de lisis RIPA (Tris-HCl 50 mM pH 

7,5, NaCl 150 mM, NP40 1%, desoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%) suplementado con 

inhibidores de proteasas (cOmpleteTM EDTA-free, Roche) con ayuda de un homogeneizador 

Polytron (IKA T10 Basic, Ultra-Turrax). Las muestras se incubaron 15 minutos en hielo para 

permitir la extracción proteica y, a continuación, se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 

minutos a 4ºC. Finalmente, la concentración proteica del sobrenadante fue determinada 

mediante un ensayo Bradford con ayuda del kit DC Protein Assay (Bio-Rad). Las proteínas 

extraídas siguiendo este método fueron analizadas directamente por Western blot (WB). 

2.5.2. Inmunoprecipitación de proteínas sobrexpresadas  

 Esta aproximación permite validar la interacción in vitro directa entre dos o más proteínas 

candidatas haciendo uso de un sistema heterólogo. Dichas proteínas, unidas a un epítopo (Flag, 

GFP, HA o Myc) que permite su fácil reconocimiento, son expresadas conjuntamente en células 

HEK 293T (Human Embryonic Kidney) transfectando de manera transitoria plásmidos codificantes 

para dichas proteínas (protocolo indicado en sección 4.3.). 48 horas tras la transfección, se extrajo 

la proteína total de las células en 1 mL de buffer Debananda (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 

mM, EDTA 1 mM y Tritón X-100 1%) suplementado con inhibidores de proteasas (cOmpleteTM 

EDTA-free, Roche) con ayuda de un homogeneizador Polytron (IKA T10 Basic, Ultra-Turrax). Las 

muestras se incubaron en hielo para permitir la extracción proteica y, a continuación, se 

centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm y 4ºC. La concentración proteica del sobrenadante, al igual 

que en el caso de extracción de proteína endógena (sección 2.5.1.), se cuantificó mediante 

ensayo Bradford con el kit DC Protein Assay (Bio-Rad). 

 Posteriormente, se bloqueó 1 mg de proteína con bolas de Sefarosa unidas a proteína G 

(GammabindTM G SepharoseTM, GE Healthcare) durante 1 hora en rotación a 4ºC. A continuación, 

el extracto bloqueado se incubó con el anticuerpo correspondiente durante al menos 2 horas en 

rotación a 4ºC. Los anticuerpos empleados para inmunoprecipitación (IP) se encuentran 

recogidos en la Tabla 8 junto a los utilizados en el resto de las técnicas que los requerían en el 

transcurso de esta Tesis. Como control negativo los extractos proteicos se incubaron con IgGs 

(Inmunoglobulinas G, 3 µg/mg de proteína) producidas en la misma especie que los anticuerpos 

específicos utilizados. Los inmunocomplejos (formados por el anticuerpo y las proteínas de 

interés) se capturaron incubando en rotación con bolas de Sefarosa unidas a proteína G durante 

toda la noche a en rotación a 4ºC. Al día siguiente, estos se lavaron con buffer Debananda cinco 

veces, centrifugando 1 minuto a 10000 g y 4ºC entre cada lavado. Las proteínas fueron eluídas 

de los inmunocomplejos resuspendiendo las bolas en 20 µL de buffer Laemmli 2X (Tris-HCl 100 

mM pH 7, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, β-mercaptoetanol 200 mM y glicerol 20%) e 

hirviéndolas 5 minutos a 100ºC. Las muestras se cargaron posteriormente en geles de 

poliacrilamida (porcentajes variables entre el 8% y el 14%, dependiendo del peso molecular de la 

proteína de interés) y se detectaron mediante WB con los anticuerpos primarios (Tabla 8) y 

secundarios (Tabla 7) correspondientes.  
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2.5.3. Western blot  

 Los extractos proteicos se resolvieron en geles desnaturalizantes siguiendo el protocolo 

descrito en (Laemmli, 1970). Así, las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida que fueron 

corridos en buffer SDS-Page 1X (Tris-HCl 250 mM, glicina 200 mM, SDS 0,05%) a 200 V. Las 

proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,45 µm (GE Healthcare Amersham) 

en buffer de transferencia húmeda (Tris-HCl 25 mM, glicina 200 mM y metanol 20%) a 65 V 

durante 1 hora. Una vez transferidas las proteínas, las membranas se bloquearon con leche 

desnatada al 5% en TBS-Tween 20 (TBST, Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) 

durante 1 hora en agitación a RT. A continuación, las membranas se incubaron rotando con el 

anticuerpo primario diluido en leche al 5% en TBST durante 1 hora a RT. Todos los anticuerpos 

primarios utilizados y sus diluciones se encuentran recogidos en la Tabla 8. Tras la incubación, las 

membranas se sometieron a 3 lavados de 5 minutos con TBST en agitación y se incubaron en 

rotación si el anticuerpo secundario estaba conjugado con peroxidasa o en agitación en oscuridad 

si estaba conjugado con fluorocromo. En ambos casos, los anticuerpos secundarios (recogidos en 

la Tabla 7) se diluyeron en leche al 2,5% en TBST. Por último, las membranas se lavaron tres veces 

más durante 5 minutos con TBST y fueron reveladas. Para anticuerpos secundarios conjugados 

con peroxidasa, la señal quimioluminiscente fue detectada incubando las membranas con el 

sustrato Immobilon Western HRP (Millipore) durante 5 minutos y se expusieron películas 

fotográficas durante diferentes tiempos (desde 10 segundos hasta 8 minutos, dependiendo de la 

intensidad de la señal). Para los anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos, el 

revelado se llevó a cabo haciendo uso del sistema Odyssey Infrared Imaging.   

Anticuerpo Referencia Especie (Host) Dilución Casa comercial 

α-goat HRP 
A27014 Rabbit 1:10000 Thermo Scientific 

705-035-147 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-mouse HRP 
NA931 Sheep 1:10000 GE Healthcare 

715-035-150 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-rabbit HRP 
7074 Goat 1:3000 Cell Signaling 

711-035-152 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-mouse DylightTM 

680 
35518 Goat 1:10000 Thermo Scientific 

α-rabbit DylightTM 

680 
35571 Goat 1:10000 Thermo Scientific 

Tabla 7. Anticuerpos secundarios utilizados para el revelado de membranas por WB. HRP: Horseradish 

peroxidase. 

 Cuando fue necesaria una reincubación de las membranas con nuevos anticuerpos, la 

primera pareja de anticuerpos primario y secundario se eliminó incubando la membrana en buffer 

de stripping (glicina 0,2 M, SDS 1%, Tween 20 0,01%, pH 2,2) dos veces durante 10 minutos en 

agitación a RT. A continuación, la membrana se lavó dos veces y se bloqueó con leche diluía al 5% 

en TBST. Por otro lado, las membranas también podían ser reincubadas sin eliminar los 

anticuerpos, inactivando la señal de la peroxidasa conjugada con el anticuerpo secundario 

mediante un exceso de peróxido de hidrógeno (H2O2). Para ello, las membranas se incubaron en 

agitación con H2O2 al 15% en PBS 15 minutos, se lavaron dos veces con TBST durante 5 minutos, 

se bloquearon y reincubaron siguiendo las indicaciones previamente descritas en esta sección.    
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3. Técnicas citológicas 
3.1. Análisis histopatológico 
 Tras ser sacrificados, el análisis histológico de los ovarios de ratón se llevó a cabo 

tomando los órganos de interés y fijándolos durante 24 horas en formol al 10%. A continuación, 

los tejidos se incluyeron en bloques de parafina y se cortaron en secciones del grosor deseado 

según la aplicación, siendo generalmente de 5 µm. Las secciones se tiñeron posteriormente con 

hematoxilina-eosina. La inclusión, el corte y la tinción de las muestras fueron llevadas a cabo por 

el Servicio de Patología Molecular Comparada del Centro de Investigación del Cáncer (CSIC/USAL). 

Las muestras fueron analizadas usando un microscopio OLYMPUS BX51 y las imágenes se 

tomaron con la cámara digital OLYMPUS DP70. 

3.2. Esparcido de espermatocitos (spreading) 
 El estudio de los espermatocitos de ratón se llevó a cabo fijando las células sobre 

portaobjetos utilizando la técnica clásica dry-down descrita en (Peters et al., 1997) con pequeñas 

modificaciones. Esta técnica permite obtener preparaciones con células estalladas en las que se 

pierde el citoplasma, pero se consigue una visualización de alta calidad de los núcleos en dos 

dimensiones. Para este tipo de preparaciones, en primer lugar, se eliminó la túnica albugínea de 

los testículos y se colocaron en una placa Petri con 1 mL de PBS 1X. Los túbulos seminíferos se 

disgregaron con ayuda de dos bisturís y las células extraídas se recogieron con PBS 1X en un tubo 

de 15 mL (Falcon). Una vez obtenido un precipitado blanquecino, se consideró concluida la 

extracción y se añadió PBS 1X a la suspensión hasta alcanzar un volumen de 6 mL, centrifugando 

los tubos entonces 9 minutos a 1200 rpm. El pellet se lavó de nuevo con 6 mL de PBS 1X y tras 

repetir la centrifugación, las células se resuspendieron en un volumen de entre 80 µL y 500 µL de 

sacarosa 100 mM pH 8,4, generando un choque hipotónico de 5 minutos. Tras ello, se 

extendieron 400 µL de fijador de esparcidos (Paraformaldehído (PFA) 1%, Tritón X-100 0,15%, 

PBS 0,05%, tetraborato de sodio 2,5 mM, ajustando a pH 9,2) sobre portas limpios, se añadieron 

20 µL de la suspensión celular en un lateral del portaobjetos y se distribuyó suavemente por toda 

la superficie aplicando movimiento en zigzag. Estas preparaciones se incubaron durante 2 horas 

y media en una cámara cerrada para permitir la correcta fijación de las células y, a continuación, 

se dejaron secar al aire. Para eliminar el fijador, las preparaciones se lavaron con Photo-Flo 0,08% 

(Kodak) y se secaron al aire nuevamente. La calidad de los esparcidos se analizó con un 

microscopio invertido de contraste de fases Nikon Eclipse TS100 y se conservaron a 4ºC en PBS 

1X suplementado con azida al 0,05% para prevenir el crecimiento bacteriano.  

3.3. Aplastado de túbulos seminíferos (squashing) 
 Este método desarrollado por (Parra et al., 2002)nos permite obtener una monocapa de 

células extraídas de los túbulos seminíferos que mantienen su conformación tridimensional. Para 

obtener estas preparaciones, se eliminó la túnica albugínea de los testículos y los túbulos se 

fijaron durante 10 minutos en un fijador específico de squash (formaldehído 2% y Tritón X-100 

0,1% en PBS 1X). Se tomó una pequeña fracción de los túbulos y se repartieron sobre un 

portaobjetos previamente tratado con poli-L-lisina (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) y con una gota de 

fijador. Sobre ellos se colocó un cubreobjetos por encima del cual se pasó la punta de un lápiz 

presionando en dos direcciones para, posteriormente, ejercer presión con los dedos para obtener 

una monocapa de espermatocitos. Estas preparaciones se introdujeron en nitrógeno líquido 

durante unos segundos e inmediatamente se eliminó el cubre con ayuda de un bisturí, 

introduciéndolos entonces en PBS 1X. Finalmente, las preparaciones se conservaron a 4ªC en PBS 

1X suplementado con azida al 0,05%.  



 

65 
 

Materiales y métodos 

3.4. Esparcido de oocitos (spreading) 
 Los oocitos se obtuvieron de hembras de entre 16,5 dpc y 17,5 dpc para la visualización 

de los cuatro estadios de la primera profase meiótica (leptoteno, zigoteno, paquiteno y 

diploteno). Para ello, las hembras preñadas fueron sacrificadas y se extrajeron los embriones del 

útero, colocándolos en PBS 1X. Posteriormente, se extrajeron los ovarios de los embriones de 

sexo femenino y se colocaron en un pocillo de una placa de 24 pocillos, con 200 µL de medio M2 

(Sigma-Aldrich). Sobre este pocillo se añadieron 10 µL de colagenasa A/M2 (50 mg/mL) y se 

incubó 30 minutos a 37ºC para favorecer la disgregación de los ovarios. A continuación, estos se 

transfirieron a 200 µL de buffer hipotónico (Tris-HCl 30 mM pH 8,2, sacarosa 50 mM, citrato de 

sodio 17 mM, EDTA 5 mM y ditiotreitol (DTT) 0,5 mM) y se incubaron 45 minutos a RT. Durante 

este periodo de tiempo, se prepararon los portaobjetos (6 por cada par de ovarios), dibujando un 

círculo con el pegamento Rubbercement® en el centro de los mismos. Tras el tratamiento 

hipotónico, los ovarios se transfirieron a 60 µL de sacarosa 100 mM pH 8,2 y se pipetearon 

vigorosamente con una pipeta p100 hasta obtener una suspensión unicelular, la cual fue validada 

en un microscopio. Tras ello, se colocaron 40 µL de fijador (PFA 1% (masa/volumen), borato de 

sodio 5 mM, Tritón X-100 0,15%, DTT 3 mM, ajustado a pH 9,2) en el interior del círculo de 

adhesivo, añadiendo 10 µL de la suspensión celular en el centro de la gota de fijador. La mezcla 

fue repartida por el portaobjetos aplicando movimientos en zigzag. Las preparaciones se 

incubaron en una cámara cerrada durante 2 horas y, posteriormente, se secaron al aire. Para 

eliminar el fijador, las preparaciones se lavaron con Photo-Flo al 0,08% (Kodak) y se secaron 

nuevamente al aire. La calidad de los esparcidos se analizó con un microscopio invertido de 

contraste de fases Nikon Eclipse TS100 y estos se conservaron a 4ºC en PBS 1X suplementado con 

azida al 0,05% para evitar el crecimiento bacteriano.  

3.5. Colección de oocitos sin fertilizar en metafase II 
 Para estudiar la expresión de proteínas en oocitos bloqueado en metafase II, se tomaron 

y se perforaron los ovarios de hembras de 53 días de edad sin estimular con agujas de calibre 30, 

permitiendo así la liberación de los oocitos. Estos oocitos primarios fueron cultivados en medio 

KSOM (Millipore) y cubiertos con una gota de aceite mineral durante 18 horas a 37ºC, 

permitiendo su llegada a metafase II. Tras ello, la suspensión celular se fijó en un portaobjetos 

empleando el fijador de oocitos descrito en la sección 3.4., y se llevó a cabo la tinción por 

inmunofluorescencia como se describe a continuación.  

3.6. Inmunofluorescencia 
 Las preparaciones celulares se incubaron con el anticuerpo primario (listado recogido en 

Tabla 8) diluido en PBS 1X durante 1 hora a RT en una cámara húmeda. Tras esto, se ejecutaron 

3 lavados de 5 minutos en PBS 1X y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado con un fluorocromo, diluyéndolo nuevamente en PBS 1X (Tabla 9). 

Finalmente, las preparaciones se lavaron 3 veces más durante 5 minutos en PBS 1X y se montaron 

con medio de montaje Vectashield® (Vector Laboratories) y DAPI (10 µg/mL) para teñir el DNA. 

Con el fin de reducir la señal de fondo, especialmente en las inmunofluorescencias (IFs) de 

proteínas que forman foci, las preparaciones se bloquearon 30 minutos con buffer ADB 10% 

(Suero Fetal Bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) 10%, Albúmina de Suero Bovino (BSA, Bovine Serum 

Albumin) 3%, y Tritón X-100 0,05% en PBS 1X) y los anticuerpos se diluyeron en este mismo buffer 

para las incubaciones. En este caso, los lavados se hicieron con PBST (PBS 1X con Tritón X-100 al 

0,05%).   
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Proteína 

detectada 
Referencia 

Especie 

(Host) 
Tipo 

Dilución 

IF 

Dilución 

WB 

Dilución 

IP 
Proveedor 

ACA 15-235 Human IgG 1:15 - - 
Antibodies 

Incorporated 

β-Actin 
Clon AC-15; 

A5441 
Mouse IgG - 1:30000 - Sigma-Aldrich 

DMC1 
R1 Rabbit IgG 1:500 - - Proteogenix 

R2 Rabbit IgG 1:500 - - Proteogenix 

Flag 
F1804 Mouse IgG 1:300* - 3 µg Sigma-Aldrich 

F7425 Rabbit IgG 1:300* 1:3000 - Sigma-Aldrich 

GFP 

CSB-

MA000051 

M0m 

Mouse IgG 1:300* - 3 µg Cusabio 

sc-5385 Goat IgG - 1:3000 - 
Santa Cruz 

Biotechnology 

A-11122 Rabbit 
IgG 

1:300* 1:3000 - 
Life 

Technologies 

H1FOO - Rabbit Suero 1:20 - - 
Dr. J. D. 

Hennebold 

γ-H2AX 

(ser139) 
07-164 Rabbit IgG 1:500 - - Millipore 

IgGs 
ChromPure 

015-000-003 
Mouse IgG - - 3 µg 

Jackson 

Immuno 

Research 

MLH1 51-1327GR Mouse IgG 1:20 - - Biosciences 

Myc 
Clon 9E10.2 Mouse IgG 1:300* - 3 µg ATCC 

06-549 Rabbit IgG - 1:3000 - Millipore 

RAD51 PC130 Rabbit IgG 1:50 - - Calbiochem 

SIX6OS1 
R1 Rabbit IgG 1:100 1:1000 - Proteogenix 

R2 Rabbit IgG 1:100 - - Proteogenix 

SUN1 
(M-300)  

sc-13075 
Rabbit IgG 1:25 - - 

Santa Cruz 

Biotechnology 

SYCE1 

17406-1-AP Rabbit IgG 1:50 1:1000 - Proteintech 

- 
Guinea 

pig 
IgG 1:100 - - Dr. C. Höög 

SYCE2 - 
Guinea 

pig 
IgG 1:100 - - Dr. C. Höög 

SYCE3 - 
Guinea 

pig 
IgG 1:20 - - 

Dr. R. 

Benavente 

SYCP1 Ab15090 Rabbit IgG 1:200 - - Abcam 

SYCP3 

sc-74569 Mouse IgG 1:1000 - - 
Santa Cruz 

Biotechnology 

K921 Rabbit Suero 1:500 - - 
Dr. J. L. 

Barbero 

TEX12 - Rabbit IgG 1:100 - - 
Dr. R. 

Benavente 
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Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados para los protocolos de IF, WB e IP (µg de anticuerpo por cada mg de 

proteína). El símbolo * indica la dilución aplicada en IFs de células de cultivo adherentes. El resto de diluciones 

indicadas en esa columna se aplican a IFs en esparcidos o aplastados de gametocitos. 

 Para las IFs de células de cultivo adherentes, estas se sembraron en placas de 3,5 cm de 

diámetro sobre un cubreobjetos tratado con gelatina al 0,5% (Gelatin from cold wáter fish skin, 

G7051, Sigma-Aldrich) para favorecer la adhesión celular y se transfectaron (metodología descrita 

en la sección 4.3.). 48 horas tras la transfección, las células se fijaron añadiendo en la placa 1 mL 

de PFA al 4% en PBS 1X tras retirar el medio. Tras ello, se incubaron durante 7 minutos a 4ºC y se 

lavaron 3 veces con 2 mL de PBS 1X. Una vez fijadas, los cubreobjetos sobre los que crecieron las 

células se retiraron de las placas y se pegaron sobre portaobjetos, permeabilizando entonces las 

células 4 minutos con buffer KB (NaCl 0,1M, Tris-HCl 20 mM pH 7,5, BSA 0,1%) suplementado con 

Tritón X-100 al 0,2%. La permeabilización se inactivó con un lavado de 5 minutos en PBS 1X. A 

continuación, las células se bloquearon con FBS al 7% en PBS 1X durante 30 minutos a RT en una 

cámara húmeda. En la misma, las células se incubaron 1 hora a RT con el anticuerpo primario 

diluido en FBS al 7% en PBS 1X, el cual fue lavado 3 veces en PBS 1X durante 5 minutos. El 

anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo se diluyó de igual manera en FBS al 7% en 

PBS y se incubaron las preparaciones con él durante otra hora a RT en la cámara húmeda. 

Finalmente, se ejecutaron 3 nuevos lavados de 5 minutos en PBS 1X y las preparaciones se 

montaron con medio de montaje Vectashield® (Vector Laboratories) y DAPI (10 µg/mL), 

sellándolas con esmalte de uñas. 

Anticuerpo Fluorocromo Referencia 
Especie 

(Host) 
Dilución Proveedor 

α-guinea pig FITC 706-095-148 Donkey 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

α-human TRITC 709-025-149 Donkey 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

α-mouse 

Alexa 555 A-32727 Goat 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 

Alexa 488 A-11001 Goat 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 

TRITC 515-025-003 Sheep 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

FITC 115-095-146 Goat 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

α-rabbit 

Alexa 555 A-31572 Donkey 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 

Alexa 488 A-32731 Goat 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 

TRITC 711-025-152 Donkey 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

Alexa 488 111-547-003 Goat 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

Alexa 488-Fab 111-547-003 Goat 1:100 
Jackson Immuno 

Research 

Tabla 9. Anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos utilizados en los protocolos de 

inmunofluorescencia. FITC: Isotiocianato de fluoresceína (Fluorescein isothiocyanate), TRITC: Rodamina. 
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3.7. Adquisición y análisis de imágenes 
 Las IFs se visualizaron a temperatura ambiente en un microscopio Leica DM6000b usando 

un objetivo de 63 aumentos. Las imágenes se adquirieron mediante una cámara digital (ORCA-ER 

C4742-80, Hamamatsu) y se procesaron con los softwares Leica LAS X Life Science, OPENLAB 4.0.3 

y Adobe Photoshop CS6. Las preparaciones de los diferentes genotipos utilizadas para los análisis 

comparativos se procesaron paralelamente para evitar variaciones entre ellas que no sean 

debidas al propio genotipo de los ratones. Del mismo modo, las preparaciones no se congelaron 

para evitar diferencias en la señal de fondo y en la inmunoreactividad. Todas las imágenes fueron 

adquiridas a la misma exposición. La cuantificación del número de foci (considerando 

exclusivamente aquellos asociados a los ejes cromosómicos) se realizó con ayuda del programa 

Adobe Photoshop CS6. La cuantificación de la intensidad de fluorescencia (sustrayendo 

previamente la señal de fondo) se llevó a cabo empleando el software ImageJ 1.52a (Wayne 

Rasband).  

4. Cultivos celulares 
4.1. Líneas celulares y condiciones de cultivo 
 Durante el transcurso de esta Tesis Doctoral, se han llevado a cabo diversos experimentos 

in vitro en los cuales han sido empleadas varias líneas celulares, algunas de ellas ya establecidas 

y otros cultivos primarios de fibroblastos de ratón. Todas las líneas se sembraron en placas de 

cultivo (BD Falcon) y se cultivaron en incubadores con atmósfera húmeda a 37ºC y CO2 al 7%. El 

medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado 

al 10% de FBS y 1% de PSG (Penicillin-Streptomycin-Glutamine, Gibco). Cuando las células 

alcanzaban una confluencia elevada o iban a ser sembradas, se tripsinizaron lavando previamente 

las placas con PBS 1X para eliminar los restos de FBS y tras ello se trataron con tripsina al 0,05% 

(Gibco) durante entre 2 y 5 minutos a 37ºC. La tripsina se neutralizó añadiendo medio fresco con 

FBS, y se disgregaron mecánicamente las células con la pipeta. Finalmente, se contaron haciendo 

uso de una cámara de Neubauer y se sembró el número de células deseado en función del 

experimento a realizar. Las líneas celulares empleadas fueron:  

 · HEK 293T: derivada de la línea tumoral de riñón embrionario HEK 293 transformadas 

con el antígeno T del virus SV40. 

 · COS-7: derivada de riñón de mono verde africano y transformada con el antígeno T del 

virus SV40. 

 · Fibroblastos Embrionarios de Ratón (MEFs, Mouse Embryonic Fibroblasts) generados a 

partir de ratones H1foo+/+, H1foo+/— y H1foo—/—. 

 Para conservar las células a largo plazo, estas se congelaron en medio de cultivo DMEM 

suplementado con FBS al 20% y DMSO (dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich) al 10%, permitiendo un 

descenso lento y gradual de la temperatura hasta -70ºC introduciendo los tubos en un recipiente 

de congelación MrFrosty™ (Thermo Fisher Scientific) con isopropanol. Finalmente, las células se 

transfirieron a tanques de nitrógeno líquido (a -180ºC).  

4.2. Aislamiento de MEFs 
 Los cultivos primario de MEFs, se generaron a partir de embriones de hembras preñadas 

a 13,5 dpc. El útero de las mismas se dispuso en una placa de Petri con PBS 1X y cortando su 

pared se extrajeron los embriones. Tras ello, la cabeza y las vísceras (tejido rojizo: corazón e 

hígado) se eliminaron, se tomó la cola para genotipar cada embrión (siguiendo el protocolo 
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descrito en la sección 2.1.1.) y el resto de los embriones se transfirieron a un tubo con 1 mL de 

tripsina al 0,25%, incubándolos a 4ºC durante toda la noche. El día siguiente, los embriones se 

disgregaron por pipeteo y la solución celular se transfirió a una placa de 10 cm de diámetro con 

medio DMEM completo y se incubó a 37ºC. Cuando los MEFs alcanzaban una confluencia del 

100% en la placa (aproximadamente 24 horas después de ser sembrados), se lavaron dos veces 

con PBS 1X y se tripsinizaron, transfiriéndolos a una placa de 15 cm de diámetro. Una vez 

alcanzaron de nuevo una confluencia del 100%, los MEFs se congelaron en medio DMEM 

suplementado con FBS al 20% y DMSO al 10%, preparando 5 crioviales por embrión y 

considerándolos como “pase 0”.   

4.3. Transfección de líneas celulares 
 Para permitir la expresión transitoria de un plásmido de interés en una línea celular, el 

día anterior a la transfección se sembraron de tal manera que las células alcanzaran una 

confluencia cercana al 70% al día siguiente. El número específico de células a sembrar varió, por 

tanto, dependiendo de la línea celular y el diámetro de la placa con el que se trabajaba (Tabla 10). 

Línea celular Placa de cultivo Número de células Cantidad de DNA transfectado 

HEK 293T 

p3,5 0,5·106 1 µg 

p6 1,2·106 3 µg 

p10 4·106 10 µg 

COS-7 p3,5 0,15·106 1 µg 

Tabla 10. Número de células sembradas el día previo a la transfección para conseguir una confluencia óptima y 

cantidad total de DNA transfectado en función del tipo celular y del diámetro de la placa.  

 Para la transfección, se diluyó la cantidad requerida de DNA a transfectar (indicada en la 

Tabla 10, dependiendo del diámetro de placa y línea empleada) en 100 µL (para las placas p3,5 y 

p6) o 250 µL (para las p10) de NaCl 150 mM (filtrado por filtro de 0,2 µm, Polyplus). En otro tubo, 

para cada condición se disolvieron (en el mismo volumen de NaCl 150 mM que el utilizado en la 

mezcla de DNA) el doble de microlitros de jetPEI® (Polyplus) que los microgramos de DNA a 

transfectar. Esta mezcla (conteniendo el jetPEI®) se añadió sobre los tubos que contenían el DNA 

(nunca en orden inverso) y los tubos se mezclaron vigorosamente con ayuda de un vórtex, 

dejándolos incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, la mezcla se añadió 

sobre las placas cuidadosamente por goteo y se repartió por la superficie mediante agitación 

suave, devolviendo las placas al incubador a 37ºC. Pasadas 24 horas desde el momento de la 

transfección, se renovó el medio de cultivo y, al día siguiente, se extrajeron las proteínas con 

(siguiendo el protocolo descrito en la sección 2.5.2.) o se llevó a cabo una IF sobre las células 

como se indica en la sección 3.6. 

4.4. Transducción retroviral de MEFs y generación de iPSCs 
 Para la generación de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, Induced Pluripotent 

Stem Cells), se infectaron MEFs con partículas retrovirales generadas previamente en células HEK 

293T. Para ello, se sembraron 4·106 HEK 293T en placas p10 y se transfectaron con 6 µg de cada 

uno de los vectores (pMXs) portadores de las secuencias codificantes para tres de los factores de 

Yamanaka (KLF4, OCT4 y SOX2) (K. Takahashi & Yamanaka, 2006) junto a 5 µg del vector 

empaquetador pCL-Eco. Como control positivo, otra placa fue transfectada con 6 µg del plásmido 

pLIB. Al día siguiente, se plaquearon 2,6·106 MEFs (en pase 2 o 3) en placas de 6 cm de diámetro. 

El medio de las placas de cultivo en las que se encontraban creciendo las células HEK 293T se 

recogió 48, 60 y 72 horas tras la transfección, se centrifugó a 4000 rpm durante 8 minutos y el 
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sobrenadante se filtró con ayuda de un filtro de 0,45 µm, permitiendo de esta manera la 

recolección específica de las partículas virales en suspensión. Este medio se suplementó con 

polibreno (4-8 µg/mL) y se añadió a las placas en las que se habían sembrado los MEFs. Tras la 

tercera y última infección, los MEFs transducidos se crecieron en medio de iPSCs: DMEM, KSR 

15% (Invitrogen), aminoácidos no esenciales (MEM NEE 100X, Gibco), PSG 1%, β-mercaptoetanol 

50 mM, LIF 1000 unidades/mL (LIF) y puromicina (2 µg/mL). El medio fue renovado cada día, hasta 

que se observó la aparición de colonias de iPSCs (redondeadas, brillantes y con borde definido) 

en torno a 14 días después de la infección. Entonces, las colonias se tiñeron con el kit AP (Merck) 

para detectar actividad fosfatasa alcalina, marcador típico de iPSCs y se contaron manualmente 

el número de colonias para cada condición.  

5. Análisis estadístico 
 Los resultados numéricos presentados en este trabajo se indican como media ± 

desviación estándar. Con el fin de comparar datos entre diferentes condiciones, se ejecutaron 

análisis estadísticos de tipo Welch’s t-test (t-test con varianzas desiguales) ya que los datos de las 

cuantificaciones no estaban excesivamente desviados (es decir, se aproximaban razonablemente 

a una distribución normal y, en la mayoría de los casos, los grupos presentaban varianzas 

desiguales). Se aplicó una prueba two-sided (dos colas) en todos los casos. Los asteriscos indican 

la significatividad estadística: ***: p-valor < 0,001; **: p-valor < 0,01; *: p-valor <0,05; n.s.: p-

valor ≥ 0,05 (sin diferencias significativas). El análisis estadístico se llevó a cabo con ayuda del 

programa GraphPad Prism 7.  

6. Anexo metodológico 
 Para el desarrollo de la presente tesis doctoral, más específicamente para el estudio de 

las interacciones multivalentes existentes entre las proteínas SYCE1 y SIX6OS1, componentes del 

SC, ha sido necesaria la colaboración con el grupo de investigación liderado por el Dr. Owen R. 

Davies (Universidad de Newcastle, Reino Unido). En su laboratorio se han llevado a cabo las 

técnicas que se describen a continuación. 

6.1. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
 Las secuencias humanas codificantes para los distintos productos de SYCE1 se clonaron 

en los vectores pHAT4 y pMAT11 para su expresión en bacterias como proteínas de fusión junto 

a los tags His- y His-MBP (Maltose-Binding Protein) con sitios de corte TEV (Tobacco Etch Virus) 

para la escisión de las proteínas de fusión. Las secuencias humanas codificantes para las distintas 

regiones de SIX6OS1 se clonaron en el vector pRSF-Duet1 asociadas al tag MBP en su dominio N-

terminal eliminable por escisión mediante sitios TEV, permitiendo así la coexpresión con SYCE1. 

Las proteínas se expresaron en la cepa BL21(DE3) de E. coli (Novagen) en presencia de medio 

2XYT (Yeast extract Tryptone). La expresión de los constructos se indujo con la adición de 

isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) incubando las células a 25ºC durante 16 horas. Las 

células se lisaron por sonicación en Tris HCl 20 mM (pH 8,0) y KCl 500 mM, seguido de una 

centrifugación. El sobrenadante se pasó por una columna de cromatografía de afinidad de 

amilosa (New England Biolabs) y se sometió a una cromatografía de intercambio aniónico HiTrap 

Q HP (GE Healthcare). Los tags His- y His-MBP/MBP se eliminaron por incubación con la proteasa 

TEV a 4ºC durante 16 horas. Las proteínas escindidas se purificaron mediante cromatografía de 

intercambio aniónico HiTrap Q HP (GE Healthcare) seguida de cromatografía por exclusión de 
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tamaño (HiLoad 16/600 Superdex 200, GE Healthcare). Las proteínas y complejos purificados se 

concentraron haciendo uso de kits de filtro centrífugo Microsep Advance 3 kDa (PALL) y se 

almacenaron a -80ºC. Las muestras proteicas se analizaron mediante electroforesis en gel de SDS-

poliacrilamida teñida con Coomassie. Los pesos moleculares de las proteínas y los coeficientes de 

extinción se calcularon haciendo uso del servidor ExPASY ProtParam 

(http://web.expasy.org/protparam/) y la concentración proteica se determinó mediante un 

espectrofotómetro Cary 60 UV (Agilent).  

6.2. Dicroísmo circular 
 Los espectros obtenidos por dicroísmo circular (CD, Circular Dichroism) en el ultravioleta 

lejano se recogieron utilizando un espectropolarímetro (Institute for Cell and Molecular 

Biosciences, Universidad de Newcastle). Las exploraciones de longitud de onda se realizaron a 

4ºC desde 260 a 185 nm a intervalos de 0,2 nm utilizando una cubeta de cuarzo de 0,2 mm de 

longitud de paso (Hellma). Las muestras proteicas se midieron desde 0,2 mg/mL a 0,4 mg/mL en 

Na2HPO4 10 mM (pH 7,5) y NaF 150 mM. Se tomaron nueve medidas para cada muestra, se 

promediaron, se corrigieron con tampón y se convirtieron a valores de elipticidad media de los 

residuos (MRE, Mean Residue Ellipticity) ([θ]) (·1000 deg·cm2·dmol-1 por residuo). Las 

deconvoluciones de los espectros se realizaron mediante el algoritmo Dichroweb CDSSTR 

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk). Las curvas de desnaturalización térmica se registraron a 222 

nm a intervalos de 0,5ªC entre 5ºC y 95ºC manteniendo una rampa de temperatura de 

1ºC/minuto. Las proteínas se midieron a 0,1 mg/mL en Tris HCl 20 mM (pH 8,0), KCl 150 mM y 

ditiotreitol (DTT) 2mM, utilizando una cubeta de cuarzo de 1 mm de longitud de paso (Hellma). 

Los datos se graficaron como porcentaje sin plegar después de la conversión a MRE ([θ]222,x-

[θ]222,5)/([θ]222,95-[θ]222,5). La temperatura de melting (Tm) se determinó como aquella a la que las 

proteínas se encontraban sin plegar al 50%.   

6.3. Cromatografía de exclusión por tamaño con dispersión de luz multiángulo 
 El análisis de las proteínas por cromatografía de exclusión por tamaño con dispersión de 

luz multiángulo (SEC-MALS, Size Exclusion Chromatography with Multiangle Light Scattering) se 

llevó a cabo a concentraciones de entre 5 mg/mL y 20 mg/mL en Tris HCl 20 mM (pH 8,0), KCl 150 

mM y DTT 2 mM. Las muestras se cargaron en una columna Superdex 200 Increase 10/300 GL 

(GE Healthcare) a razón de 0,5 mL/minuto mediante un sistema ÄKTA Pure (GE Healthcare). El 

eluido se introdujo en un detector DAWN HELEOS II MALS (Wyatt Technology), seguido de un 

refractómetro diferencial Optilab T-rEX (Wyatt Technology). Los datos de SEC-MALS se 

recopilaron y analizaron mediante el software ASTRA 6 (Wyatt Technology), utilizando la 

extrapolación en forma de gráfico de Zimm con un valor de 0,185 mL/g dn/dc para determinar 

los pesos moleculares absolutos de las proteínas.  

6.4. Cromatografía de exclusión por tamaño con dispersión de rayos X de ángulo 

pequeño 
 Los experimentos de cromatografía de exclusión por tamaño con dispersión de rayos X 

de ángulo pequeño (SEC-SAXS, Size Exclusion Chromatography with Small-Angle X-Ray Scattering) 

se llevaron a cabo en la línea de haz B21 del sincrotrón Diamond Light Source (Oxfordshire, Reino 

Unido). Las muestras proteicas (en concentraciones de entre 6 mg/mL y 20 mg/mL en Tris HCl 20 

mM pH 8,0 y KCl 150 mM) se cargaron en una columna de cromatografía de exclusión por tamaño 

Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare) a razón de 0,5 mL/minuto utilizando un sistema 

http://web.expasy.org/protparam/
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/
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de cromatografía líquida de alto rendimiento Agilent 1200. El eluido se hizo pasar por la célula 

experimental y los datos SAXS se registraron a 12,4 keV en franjas de 3,0 segundos con una 

distancia del detector de 4,014 m. Se utilizó la interfaz ScÅtter 3.0 para restar y promediar las 

franjas y realizar el análisis de Guinier para el radio de giro (Rg) y el Rg transversal (Rc). Las 

distribuciones P(r) se ajustaron con PRIMUS. El modelado ab initio se realizó con el programa 

DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) imponiendo la simetría P1. Se promediaron veinte runs 

independientes. Se utilizó el software PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 

(Schrödinger, LLC) para generar imágenes de los modelos SAXS ab initio.  

6.5. Yeast two-hybrid 
 Las secuencias humanas codificantes para SYCE1 y SIX6OS1 se clonaron en los vectores 

pGBKT7 y pGADT7 (Clontech). Los ensayos de Y2H se llevaron a cabo empleando el sistema 

Matchmaker Gold (Clontech) siguiendo las indicaciones del fabricante. La cepa de levaduras Y187 

se transformó con los vectores pGBKT7, mientras que la cepa Y2HGold fue transformada con los 

vectores pGADT7. Las transformaciones se llevaron a cabo utilizando protocolos estandarizados 

requiriendo acetato de litio. El apareamiento de las diferentes cepas de levaduras se llevó a cabo 

en 0,5 mL de medio YPDA 2X a 30ºC y 40 rpm. Tras 24 horas, los cultivos se centrifugaron y las 

células se resuspendieron en YPDA 0,5X. Entonces, las levaduras se plaquearon en medio SD/-

Trp/-Leu para seleccionar las colonias en las que ha habido apareamiento y en medio SD/-Trp/-

Leu/-Ade/-His suplementado con X-α-Gal para detectar apareamiento mediante la activación de 

los genes reportero ADE1, HIS3 y MEL1. Las placas se incubaron durante 5 días a 30ºC.  
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1. Caracterización in vivo de la mutación 
c.613C>T de SYCE1 asociada a POF  

 La correcta progresión de la meiosis depende del ensamblaje del SC, el andamio proteico 

supramolecular que media la sinapsis entre los cromosomas homólogos durante la primera 

profase meiótica y promueve la formación de los COs. Las mutaciones en las proteínas del SC se 

asocian con infertilidad humana, aborto espontáneo recurrente y aneuploidías (Geisinger & 

Benavente, 2016; Handel & Schimenti, 2010). Aunque es poco probable que las mutaciones 

individuales causantes de infertilidad se generalicen dentro de una población, estas pueden 

encontrarse en familias, especialmente cuando son consanguíneas (Caburet et al., 2014). En la 

presente Tesis Doctoral, llevamos a cabo un análisis del mecanismo molecular responsable del 

POF en mujeres pertenecientes a una misma familia en las que se encontró por secuenciación 

una mutación en SYCE1, uno de los componentes del CE del SC. 

1.1. Generación del modelo murino mutante Syce1POF/POF  
 El gen SYCE1 humano se localiza en el cromosoma 10 y se compone de 13 exones que 

codifican una proteína de 351 aminoácidos. SYCE1 forma parte del CE del SC y presenta un núcleo 

o core estructural comprendido entre los aminoácidos 25 y 179 de su secuencia humana (Figura 

7). Este core se dispone formando una α-hélice y es el responsable la homodimerización de SYCE1 

(Dunne & Davies, 2019b). En los últimos años, se han identificado tres mutaciones autosómicas 

recesivas en SYCE1 en dos familias afectas de NOA y una afectada de POF (L. De Vries et al., 2014; 

Maor-Sagie et al., 2015; Pashaei et al., 2020). Las dos mutaciones identificadas en los hombres 

con NOA alteran el splicing de SYCE1 y suponen la eliminación de parte de su núcleo estructural 

(Figura 7) (Dunne & Davies, 2019b). La disrupción de la conformación homodimérica 

característica de SYCE1 a consecuencia de la alteración de su core estructural podría explicar el 

fenotipo infértil asociado a estas mutaciones. Por otro lado, dos hermanas diagnosticadas con 

POF portan en homocigosis la mutación c.613C>T (también referida como c.721C>T) en SYCE1 (L. 

De Vries et al., 2014). El modelado in silico de la mutación genera un codón de STOP prematuro 

a la altura de la glutamina 241 (p.Gln241*), dando lugar a un producto truncado de SYCE1 de solo 

240 aminoácidos (en contraste con los 351 que lo componen en la forma canónica silvestre) 

(Figura 7). Sin embargo, dado que esta mutación no afecta al núcleo de SYCE1, el mecanismo 

molecular que se encuentra alterado y que por tanto es el responsable de la infertilidad en estas 

pacientes permanecía sin ser descrito al comienzo de esta Tesis Doctoral. 

 

Figura 7. Representación esquemática de la secuencia codificante para SYCE1 en humanos, indicando la 

localización y consecuencia biológica de las mutaciones descritas asociadas a infertilidad. Bajo la secuencia full-

length de SYCE1 se indican esquemáticamente los constructos desarrollados por el Dr. Owen Davies y su equipo 

que han sido empleados en este estudio. 
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 Para determinar las consecuencias funcionales y estructurales de la mutación de SYCE1 

que provoca POF en humanos y así estudiar su impacto en la dinámica del SC y regulación 

meiótica in vivo, desarrollamos (empleando la tecnología CRISPR/Cas9) un modelo murino que 

mimetizase la mutación identificada en las pacientes de POF. Dicha mutación genera un codón 

de STOP prematuro a la altura del residuo 243 (p.Gln243*) de la secuencia murina de Syce1, 

estando dicha posición aminoacídica conservada en humano y ratón (Figura 8). 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          MAGRSLTSKA--EPTAGAVDRAEKAGGQDTSSQKIEDLMEMVQKLQKVGSLEPRVEVLINR 59 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          MATRPQPLGMEPEGSADLLHGPEGARGQYGSTQKIEDLMDMVKKLQKVGSLEPRIEVLINR 61 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR MAGRSLTSKA--EATAGAMDRAEKAGGQDTSSQKIEDLMEMVQKLQKVGSLEPRVEVLINR 59 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          MAGRPGSS-N--AEAAGAVGPTDEARGQAESSQKIEDLMEMVKKLQKVGSLEPRVEVLINR 58 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           MAGRPGPS-S--EESAGALGRAGEAGGQAKSSQKIEDLMEMVKKLQKAGSLEPKVEVLINR 58 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         ------------------MEPAEKAGGQAKSSQKIEDLLEMVKKLQKAGSLEPRVEVLINR 43 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         ME-------KNQQDQRSGLGMREKAMEHTEYKVEAEDLVMLVEKLQKAGTLEPRIEDLIIK 54 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         -----------------------------------------------------KMEEMISI 8 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         FELARVPLGGKAAAVGGLLFHPSGVRGNEESRLELEDLLKIVKELKQAGKTVPRIEELVKK 61 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         ------------------------------------------------GTLEPRMDDLVGR 13 

                                                                                    ::: ::  

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          INEVQQAKKKANKDLGEARTICEALQKELDSLHGEKVHLKEILSKKQETLRILRLHCQEKE 120 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          INEVQQAKKKASEELGEAQTVWDNLQKELDLLREEKVRLKDILNRKEETLRIMQLHCQEKE 122 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR INEVQQAKKKANKDLGEAWTICEALQKELDSCKRGPVA------LPTETLRILRLHCQEKE 114 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          INEVQQAKKKASEELGDARTVWETLQKELDSLSGEKVRLKEILSKKQETLRVLRLHCQDKE 119 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           INEVQQAKKKASEELGEARTVWETLQKELDSLSGEKVRLKEILSKKQETLRILRLHCQEKE 119 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         INEVQQAKKKASEELGEARTVWEALQKEMDSLSGEKVRLKEILNKKQETLRILRLHCQEKE 104 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         IKDLQRVRKNANEELLKTRAHSEALQRELDELNAEKAHLEEILNQKQETLMMLRLQCEEKQ 115 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         ISQLQQAQRCTNEELQRNQLKMETLKEELDKLNLEMIQLEETLNMKQGTLLLLQERRREEE 69 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         LKQLQQGKNAVDEELCEARKCREALQKELDKLSAESFHLEEIYNKKKETLQLLQFQYKERE 122 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         LRKLQRAKQALSQELQDSQARSKELQEELEERCFHPPSWEEICSQKQELLRTLQLRSQETE 74 

                               : .:*: :.  .::*       . *:.*::                   *  :: : .: 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          SEAHRKH--TMLQECKERISALNLQIEEEKNKQRQLRLAFEEQLEDLMGQHKDLWDFHMPE 179 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          SEAQRKH--SMLQECKERISFLNSQIDKEKAKLRKLRLDFEEHLETLMSQHKDTLEFHKPE 181 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR SEAHRKH--TMLQECKERISALNLQIEEEKNKQRQLRLAFEEQLEDLMGQHKDLWDFHRPE 173 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          NEAQRKQ--TMLQECKERISALNSQIEQEKNKQRQLRLDFEEQLEDLMGQYKDLWEFHKPE 178 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           SEAQRKQ--TMLQECKERISALNSQIEEEKNKQRKLRLDFEEQLEDLMGQHKDLWEFHKPE 178 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         SEAQRKH--TMLQECKERISALNSQIEEEKNKQRQLRLDFEEQLEDLMGQHKDLWKFHGPE 163 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         AEAQRQQ--EVSQGCKQRIEELTSKIQEEKLKQRKQRMEFDQQLEEMMEKHKSLWEFHTSE 174 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         KKALRQQ--TTSMECLQNVATLNAKIQEEKLRRKKLRKEFEQQLEELMQKHKELMEFHTPQ 128 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         NEIKRQL--NHSEGCKQRVEQITSQIQEEKLKRRKQRMEFEMQLEELMEKHKSTWEFHNTE 181 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         AEGQRLGCSGLTQERKQHIEELAAKIQEEKLKQRKHRLEFEQLLGELMGEHQSL------E 131 

                                :  *           :.:  :  :*::** : :: *  *:  *  :* :::.       : 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          RLAKEICALDSSKEQLLKEEKLVKATLEDVKHQLCSLCGA----EGPSTLDEGLFLRSQEA 236 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          HLTKEMCVLDSSKEQLLKEEKLMKVKLEDVRQRLCALGGP----EGSSSLIEGLFLRSHEA 238 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR RLAREICALDSSKEQLLKEEKLVKATLEDMKHQLCSLCGA----EGPSTLDEGLFLRSQEA 230 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          RLALEISTLDSGKEQLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----KGH-TINEGLFLRSPEA 234 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           QLALEIDALDSNKEQLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----KGCSTITEGLFLRSQEA 235 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         QMAREIDTLDSSKEHLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----DGCSTIAEGLFLRSQEA 220 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         SLAREISNIEDSKKHLLNEEKVVQKKIEDIMKQLETLSQ-----PGAAFDSEGLFLRSEEA 230 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         RLLKEISNLMLTKEQLLEEEKAVQEKLDALEKQIADLPAFMTKEEMMDEGTESVFLHSKEA 189 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         SLKKEICNIENAKQQFLSEEKMLQQKLQNLEKEINSLRH-----AGVAFNEEDVFLRSQQA 237 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         KLAAEIHSMAESKEHLLSEDRLIQASLAQVEKQLDSLPQ-----ARAALSQERMFLKSQEA 185 

                                :  *:  :   *:::*.*:: :: .:  : :.:                 * :**:* :* 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          AATVQLFQEEHRKAEELLAAAAQRHQQLQQKCQQQQQK--RQRLKEELEKHGMQVPAQAQS 295 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          AAAMQMFKDENKKAEEFLEAAAQQHEQLQQRCHQLQQK--RQRLKEELEKHGVQILAHSTQ 297 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR AATVQLFQEEHRKAEELLAAAAQRHQQLQQKCQQQQQK--RQRLKEELEKHGMQVPAQAQS 289 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          AAVVHLFEEENRKAQELLEAAAQRQEQLQQKCQQLQQK--RQRLKEELEKLGVQVLAQAQS 293 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           AAVVHLFEEENRKAQELLGAAAQRQEQLQQKCQQLQQK--KQRLKEELEKLGVQVPAQSQR 294 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         AAAVHLFEEENRKAQGLLDAATHHHEQLQQKCQQLQQK--RQRLKEELEKLGMQIPVQAQS 279 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         IAAVHLFEEENEKATEFLEAASRHHLELQQKYQR--------------------------- 269 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         AATMHLFEEENKKAMEFLEAASQKYEMVKQKSL---------------------------- 227 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         AVTKQLFEEENSQVKSFLQRASQRHFELQQKCN---------------------------- 275 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         STALQLFQQENKSATEHLEAASLRHSELQQKYKRQLFQQENKSATEHLE------------ 239 

                                .. ::*::*: ..   *  *: :   ::*:                          

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          TQEEEAGPGDVASPKPLKGERPGAA---HQAGPDVLIGQEDTLHPDLSPRGFQEIKELF 351 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          --NEEDSSWRMASPKPVEVHEETAQDQERPSSRT------------------------- 329 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR TQEEEAGPGDVASPKPLKGERPGAA---LQAGPDVLIGQEDTLHPDLSPRGFQEIKELF 345 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          KQEEEAGLGEAANPKPLGVSEEKDQEPSTK----------------------------- 323 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           KQEEGASPGEAANPKTLGVSEEKDPELPIKQGLMSS----------------------- 330 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         KQEEGAGPGEPANPKLLGVIQEKDPEMPTKEGPMPS----------------------- 315 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         ----------------------------------------------------------- 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         ----------------------------------------------------------- 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         ----------------------------------------------------------- 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         ----------------------------------------------------------- 
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de SYCE1 en diferentes especies de vertebrados. Las 

especies analizadas, su identificación en la figura y su código UniProt son: Homo sapiens (HUMAN, Q8N0S2), Mus 

musculus (MOUSE, Q9D495), Pan troglodytes (PANTR, A0A2I3SHS9), Bos taurus (BOVIN, Q32LK9), Sus scrofa (PIG, 

F1SCT5), Canis lupus familiaris (CANLP, F1PG50), Ornithorhynchus anatinus (ORNAN, F7BBC0), Sarcophilus 

harrisii (SARHA, G3W340), Latimeria chalumnae (LATCH, H3ALY1) y Pelodiscus sinensis (PELSI, K7FPR7). Las 

secuencias de SYCE1 humana y murina presentan una identidad total del 65% (similitud del 78%), aunque la 

identidad y similitud de su núcleo estructural asciende al 74% y 87%, respectivamente. El residuo afectado en la 

mutación POF (c.613C>T) se encuentra conservado entre humano y ratón (p.Gln241* y p.Gln243*, 

respectivamente), y se indica en verde en la figura.  

 La humanización del locus murino codificante para SYCE1 da lugar a un codón de STOP 

prematuro sustituyendo la posición aminoacídica Gln243 de la secuencia murina (equivalente a 

la posición Gln241 de la secuencia humana), y simula la variante proteica truncada de SYCE1 que 

se genera en las pacientes con POF (Figura 9).  

 

Figura 9. Generación del modelo murino Syce1POF/POF. Representación esquemática del locus Syce1 murino y la 

estrategia de edición genómica empleada. Se muestra el tracrRNA localizado en el intrón 10 y el ssODN dirigido 

a la región entre los exones 10 y 11 portando la mutación puntual (c.613C>T, p.Gln243*) a introducir, generando 

el codón de STOP justo al comienzo del exón 11. Además, el motivo PAM se sustituyó por la secuencia del 

extremo 3’ del intrón humano para evitar un nuevo corte de la Cas9 tras la integración del molde en el genoma 

(ver Tabla 3 en la sección de “Materiales y Métodos”), la secuencia murina caCTATcag se mutó por la secuencia 

humana caCCCCcag). Las regiones codificantes (cajas grises) y no codificantes (cajas blancas) se representan en 

los diagramas alélicos. Las líneas finas (secuencias no codificantes) y gruesas (secuencias codificantes) ubicadas 

bajo los exones representan los transcritos esperados derivados de los alelos WT (negro) y mutante (rosa). El 

codón de STOP propio (*negro) y el prematuro generado en el transcrito editado (*rosa) se indican en el 

esquema. Los oligonucleótidos empleados para el genotipado de los animales (F1 y R1) se representan con 

flechas bajo los alelos. En la parte inferior del panel se dispone la secuencia nucleotídica obtenida por 

secuenciación Sanger a partir de la PCR de genotipado del ratón Syce1POF/POF. 
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 Para analizar la fertilidad de los mutantes generados, establecimos diversos cruces de 

ratones heterocigotos (designados Syce1+/POF) con otros individuos heterocigotos y con 

homocigotos mutantes (Syce1POF/POF) (Tabla 11). Ningún mutante Syce1POF/POF fue capaz de 

reproducirse, lo que demuestra que tanto los machos como las hembras homocigotas mutantes 

son infértiles, replicando el patrón de herencia autosómico recesivo de la mutación asociada a 

POF en humanos (L. De Vries et al., 2014). 

Sexo Genotipo Nº de camadas Nº crías / camada Desviación estándar 

Machos 
Syce1+/POF 22 7,68 2,16 

Syce1POF/POF 0 (0) (0) 

Hembras  
Syce1+/POF 22 7,68 2,16 

Syce1POF/POF 0 (0) (0) 

Tabla 11. Análisis de la frecuencia y tamaño de camadas obtenidas a partir del cruce de los individuos de los 

genotipos con individuos Syce1+/POF del sexo opuesto durante 18 meses. 

 Con el fin de caracterizar el modelo murino de infertilidad generado, llevamos a cabo un 

análisis de la expresión de SYCE1 en los testículos de los ratones mutantes. Desde un punto de 

vista anatómico, los ratones Syce1POF/POF presentan una reducción del 63% (n=3) del tamaño 

testicular con respecto a los ratones silvestres Syce1+/+ a los 2 meses de edad (Figura 10a). 

Mediante un análisis por RT-qPCR, pudimos detectar la presencia del transcrito de Syce1 en los 

testículos de los ratones mutantes homocigotos, aunque a un nivel de expresión reducido en 

comparación con el producto WT (Figura 10b y Tabla 12). A su vez, analizamos mediante Western 

blot (WB) los extractos proteicos de testículo, lo que nos permitió detectar un producto proteico 

(referenciado como SYCE1POF) del peso molecular esperado. De manera similar a lo observado en 

el análisis transcripcional, el producto proteico presenta unos niveles de expresión muy reducidos 

con respecto a la versión WT (Figura 10c). Este hecho contrasta con la dinámica de expresión de 

la versión mutante en un sistema heterólogo in vitro: la sobrexpresión del producto proteico 

codificado por SycePOF en células HEK 293T no mostró diferencias en términos de intensidad de 

expresión con respecto a la secuencia WT (Figura 10d).  

 

Figura 10. Análisis de la expresión de Syce1 en testículos WT y mutantes. a) Testículos de ratones silvestres 

Syce1+/+ y mutantes Syce1POF/POF mostrando la reducción del tamaño testicular. b) Amplificación mediante RT-

qPCR del cDNA codificante para los transcritos Syce1 WT y Syce1POF utilizando como molde RNA de testículo de 
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ratón. El último carril (C-) es el control negativo del experimento (en el cual no se aporta cDNA para la 

amplificación). c) Análisis mediante WB de los extractos proteicos procedentes de ratones Syce1+/+ y Syce1POF/POF 

a 13 dpp empleando un anticuerpo específico reconocedor de SYCE1. Se analizó la expresión de β-Actin como 

control de carga. d) Análisis mediante WB de los extractos proteicos generados a partir de células HEK 293T 

transfectadas con plásmidos codificantes para las secuencias proteicas murinas de SYCE1 WT y SYCE1POF, 

empleando un anticuerpo específico reconocedor de SYCE1. Se analizó la expresión de β-Actin como control de 

carga.  

 Syce1 β-Actin  Ratio 

WT/POF Genotipo Ct1 Ct2 Ct3 Ctm 2-Ct Ct1 Ct2 Ct3 Ctm 2-Ct 2-Ct norm. 

Syce1+/+ 25,09 25,58 24,60 25,09 2,80·10-8 16,55 16,65 16,87 16,69 9,46·10-6 2,96·10-3 

46,96 
Syce1POF/POF 29,27 29,20 30,00 29,49 1,33·10-9 15,17 15,40 16,04 15,54 0,10·10-5 6,30·10-5 

Tabla 12. Análisis mediante qPCR de la expresión relativa de los transcritos Syce1 y Syce1POF en los testículos de 

ratones WT y mutantes homocigotos. La expresión de β-Actin se cuantificó para normalizar los valores de 

transcripción de Syce1. El RNA empleado como molde se extrajo de ratones Syce1+/+ de 13 dpp de edad y 

Syce1POF/POF adultos de 3 meses de edad, de tal forma que presentasen un contenido celular comparable 

(mostrando espermatocitos en zigoteno tardío como el tipo celular más avanzado en la división meiótica). Ct: 

Ciclo umbral (cycle threshold), Ctm: Ciclo umbral medio. 2-Ct norm.: valor de 2-Ct normalizado. 

 

1.2. Los ratones Syce1POF/POF presentan defectos en el ensamblaje del SC y en la 

reparación de DSBs   
 Dados los defectos en fertilidad observados en los ratones mutantes, nuestro siguiente 

objetivo fue caracterizar en detalle la progresión meiótica en los mismos. En primer lugar, 

procedimos a evaluar el mecanismo de infertilidad en las hembras Syce1POF/POF, para lo que 

llevamos a cabo un análisis histológico de los ovarios tanto de hembras a 5 dpp como adultas (2 

meses de edad). En ambos casos, los resultados mostraron una ausencia de folículos en los 

ovarios de las hembras mutantes (Figura 11a). A continuación, analizamos mediante 

inmunofluorescencia en esparcidos de oocitos la dinámica de ensamblaje del SC, evaluando 

inicialmente la distribución de las proteínas del SC SYCP3 y SYCP1. Al final del leptoteno, SYCP1 

comienza a cargarse a los ejes cromosómicos de los oocitos silvestres, constituyendo el 

entramado molecular que permite el futuro ensamblaje del resto de componentes del SC. Por el 

contrario, los oocitos Syce1POF/POF presentan una reducción en los niveles de SYCP1 en los ejes 

cromosómicos en comparación con los oocitos WT y sufren un bloqueo meiótico caracterizado 

por la ausencia de sinapsis entre cromosomas homólogos (Figura 11b). Además, esta señal 

residual de SYCP1 presenta un patrón de carga aberrante en los oocitos mutantes, apareciendo 

a lo largo de toda la longitud de los ejes cromosómicos (Figura 11b). Para evaluar la dinámica de 

ensamblaje del CE del SC en los mutantes POF, llevamos a cabo dobles inmunofluorescencias de 

SYCP3 y cada una de las proteínas que lo componen. En los ratones silvestres, SYCE3, SYCE1 y 

SIX6OS1 se localizan en las regiones sinapsadas entre los cromosomas homólogos a partir del 

estadio de zigoteno temprano, mientras que SYCE2 y TEX12 presentan un patrón de carga 

ligeramente posterior (Davies et al., 2012; Fraune et al., 2012). Los ejes de los oocitos mutantes 

presentan una reducción significativa en la carga de SYCE3 en el estadio del bloqueo en 

comparación con los niveles existentes en las paquinemas silvestres (Figura 11c).  



 

80 
 

Resultados 

 

Figura 11. Los oocitos Syce1POF/POF presentan un ensamblaje alterado del SC. a) Secciones histológicas de ovarios 

de ratonas Syce1+/+ y Syce1POF/POF teñidas con hematoxilina-eosina, mostrando la inexistencia de folículos en 

desarrollo tanto a los 5 dpp (panel superior) como a los 2 meses de edad (panel inferior) en las hembras 

mutantes. Barras de escala, 20 µm (panel superior) y 50 µm (panel inferior). b) Doble inmunofluorescencia de 

SYCP3 (rojo) y SYCP1 (verde) en oocitos embrionarios (17,5 dpc) Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, 

zigoteno tardío y paquiteno y en oocitos Syce1POF/POF en leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Los oocitos 

mutantes no alcanzan un estadio de sinapsis completa entre los cromosomas homólogos y presentan una 

reducción en la carga de SYCP1. c) Doble inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) SYCE3 (verde) en embrionarios 

(17,5 dpc) Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en oocitos Syce1POF/POF en 

leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Las zigonemas mutantes muestran una reducción significativa en 

la señal de SYCE3 con respecto a las paquinemas WT. La cuantificación de los niveles de intensidad de 

fluorescencia de SYCP1 (b) y SYCE3 (c) se muestran en los gráficos ubicados bajo su correspondiente panel. 

Análisis Welch’s t test: ***: p-valor < 0,001. Barras de escala (b-c), 10 µm. a.u.: unidades arbitrarias (arbitrary 

units). 
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 En lo que respecta al resto de proteínas del CE del SC, observamos una ausencia total de 

marcaje para SYCE1 (Figura 12a), SIX6OS1 (Figura 12b), SYCE2 (Figura 12c) y TEX12 (Figura 12d) a 

lo largo de toda la profase I meiótica en los oocitos Syce1POF/POF. Dado que en el momento del 

bloqueo los meiocitos mutantes no cumplen todos los requerimientos moleculares que se 

satisfacen en el estadio de zigoteno en condiciones silvestres, hemos denominado a este estadio 

“zigoteno-like”, un bloqueo meiótico similar al observado en el KO murino de SYCE1 (Bolcun-Filas 

et al., 2009). Por tanto, mediante este análisis histológico y citológico, hemos podido determinar 

que los oocitos Syce1POF/POF presentan un bloqueo meiótico en zigoteno-like con una sinapsis 

incompleta entre los cromosomas homólogos, recapitulando el fenotipo infértil del POF humano. 

 A continuación, y para determinar si la versión truncada SYCE1POF afecta a la 

recombinación meiótica, analizamos en oocitos Syce1POF/POF varias proteínas esenciales para la 

correcta progresión de este proceso. Las DSBs meióticas son generadas por la nucleasa SPO11 y 

su presencia puede ser trazada desde ese momento por la fosforilación de la serina 140 de la 

histona H2AX (γ-H2AX). La distribución de γ-H2AX, repartida de manera difusa por toda la 

cromatina desde el estadio de leptoteno, es similar en los oocitos WT y mutantes al inicio de la 

profase I. A medida que las DSBs son reparadas, la señal de γ-H2AX que decora los autosomas de 

los oocitos silvestres disminuye. En comparación con los cromosomas autosómicos de las 

paquinemas WT, los oocitos Syce1POF/POF bloqueados en zigoteno-like muestran una acumulación 

de γ-H2AX repartida por toda la cromatina, lo que indica la persistencia de roturas en el DNA sin 

reparar (Figura 13a).  

 Mecanísticamente, durante la reparación del DNA, las DSBs se procesan generando 

extremos de ssDNA que invaden el cromosoma homólogo (strand invasion) por la acción de las 

recombinasas RAD51 y DMC1 (Mahadevaiah et al., 2001). De este modo, durante el zigoteno se 

alcanza el número máximo de foci de ambas recombinasas sobre los ejes cromosómicos. A 

medida que avanza la profase meiótica (entre los estadios de zigoteno temprano y tardío), se 

observa una disminución del número de foci, lo cual se interpreta como una descarga de ambas 

recombinasas (Tarsounas et al., 1999). Mediante la tinción por IF de RAD51 y DMC1, detectamos 

una acumulación del número de foci tanto de RAD51 (Figura 13b) como de DMC1 (Figura 13c) en 

los oocitos mutantes en estadio de zigoteno-like en comparación con las paquinemas silvestres. 

El objetivo final de la recombinación meiótica es la formación de al menos un CO por bivalente, 

estableciéndose así las uniones físicas (quiasmas) entre los cromosomas homólogos que 

permiten su segregación al final de la primera división meiótica. Para analizar la generación de 

COs, visualizamos mediante IF la proteína mismatch repair MLH1, la cual marca los futuros COs. 

La ausencia de foci de MLH1 en los oocitos Syce1POF/POF demuestra que las DSBs no llegan a 

madurar formando COs (Figura 13d). 
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Figura 12. Los oocitos Syce1POF/POF no completan el ensamblaje del CE del SC. a-d) Doble inmunofluorescencia de 

SYCP3 (rojo) y SYCE1 (a), SIX6OS1 (b), SYCE2 (c) y TEX12 (d) (verde) en oocitos embrionarios (17,5 dpc) Syce1+/+ 

en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en oocitos Syce1POF/POF en leptoteno, zigoteno 

temprano y zigoteno-like. Las zigonemas mutantes muestran una ausencia total de SYCE1, SIX6OS1, SYCE2 y 

TEX12.  
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Figura 13. Los oocitos Syce1POF/POF son capaces de generar DSBs, pero no de repararlos. a-c) Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y γ-H2AX (a), RAD51 (b) y DMC1 (c) (verde) en oocitos embrionarios (17,5 

dpc) Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en oocitos Syce1POF/POF en 

leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. a) En el estadio de zigoteno-like, la señal de γ-H2AX se mantiene 

decorando todos los ejes cromosómicos en los oocitos mutantes, mientras que esta se ve extremadamente 

reducida en las paquinemas WTs. b-c) Las zigonemas mutantes muestran una acumulación significativa en el 

número de foci de RAD51 (b) y DMC1 (c) con respecto a las paquinemas WT, indicando la persistencia de DSBs 

sin reparar. d) Doble inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y MLH1 (verde) en oocitos embrionarios (17,5 dpc) 

Syce1+/+ en paquiteno y Syce1POF/POF en zigoteno-like mostrando la ausencia de carga de MLH1 (y, en 

consecuencia, de COs) en las células mutantes. La cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de 

γ-H2AX (a) y del número de foci de RAD51 (b) y DMC1 (c) se muestran en los gráficos ubicados junto a cada panel 

correspondiente. Análisis Welch’s t test: ***: p-valor < 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: unidades arbitrarias 

(arbitrary units).  
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 Una vez determinado el mecanismo molecular por el cual la variante SYCE1POF provoca 

infertilidad en hembras, procedimos a analizar la progresión meiótica en los espermatocitos 

mutantes. Para ello, llevamos a cabo en primer lugar un estudio del ensamblaje del SC mediante 

una doble IF de las proteínas SYCP3 y SYCP1. De manera similar a la dinámica observada en los 

oocitos, SYCP1 se visualiza en los ejes cromosómicos a partir del final del estadio de leptoteno en 

los espermatocitos silvestres. Sin embargo, SYCP1 presenta un patrón de carga aberrante en los 

espermatocitos Syce1POF/POF, apareciendo exclusivamente durante el estadio de zigoteno-like y 

decorando toda la longitud los ejes cromosómicos (Figura 14a). Cuantitativamente, SYCP1 

presenta una intensidad de carga cuantitativamente reducida en los espermatocitos mutantes en 

el momento del bloqueo en comparación con paquinemas WT (Figura 14a). Para evaluar la 

dinámica de ensamblaje del CE del SC en los mutantes POF, llevamos a cabo dobles 

inmunofluorescencias de SYCP3 y cada una de las proteínas que lo componen. En primer lugar, el 

factor iniciador de sinapsis SYCE3 se localiza en las regiones sinapsadas entre los cromosomas 

homólogos a partir del zigoteno temprano en los espermatocitos WT. Esta señal está 

completamente ausente en los espermatocitos Syce1POF/POF durante ese estadio de la profase I 

(Figura 14b). Alcanzado el bloqueo meiótico, los ejes de los espermatocitos mutantes presentan 

una carga de SYCE3 significativamente reducida en comparación con los niveles existentes en 

paquinemas silvestres (Figura 14b).  

 

Figura 14. Los espermatocitos Syce1POF/POF presentan un ensamblaje alterado del SC. a) Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y SYCP1 (verde) en espermatocitos Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno 

temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en espermatocitos Syce1POF/POF en leptoteno, zigoteno temprano y 

zigoteno-like. En el momento del bloqueo meiótico, los espermatocitos mutantes presentan una reducción en la 

carga de SYCP1 en comparación con las paquinemas silvestres. b) Doble inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y 

la proteínas del CE SYCE3 (verde) en espermatocitos Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío 

y paquiteno y en espermatocitos Syce1POF/POF en leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Las zigonemas 

mutantes muestran una reducción significativa en la señal de SYCE3 con respecto a las paquinemas. La 

cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de SYCP1 (a) y SYCE3 (b) se muestran en los gráficos 
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ubicados a la derecha de cada panel. Análisis Welch’s t test: ***: p-valor < 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: 

unidades arbitrarias (arbitrary units).  

 A continuación, llevamos a cabo una tinción mediante IF de las proteínas del resto de 

proteínas que componen el CE. De este modo, pudimos detectar una ausencia total de señal de 

SYCE1 (Figura 15a), SIX6OS1 (Figura 15b), SYCE2 (Figura 15c) y TEX12 (Figura 15d) en los 

espermatocitos mutantes durante toda la primera profase meiótica. En conjunto, a través de 

estos resultados pudimos determinar que los ejes cromosómicos de los espermatocitos 

Syce1POF/POF no son capaces de sinapsar, lo que provoca un bloqueo meiótico en zigoteno-like. 

 

Figura 15. Los espermatocitos Syce1POF/POF no completan el ensamblaje del CE del SC. Doble inmunofluorescencia 

de SYCP3 (rojo) y las proteínas del elemento central SYCE1 (a), SIX6OS1 (b), SYCE2 (c) y TEX12 (d) (verde) en 

espermatocitos Syce1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en espermatocitos 

Syce1POF/POF en leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Los espermatocitos mutantes no cargan ninguna 

de estas cuatro proteínas del CE del SC, lo que evidencia un ensamblaje defectivo del CE del SC como 

consecuencia de la variante POF de SYCE1.  
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 A continuación, y para determinar si la versión truncada de SYCE1POF afecta a la 

recombinación meiótica, analizamos en los espermatocitos Syce1POF/POF mediante IF algunas de 

las proteínas que ejercen su función en la regulación de este proceso. En los espermatocitos 

silvestres, la distribución de γ-H2AX es similar a la presentada en oocitos durante los primeros 

estadios de la profase I, apareciendo repartida de manera difusa por toda la cromatina. Sin 

embargo, alcanzado el paquiteno en condiciones silvestres, la señal de γ-H2AX se concentra 

específicamente sobre el sex body generando un marcaje intenso en forma de nube. En 

comparación con los autosomas de las paquinemas silvestres, los espermatocitos Syce1POF/POF 

bloqueados en zigoteno-like muestran una acumulación de γ-H2AX por toda la cromatina, lo que 

indica la persistencia de roturas en el DNA sin reparar (Figura 16a).  

 Dados los defectos en reparación del DNA observados en los espermatocitos mutantes, 

a continuación, analizamos el comportamiento de las recombinasas RAD51 y DMC1, proteínas 

encargadas de la invasión del cromosoma homólogo durante la recombinación meiótica. El 

análisis mediante IF mostró una acumulación del número de foci tanto de RAD51 (Figura 16b) 

como de DMC1 (Figura 16c) en los espermatocitos Syce1POF/POF en estadio de zigoteno-like en 

comparación con las paquinemas silvestres. Por último, analizamos la formación de COs en los 

espermatocitos mutantes mediante la tinción por IF de MLH1. De acuerdo con el bloqueo 

meiótico presentado por estos mutantes, no observamos ningún foci de MLH1 sobre sus ejes 

cromosómicos (Figura 16d). Esto indica que, aunque las DSBs se generan apropiadamente, no se 

reparan de manera eficiente, por lo que finalmente no se establecen los COs entre los 

cromosomas homólogos.  

 En conjunto, nuestros resultados relativos al análisis in vivo de la mutación POF en la 

secuencia de Syce1 demuestran que, tanto machos como hembras portadores de la mutación en 

homocigosis son infértiles como consecuencia de una sinapsis alterada y una alteración de la 

maquinaria de recombinación meiótica. Por ello, podemos concluir que la mutación POF de SYCE1 

per se es explicativa del fenotipo infértil en humanos. 
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Figura 16. Los espermatocitos Syce1POF/POF son capaces de generar DSBs, pero no de repararlos. a-c) Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y γ-H2AX (a), RAD51 (b) y DMC1 (c) (verde) en espermatocitos Syce1+/+ en 

leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en espermatocitos Syce1POF/POF en leptoteno, 

zigoteno temprano y zigoteno-like. a) La señal de γ-H2AX se dispone decorando todos los ejes cromosómicos en 

los espermatocitos mutantes en el bloqueo meiótico, mientras que se localiza exclusivamente en torno al par de 

cromosomas sexuales (sex body) en las paquinemas WTs. b-c) Los espermatocitos mutantes en estadio de 

zigoteno-like muestran una acumulación significativa en el número de foci de RAD51 (b) y DMC1 (c) con respecto 

a las paquinemas WT, indicando la persistencia de DSBs sin reparar. d) Doble inmunofluorescencia de SYCP3 

(rojo) y MLH1 (verde) en espermatocitos de ratones Syce1+/+ en paquiteno y Syce1POF/POF en zigoteno-like 

mostrando la ausencia de carga de MLH1 (y, en consecuencia, de generación de COs) en las células mutantes.  

La cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de γ-H2AX (a) y del número de foci de RAD51 (b) 

y DMC1 (c) se muestran en los gráficos ubicados junto a su respectivo panel. Análisis Welch’s t test: ***: p-valor 

< 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: unidades arbitrarias (arbitrary units).    
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1.3. El producto proteico SYCE1POF interacciona con SIX6OS1, pero no con SYCE3  
 Una vez caracterizadas las alteraciones meióticas que provoca la presencia de la variante 

POF en ratón, profundizamos en el mecanismo por el cual esta mutación produce los efectos 

descritos. Dado que el ratón mutante Syce1POF/POF presenta un claro defecto estructural en el SC, 

nos preguntamos si dicha mutación podría alterar la interacción entre SYCE1 y el resto de 

componentes del CE del SC, más concretamente con los factore(Dunne & Davies, 2019b)ca SYCE3 

y SIX6OS1 (Dunne & Davies, 2019b).  

 Con el fin de analizar la interacción in vitro entre SYCE1 y las proteínas SYCE3 y SIX6OS1, 

llevamos a cabo una sobreexpresión de dichas proteínas en células COS-7 y visualizamos su 

patrón de expresión mediante IF. Los resultados muestran que, desde un punto de vista 

citológico, la expresión individualizada de la secuencia murina codificante para SYCE1 en células 

COS-7 genera una señal citoplasmática de tipo foci (Figura 17a), mientras que la de SIX6OS1 da 

lugar a una señal continua dispersa por todo el núcleo y citoplasma (Figura 17b). Sin embargo, su 

coexpresión provoca un arrastre de SIX6OS1 al patrón de expresión propio de SYCE1, dando lugar 

a una señal punteada que colocaliza en el 95% de las células (Figura 17d). Para determinar el 

patrón de expresión de la variante patogénica SYCE1POF, llevamos del mismo modo a cabo una 

sobrexpresión de dicho producto en células COS-7 y analizamos su localización mediante IF. La 

expresión individualizada de SYCE1POF genera un patrón punteado semejante al de la versión WT, 

aunque con foci más brillantes y menos numerosos (Figura 17c). De manera similar a lo que 

ocurre con la variante WT, SIX6OS1 mantiene su colocalización y secuestro a la señal punteada 

de SYCE1POF en un 89% de las células, lo que demuestra que el producto proteico mutante de 

SYCE1 mantiene la capacidad de interacción con SIX6OS1 in vitro (Figura 17d). Con el fin de 

corroborar esta afirmación, llevamos a cabo un ensayo de interacción por coinmunoprecipitación 

entre SIX6OS1 y los productos WT y POF de SYCE1. Para ello, hicimos uso de los extractos 

proteicos preparados a partir de células HEK 293T transfectadas con los plásmidos codificantes 

para cada uno de los productos. De este modo, pudimos verificar que la variante SYCE1POF 

muestra una interacción positiva con SIX6OS1 de manera similar a la que establece con la versión 

WT de SYCE1 (Figura 17e).   

 En el contexto del SC, SYCE1 interactúa no solo con SIX6OS1, sino también con SYCE3. A 

fin de analizar la capacidad de interacción de SYCE3 con la variante POF de SYCE1, llevamos a 

cabo una sobrexpresión de SYCE3 en células COS-7 y determinamos su localización in vitro 

mediante IF. De este modo, detectamos un patrón de expresión nuclear cuando SYCE3 es 

expresado de manera individualizada (Figura 18a). Este patrón se ve alterado al ser coexpresado 

con el producto SYCE1 WT, de tal modo que SYCE3 es reclutado a la señal punteada repartida por 

el citoplasma propia de SYCE1 en el 95% de las células transfectadas, evidenciando la interacción 

entre ambas proteínas (Figura 18b). Sin embargo, sólo un 21% de las células que expresaban 

SYCE1POF mostraban una colocalización de ambas proteínas del CE en los foci citoplasmáticos 

(Figura 18b), lo que sugiere que SYCE3 no es capaz de interaccionar con la versión mutante de 

SYCE1. Para validar nuestra hipótesis, llevamos a cabo ensayos de coinmunoprecipitación entre 

cada pareja de proteínas en células HEK 293T. De este modo corroboramos que sólo SYCE1 WT 

(y no el producto mutante SYCE1POF) es capaz de interaccionar con SYCE3 in vitro (Figura 18c). En 

su conjunto, estos resultados demuestran que, mientras que el complejo SYCE1-SIX6OS1 se 

mantiene, la interacción entre SYCE1 y SYCE3 queda abolida por la mutación POF de SYCE1 in 

vitro. Estos resultados contribuyen a explicar el ensamblaje aberrante existente en los ratones 

portadores de la mutación en homocigosis y su consiguiente infertilidad.      
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Figura 17. La mutación POF de SYCE1 no altera su capacidad para interaccionar con SIX6OS1. a-c) Expresión 

individual de las secuencias proteicas murinas de SYCE1 (a), SIX6OS1 (b) y SYCE1POF (c) en células COS-7. Las dos 

versiones de SYCE1 dan lugar a un patrón de expresión de tipo foci citoplasmáticos, mientras que SIX6OS1 se 

expresa de manera continua por todo el citoplasma. d) La proteína SIX6OS1 colocaliza tanto con SYCE1 como con 

SYCE1POF siguiendo un patrón punteado al ser cotransfectadas en células COS-7. El porcentaje de células que 

colocalizan para cada combinación se muestra en el gráfico ubicado bajo las imágenes (n=100 células). Barras de 

escala (a-d), 20 µm. e) Análisis mediante WB de la inmunoprecipitación con anticuerpos α-GFP, α-Flag e IgGs 

(como control negativo) de extractos proteicos de células HEK 293T transfectadas con los plásmidos indicados. 

SIX6OS1 forma un complejo coinmunoprecipitante tanto con SYCE1 como con SYCE1POF, lo que sugiere que la 

mutación POF de SYCE1 por sí sola es insuficiente para suprimir la interacción entre ambas proteínas del CE. IP: 

Inmunoprecipitación; Extr.: Extracto proteico sin inmunoprecipitar; ∅: Extracto proteico obtenido a partir de 

células HEK 293T sin transfectar. 
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Figura 18. La mutación POF de SYCE1 elimina su capacidad de interactuar con SYCE3. a) La expresión individual 

de la secuencia proteica murina que codifica para SYCE3 en células COS-7 da lugar a un patrón de expresión 

nuclear. b) La proteína SYCE3 es arrastrada al patrón punteado característico de SYCE1 cuando son 

cotransfectadas en células COS-7, lo cual no ocurre cuando SYCE3 se coexpresa con SYCE1POF. En esta condición, 

el 79% de las células transfectadas mantienen el patrón de expresión propio de SYCE3, lo que sugiere una 

ausencia de interacción con el producto mutante de SYCE1. El porcentaje de células que colocalizan para cada 

combinación se muestra en el gráfico ubicado bajo las imágenes (n=100 células). Barras de escala (a-b), 20 µm. 

c) Análisis mediante WB de la inmunoprecipitación con anticuerpos α-GFP, α-Myc e IgGs (como control negativo) 

de extractos proteicos de células HEK 293T transfectadas con los plásmidos indicados. SYCE3 forma un complejo 

coinmunoprecipitante con SYCE1, pero no con SYCE1POF, lo que sugiere que el dominio C-terminal de SYCE1 

(ausente en la versión mutante) es imprescindible para su interacción con SYCE3. IP: Inmunoprecipitación; Extr.: 

Extracto proteico sin inmunoprecipitar; ∅: Extracto proteico obtenido a partir de células HEK 293T sin transfectar. 

 

1.4. La mutación c.613C>T no altera el núcleo de la estructura de SYCE1  
 Con el fin de profundizar en los mecanismos por los cuales la proteína truncada SYCE1POF 

provoca alteraciones funcionales en la sinapsis de los elementos laterales en los gametocitos del 

ratón, estudiamos los cambios estructurales que ocasiona esta mutación a nivel proteico. Para 

ello, establecimos una colaboración con el grupo de investigación liderado por el Dr. Owen R. 

Davies (Universidad de Newcastle, Reino Unido), especializado en el análisis estructural de las 

proteínas implicadas en la división meiótica.  

 El propio grupo del Dr. Davies ya había demostrado previamente que SYCE1 presenta en 

su dominio N-terminal un núcleo o core (Figura 7) codificado por los aminoácidos 25-179 de su 

secuencia, formando así una α-hélice superenrollada (coiled-coil) antiparalela que media la 

homodimerización de SYCE1 (Dunne & Davies, 2019b). Dado que la mutación c.613C>T generaría 

un codón de STOP en la posición aminoacídica 241, cabría esperar que la estructura del core no 

se viera comprometida, y que por tanto el dímero antiparalelo se mantuviera también en el 

producto proteico truncado (SYCE1POF) generado como consecuencia de esta mutación. 
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 Para testar esta hipótesis, el grupo del Dr. Davies, generó las proteínas recombinantes 

SYCE1POF, SYCE1 y SYCE1core (ver Figura 1A y Figura S1A-B del artículo Sánchez-Sáez et al., 2020 en 

la sección de Publicaciones). Con respecto a SYCE1POF, obtuvieron un material que contenía 

aproximadamente una misma cantidad tanto del producto proteico de interés como de un 

producto de degradación que presumiblemente abarca hasta el final del core de SYCE1. Para 

evaluar la estructura de SYCE1POF, llevaron cabo una espectroscopía por dicroísmo circular (CD), 

lo que les permitió comprobar que SYCE1POF retiene una proporción de su estructura de α-hélice, 

como era esperado dado el mantenimiento del core proteico (Figura S1C en Sánchez-Sáez et al., 

2020). Mediante un análisis de la desnaturalización térmica, se calculó para cada producto 

proteico las temperaturas a las que alcanzan un 50% de desnaturalización (temperatura de 

melting, Tm). SYCE1POF y SYCE1core presentaban una Tm idéntica de 39ºC (Figura S1D en Sánchez-

Sáez et al., 2020), lo que demuestra una elevada homología estructural entre ambos productos. 

Para analizar la conformación que adoptan las diferentes moléculas de SYCE1, se evaluó a 

continuación el peso molecular de las especies mediante cromatografía de exclusión por tamaño 

con dispersión de luz multiángulo (SEC-MALS). Así, el equipo del Dr. Davies pudo confirmar que 

el producto SYCE1POF y el producto de degradación son homodímeros de 48 kDa y 39 kDa, 

respectivamente (Figura 1D en Sánchez-Sáez et al., 2020). Tanto la versión full-length de SYCE1 

como el producto SYCE1core son también especies diméricas, de 86 y 36 kDa, respectivamente 

(Figura 1D en Sánchez-Sáez et al., 2020). Con todo ello, pudimos confirmar que SYCE1POF retiene 

la estructura dimérica impuesta por su core proteico ubicado entre los aminoácidos 25 y 179 de 

su secuencia, por lo que los defectos derivados de la mutación en la formación del SC y progresión 

meiótica son resultado del papel estructural o funcional que desempeña su dominio C-terminal. 

1.5. SYCE1, a través de su core, genera un complejo 1:1 con SIX6OS1N 
 Dado que SYCE1POF es capaz de retener la unión con SIX6OS1 (Figura 17), a continuación, 

decidimos comprobar si la responsabilidad de la interacción entre ambas proteínas recae en el 

core de SYCE1. Con el objetivo de caracterizar esta interacción, el equipo del Dr. Davies evaluó la 

capacidad de unión de SYCE1core frente a una librería de constructos de SIX6OS1 mediante 

coexpresión bacteriana. De este modo, se identificó una interacción robusta de SYCE1core con los 

primeros 67 aminoácidos de la secuencia de SIX6OS1, referida de aquí en adelante como 

SIX6OS1N (Figura 19a y Figura 5A en Sánchez-Sáez et al., 2020). De este modo, se purificaron 

complejos SYCE1core-SIX6OS1N por cromatografía de afinidad, intercambio iónico y cromatografía 

de exclusión por tamaño (Figura 5A-B en Sánchez-Sáez et al., 2020). Además, se purificaron 

complejos similares para SYCE1POF y la secuencia completa de SYCE1 (Figura 1C y Figura S1B en 

Sánchez-Sáez et al., 2020). Esto confirma que SIX6OS1 es capaz de interaccionar con todas las 

formas de SYCE1 que mantengan su core proteico.  

 A continuación, evaluamos la estructura de los complejos establecidos entre los distintos 

productos de SYCE1 y SIX6OS1N mediante CD. Este análisis reveló la existencia de un contenido 

α-helicoidal similar tanto para los complejos SYCE1-SIX6OS1N como para las formas aisladas de 

SYCE1 (Figura S1C en Sánchez-Sáez et al., 2020). Para apoyar este análisis estructural, se llevó a 

cabo un estudio de la desnaturalización térmica que reveló un incremento en las Tm de los 

complejos SYCE1-SIX6OS1N en relación con sus formas aisladas (aumento de 39ºC a 43ºC para 

SYCE1core, de 39ºC a 41ºC para SYCE1POF y de 38ºC a 40ºC para SYCE1) (Figura S1D y Figura 5C en 

Sánchez-Sáez et al., 2020). Los distintos productos proteicos de SYCE1 demostraron mediante 

SEC-MALS formar complejos 1:1 con SIX6OS1N, siendo sus pesos moleculares de 27 kDa (con 

SYCE1core), 37 kDa (con SYCE1POF) y 46 kDa (con la secuencia completa de SYCE1), respectivamente 

(Figura 5D y Figura S7C en Sánchez-Sáez et al., 2020). Por tanto, ante su unión a SIX6OS1N, 
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SYCE1core sufre un cambio conformacional, dejando de formar un homodímero antiparalelo para 

generar un complejo 1:1 con la región N-terminal de SIX6OS1 (Figura 19b). 

 

Figura 19. a) Representación esquemática de la secuencia codificante para SIX6OS1 en humanos. Se indica la 

localización de la deleción de la región comprendida entre los aminoácidos 10-21 (referida como Δ10-21), objeto 

de estudio de esta Tesis Doctoral, así como los distintos constructos empleados en este estudio por el Dr. Davies 

y su equipo. b) Representación esquemática del cambio conformacional que sufre SYCE1, pasando de formar un 

dímero antiparalelo consigo mismo para generar un complejo 1:1 a través de su core con la región N-terminal de 

SIX6OS1. 

 A continuación, y de nuevo en colaboración con el laboratorio del Dr. Davies, se llevó a 

cabo un análisis la conformación del complejo SYCE1core-SIX6OS1N mediante cromatografía de 

exclusión por tamaño con dispersión de rayos X de ángulo pequeño (SEC-SAXS) (Figura S7D-F en 

Sánchez-Sáez et al., 2020). El análisis de la distribución de las distancias interatómicas dentro de 

una estructura proteica (P(r)) demostró que el complejo SYCE1core-SIX6OS1N mantiene la 

conformación estructural de SYCE1core, pero la longitud molecular (Dmax) del complejo se reduce 

de 186 Å a 138 Å (Figura 5F en Sánchez-Sáez et al., 2020). Además, el radio de su sección 

transversal se ve incrementado ligeramente de 9 Å a 11 Å (Figura S7F en Sánchez-Sáez et al., 

2020), lo que sugiere la conversión de la hélice superenrollada de 2 unidades a una de 4. Por 

tanto, como se representa en el modelo ab initio (Figura 5G en Sánchez-Sáez et al., 2020), el 

complejo SYCE1core-SIX6OS1N forma una hélice más corta pero más ancha que el homodímero de 

SYCE1core. En lo relativo a la distribución de las distancias interatómicas de SYCE1POF en su 

interacción con SIX6OS1N, obtuvimos una estructura elongada similar, pero de una mayor 

longitud molecular que alcanza los 180 Å (Figura 5F en Sánchez-Sáez et al., 2020). Estos resultados 

evidencian el mantenimiento de la estructura SYCE1core-SIX6OS1N en el producto POF de SYCE1. 

El incremento en la longitud molecular de la estructura se explica por los aminoácidos de la 

secuencia de SYCE1 abarcados desde el final del core hasta el codón de STOP prematuro. Por 

tanto, pudimos concluir que el core de SYCE1 media una interacción directa con SIX6OS1N, lo que 

impone un cambio conformacional para generar un complejo 1:1 entre ambas proteínas. Este 

complejo adopta una conformación superenrollada más corta, pero más ancha que el 

homodímero antiparalelo en el que se dispone SYCE1. 
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1.6. SYCE1POF interrumpe un segundo dominio de interacción con SIX6OS1 
 Una vez caracterizada la interacción SYCE1core-SIX6OS1N, decidimos analizar la posible 

existencia de otras interfaces de unión entre ambos componentes del SC. Mediante un ensayo 

de doble híbrido (Y2H), y en colaboración con el grupo del Dr. Davies, se testó la capacidad de 

unión entre diferentes regiones de SYCE1 y SIX6OS1 (Figura 6A en Sánchez-Sáez et al., 2020). Tras 

confirmar la unión positiva de SYCE1core con la secuencia completa de SIX6OS1, se analizaron 

sucesivas reducciones del dominio C-terminal de SIX6OS1 hasta detectar la región más pequeña 

necesaria para su interacción con SYCE1, que resultó estar comprendida entre los aminoácidos 1 

y 75 de SIX6OS1. Además, pudimos detectar la existencia de un segundo punto de interacción 

entre ambas proteínas, más concretamente entre el dominio C-terminal de SYCE1 (fuera de su 

core, entre los aminoácidos 177 y 305) y la secuencia completa de SIX6OS1.  

 Para determinar si SYCE1core y SYCE1177-305 se unen o no a la misma región de SIX6OS1, se 

generó una deleción interna de SIX6OS1 comprendida entre los aminoácidos 10 y 21 (Δ10-21). 

Esta deleción altera la integridad del dominio N-terminal de SIX6OS1 y, por tanto, anula su 

capacidad de interaccionar con SYCE1core (Figura 6A en Sánchez-Sáez et al., 2020). Paralelamente, 

SIX6OS11-22 no mostró interacción positiva con ningún constructo de SYCE1, lo que demuestra 

que los aminoácidos 10-21 son necesarios, pero no suficientes, para garantizar su unión a 

SYCE1core (Figura 6A en Sánchez-Sáez et al., 2020). Mientras que SIX6OS1Δ10-21 perdió su 

interacción en el ensayo de Y2H con SYCE1core, sí mostró una unión robusta a SYCE1177-305, lo que 

sugiere la existencia de un segundo sitio de interacción entre ambas proteínas mediada por el 

dominio C-terminal de SYCE1. Además, la deleción Δ10-21 bloqueó la capacidad de SIX6OS11-262 

de interaccionar con SYCE1core y SYCE1POF, pero mantuvo su unión a la secuencia completa de 

SYCE1 y a SYCE125-315 (Figura 6A en Sánchez-Sáez et al., 2020). Por tanto, a partir de este ensayo 

podemos concluir que SYCE1 presenta dos dominios de interacción con SIX6OS1, el primero de 

ellos establecido entre SYCE1core y SIX6OS1N (1-67), y el segundo entre SYCE1177-305 y la región 

aminoacídica de SIX6OS1 comprendida entre sus aminoácidos 22 y 262 (Figura 20a). Esto implica 

que la primera interfaz de unión se ve comprometida por la deleción Δ10-21 de SIX6OS1, mientras 

que la segunda se pierde por la mutación POF de SYCE1 descrita previamente en la sección de 

resultados de esta Tesis Doctoral.  

1.7. SIX6OS1Δ10-21 retiene la unión a SYCE1 en sistemas heterólogos 
 Los resultados estructurales, bioquímicos y de Y2H, demuestran que la deleción Δ10-21 

de SIX6OS1 interrumpe la primera interfaz de interacción con SYCE1, pero que el complejo entre 

ambas proteínas se mantiene por la retención del segundo dominio de unión. Para determinar si 

estos resultados también alteran la colocalización de SIX6OS1 con SYCE1 en el sistema heterólogo 

de COS7 previamente empleado, transfectamos SIX6OS1Δ10-21 en células COS7 y analizamos 

mediante IF su localización. Los resultados muestran que SIX6OS1Δ10-21 presenta un patrón de 

expresión nuclear con una tenue señal en el citoplasma (Figura 20b), en contraste con la 

localización dispersa por todo el núcleo y citoplasma característica de la versión WT (Figura 17b). 

Al coexpresar el producto truncado de SIX6OS1 con SYCE1, detectamos que SIX6OS1Δ10-21 forma 

foci citoplasmáticos intensos que colocalizan (en el 98% de las células) con SYCE1 (Figura 20c). De 

este modo, SIX6OS1Δ10-21 pierde su patrón de expresión propio (nuclear) para ser arrastrado al 

patrón de SYCE1 (Figura 20c), de forma similar a lo que observamos previamente con SYCE1POF y 

la versión silvestre de SIX6OS1 (Figura 17d). Todo ello sugiere que la variante SIX6OS1Δ10-21 

mantiene la capacidad de interaccionar con SYCE1 in vitro. 

 A continuación, verificamos esta interacción mediante un ensayo de 

coinmunoprecipitación. En apoyo a los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia, 
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SIX6OS1Δ10-21 coinmunoprecipita con SYCE1 al ser ambos productos coexpresados en células HEK 

293T (Figura 20d). Por tanto, el patrón de localización celular y el ensayo de inmunoprecipitación 

apoyan los resultados obtenidos en el ensayo de doble híbrido, demostrando que la segunda 

interfaz de interacción entre ambas proteínas del CE se mantiene pese a la deleción Δ10-21 de 

SIX6OS1. Esta podría ser, además, la interacción que se mantiene ante la pérdida de los 

aminoácidos 126-155 esperada para la mutación c.375-2A>G en la secuencia de SYCE1 asociada 

a NOA (Pashaei et al., 2020). 

 

Figura 20. a) Representación esquemática de los dos dominios de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1, viéndose 

el primero de ellos alterado por la deleción Δ10-21 de SIX6OS1 y el segundo por la mutación POF de SYCE1. b) 

Expresión individual de la secuencia murina de SIX6OS1Δ10-21 en células COS-7, dando lugar a un patrón de 

expresión nuclear junto a una tenue señal citoplasmática. c) Coexpresión de SIX6OS1Δ10-21 y SYCE1 en células 

COS-7 mostrando un arrastre de SIX6OS1Δ10-21 hacia el patrón punteado propio de SYCE1 en el 98% de las células 

(como se indica en el gráfico junto a la imagen, n=100 células). Este patrón de colocalización evidencia el 

mantenimiento de la interacción entre ambas proteínas pese a la deleción Δ10-21 de SIX6OS1. Barras de escala 

(b-c), 20 µm. d) Análisis mediante WB de la inmunoprecipitación con anticuerpos α-GFP, α-Flag e IgGs (como 

control negativo) de extractos proteicos de células HEK 293T transfectadas con los plásmidos indicados. 

SIX6OS1Δ10-21 forma un complejo coinmunoprecipitante con SYCE1, demostrando que el segundo punto de 

interacción entre ambas proteínas se mantiene. IP: Inmunoprecipitación; Extr.: Extracto proteico sin 

inmunoprecipitar; ∅: Extracto proteico obtenido a partir de células HEK 293T sin transfectar. 

1.8. La deleción Δ10-21 de SIX6OS1 provoca infertilidad en ratón 
 Dado que la supresión del dominio de interacción entre SYCE1core y SIX6OS1N como 

consecuencia de la mutación POF en la secuencia de Syce1 da lugar a un fenotipo severo de 

infertilidad en ratón, decidimos estudiar el significado biológico de la pérdida de la otra interfaz 
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de unión entre ambas proteínas. Para ello, generamos un modelo murino modificado 

genéticamente que portara una deleción de la secuencia de SIX6OS1 comprendida entre los 

aminoácidos 10 y 21, respetando el marco de lectura (Figura 21a-b).  

 

 

Figura 21. Generación del modelo murino Six6os1Δ10-21/Δ10-21. a) Representación esquemática del locus Six6os1 

murino y la estrategia de edición genómica empleada. Se muestran los dos tracrRNAs localizados en los exones 

2 y 3, respectivamente. El ssODN se compone de un dominio que presenta homología por la región ubicada 

aguas arriba del lugar del genoma a mutar (denominado ssODN 5’) y otro aguas abajo (ssODN 3’, ver Tabla 3 en 

la sección “Materiales y Métodos”). Las regiones codificantes (cajas grises) y no codificantes (cajas blancas) se 

representan en los diagramas alélicos. Las líneas finas (secuencias no codificantes) y gruesas (secuencias 

codificantes) ubicadas bajo los exones representan los transcritos esperados derivados de los alelos WT (negro) 

y mutante (azul). ATG: codón de inicio, TGA y *: codón de STOP. Los oligonucleótidos empleados para el 

genotipado de los animales (F2 y R2) se representan con flechas bajo los alelos. En la parte inferior del panel se 

dispone la secuencia nucleotídica generada a partir de la PCR de genotipado del ratón Six6os1Δ10-21/Δ10-21 obtenida 

por secuenciación Sanger, así como la secuencia de aminoácidos a la que da lugar su expresión. Bajo el 

cromatograma recoge la deleción de 128 bp de DNA genómico (en verde) derivada de la amplificación por PCR 

de los mutantes homocigotos. Los exones 2 y 3 aparecen de nuevo sombreados en gris. b) Análisis mediante PCR 

del DNA genómico de tres hermanos de camada a partir de un cruce de ratones heterocigotos Six6os1WT/Δ10-21. 

La amplificación mediante los oligonucleótidos F2 y R2 da lugar a fragmentos de 413 bp y 285 bp para los alelos 

WT y editado, respectivamente. Individuo WT: +/+; individuo mutante homocigoto: Δ/Δ; individuo heterocigoto: 

+/Δ. 
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 Para caracterizar los mutantes generados, en primer lugar, realizamos una evaluación 

anatómica del aparato reproductor de los homocigotos mutantes (Six6os1Δ10-21/Δ10-21, 

referenciados como Six6os1Δ/Δ en los paneles por motivos de simplificación). En los machos 

mutantes observamos una reducción del tamaño testicular en comparación con los presentados 

por ratones WT (Figura 22a), así como una ausencia de espermatozoides en el epidídimo. Dadas 

las anomalías observadas en los ratones mutantes, a continuación, decidimos analizar en detalle 

la progresión meiótica de sus gametocitos. De este modo, en primer lugar, analizamos la dinámica 

de ensamblaje del SC en los espermatocitos mediante doble inmunofluorescencia de las 

proteínas SYCP3 y SYCP1. Los espermatocitos mutantes presentan un marcaje reducido de SYCP1 

(Figura 22b), lo que evidencia la existencia de defectos en sinapsis y ensamblaje del SC. A 

continuación, llevamos a cabo dobles IFs de SYCP3 y la proteína del CE SYCE3. Los resultados 

obtenidos muestran una disminución en la señal de SYCE3 en los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-

21 en comparación con los espermatocitos WT (Figura 22c).  

 

Figura 22. Los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 presentan un ensamblaje alterado del SC. a) Testículos de 

ratones silvestres Six6os1+/+ y mutantes Six6os1Δ10-21/Δ10-21 (referenciados como Six6os1Δ/Δ en los paneles por 

motivos de simplificación), mostrando la reducción del tamaño testicular en los mutantes. b-c) Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y las proteínas del SC SYCP1 (b) y SYCE3 (c) (verde) en espermatocitos 

Six6os1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 

en leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Los espermatocitos mutantes presentan una reducción en la 

carga de SYCP1 (b) y SYCE3 (c) que evidencia una sinapsis incompleta entre los cromosomas homólogos. La 

cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de SYCP1 (b) y SYCE3 (c) se muestran en los gráficos 

ubicados bajo cada panel. Análisis Welch’s t test: ***: p-valor < 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: unidades 

arbitrarias (arbitrary units).  
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 Para profundizar en el análisis del CE de los espermatocitos mutantes, llevamos a cabo 

IFs de SYCP3 y el resto de proteínas que lo componen. De este modo, pudimos detectar en los 

espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 una señal residual de SYCE1 y SIX6OS1 en comparación con los 

espermatocitos silvestres (Figura 23a-b). En lo relativo a los factores terminadores de sinapsis, la 

mutación Δ10-21 de SIX6OS1 provoca una ausencia total de carga de SYCE2 (Figura 23c) y TEX12 

(Figura 23d) a los ejes cromosómicos de los espermatocitos. Por todo ello, pudimos concluir que 

los ratones Six6os1Δ10-21/Δ10-21 son infértiles a causa de un bloqueo de sus espermatocitos en 

estadio de zigoteno-like, en el que se observa una sinapsis incompleta entre los cromosomas 

homólogos. 

 

Figura 23. Los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 no completan el ensamblaje del CE del SC. Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y las proteínas del elemento central SYCE1 (a), SIX6OS1 (b), SYCE2 (c) y 
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TEX12 (d) (verde) en espermatocitos Six6os1+/+ en leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y 

en espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 en leptoteno, zigoteno temprano y zigoteno-like. Las zigonemas mutantes 

muestran una reducción significativa en la señal de SYCE1 y SIX6OS1 con respecto a las paquinemas WT y una 

ausencia total de SYCE2 y TEX12. La cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de SYCE1 (a) y 

SIX6OS1 (b) se muestran en los gráficos ubicados junto a su panel correspondiente. Análisis Welch’s t test: ***: 

p-valor < 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: unidades arbitrarias (arbitrary units).  

 El marcaje mediante IF demuestra la existencia de unos niveles basales de expresión de 

SIX6OS1 en los espermatocitos mutantes (Figura 23b). Con el fin de evaluar su patrón de 

expresión, a continuación, analizamos mediante RT-qPCR su transcripción en los testículos de los 

ratones Six6os1Δ10-21/Δ10-21. Los resultados muestran la presencia del transcrito Six6os1Δ10-21 con 

niveles de transcripción incluso superiores que el transcrito silvestre (Figura 24a y Tabla 13). Con 

el fin de determinar si los niveles de transcripción de la proteína mutante se correlacionan con 

los de expresión proteica, llevamos a cabo un análisis mediante WB de extractos proteicos de 

testículo. Los resultados obtenidos en el análisis mediante RT-qPCR contrastan con el análisis de 

la expresión proteica endógena de SIX6OS1 en testículo, la cual resulta ser significativamente 

menor en los testículos de los ratones mutantes en comparación con los WT (Figura 24b). Esta 

observación es consistente con la reducción de señal de SIX6OS1 detectada en los espermatocitos 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21 mediante inmunofluorescencia (Figura 23b). Por último, analizamos la 

expresión de la variante SIX6OS1Δ10-21 sobrexpresándola en un sistema heterólogo in vitro. 

Nuestros resultaros evidenciaron que la sobrexpresión del producto mutante en células HEK 293T 

no mostró diferencias en términos de intensidad de expresión con respecto a la secuencia WT 

(Figura 24c). 

 

Figura 24. a) Amplificación mediante RT-qPCR Los espermatocitos del cDNA codificante para los transcritos 

Six6os1 WT y Six6os1Δ10-21 utilizando como molde RNA de testículo de ratones de 13 dpp (Six6os1+/+) y 3 meses 

(Six6os1Δ10-21/Δ10-21) de edad. El último carril (C-) es el control negativo del experimento (en el cual no se aporta 

cDNA para la amplificación). ∅: Extracto proteico obtenido a partir de células HEK 293T sin transfectar. b) Análisis 

mediante WB de los extractos proteicos procedentes de ratones Six6os1+/+ y Six6os1Δ10-21/Δ10-21 empleando un 

anticuerpo específico reconocedor de SIX6OS1. Se analizó la expresión de β-Actin como control de carga. c) 

Análisis mediante WB de los extractos proteicos generados a partir de células HEK 293T transfectadas con 

plásmidos codificantes para las secuencias proteicas murinas de SIX6OS1 WT y SIX6OS1Δ10-21, empleando un 

anticuerpo específico reconocedor de SIX6OS1. Se analizó la expresión de β-Actin como control de carga. 
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 Six6os1 β-Actin  Ratio 

WT/Δ Genotipo Ct1 Ct2 Ctm 2-Ct Ct1 Ct2 Ctm 2-Ct 2-Ct norm. 

Six6os1+/+ 24,96 23,02 23,99 6,00·10-8 11,97 15,75 13,86 6,73·10-5 8,92·10-4 

0,29 
Six6os1Δ/Δ 21,28 22,08 21,68 2,98·10-7 13,09 13,58 13,34 9,68·10-5 3,08·10-3 

Tabla 13. Análisis mediante qPCR de la expresión relativa de los transcritos Six6os1 y Six6os1Δ10-21 en los testículos 

de ratones WT (+/+) y mutantes homocigotos (Δ/Δ). La expresión de β-Actin se cuantificó para normalizar los 

valores de transcripción de Six6os1. El RNA empleado como molde se extrajo de ratones Six6os1+/+ de 13 dpp de 

edad y Six6os1Δ10-21/Δ10-21 adultos de 3 meses de edad, de tal forma que presentasen un contenido celular 

comparable, mostrando espermatocitos en zigoteno como el tipo celular más avanzado en la división meiótica. 

Ct: Ciclo umbral (cycle threshold), Ctm: Ciclo umbral medio. 2-Ct norm.: valor de 2-Ct normalizado. 

 

 Una vez determinados los defectos en la progresión de la sinapsis en los espermatocitos 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21, procedimos a evaluar las posibles alteraciones en la recombinación meiótica. 

Para ello, analizamos mediante IF el marcaje de la histona γ-H2AX en esparcidos de ratones 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21.  Nuestros resultados demuestran que los espermatocitos de los ratones 

mutantes homocigotos presentan una retención de la señal de γ-H2AX en los ejes cromosómicos 

en el estadio del bloqueo meiótico (Figura 25a). Dado que esta acumulación de γ-H2AX podría 

implicar la existencia de problemas en la maquinaria de recombinación, a continuación, 

analizamos el estado de las recombinasas RAD51 y DMC1 en los espermatocitos mutantes 

mediante IF. De este modo, detectamos una acumulación en el número de foci tanto de RAD51 

(Figura 25b) como de DMC1 (Figura 25c) en los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 bloqueados en 

comparación con las paquinemas WT. Finalmente, analizamos la generación de COs mediante la 

tinción de MLH1 por IF, lo que nos permitió observar una ausencia de foci de MLH1 sobre los ejes 

de los espermatocitos mutantes durante el bloqueo en zigoteno-like (Figura 25d). Esto demuestra 

que, pese a que las DSBs sí son generados en los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21, no llegan a 

ser reparadas adecuadamente, lo que impide la formación de COs. Por tanto, la mutación Δ10-

21 de SIX6OS1 provoca infertilidad en ratón como consecuencia de la disrupción de su interacción 

con el core de SYCE1, ocasionando un ensamblaje del SC incompleto y una reparación de las DSBs 

defectiva. Este fenotipo es similar al desencadenado por la mutación POF de SYCE1 y por la 

disrupción de otros componentes estructurales del SC (Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Gómez-H 

et al., 2016; Hamer et al., 2008; Schramm et al., 2011).  

 En conjunto, nuestros resultados evidencian que el mantenimiento de la integridad de 

las secuencias de SYCE1 y SIX6OS1 es esencial para el correcto ensamblaje del SC. La mutación en 

homocigosis en la secuencia de SYCE1 detectada en las pacientes diagnosticadas con POF es la 

responsable de su condición infértil al comprometer una de las interfaces de unión entre SYCE1 

y SIX6OS1. Por otro lado, la mutación Δ10-21 de SIX6OS1, también provoca infertilidad al alterar 

otro dominio de interacción entre ambas proteínas. Pese a que, en ambos casos, la unión entre 

SYCE1 y SIX6OS1 se mantiene a través del sitio de interacción que queda intacto, la pérdida de 

uno solo de los dominios es suficiente para comprometer el ensamblaje del SC y, 

consecuentemente, la fertilidad in vivo. 
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Figura 25. Los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 son capaces de generar DSBs, pero no de repararlos. a-c) Doble 

inmunofluorescencia de SYCP3 (rojo) y γ-H2AX (a), RAD51 (b) y DMC1 (c) (verde) en espermatocitos Six6os1+/+ en 

leptoteno, zigoteno temprano, zigoteno tardío y paquiteno y en espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 en leptoteno, 

zigoteno temprano y zigoteno-like. a) La señal de γ-H2AX se dispone decorando todos los ejes cromosómicos en 

los espermatocitos mutantes en el bloqueo meiótico, mientras que se localiza exclusivamente en torno al par de 

cromosomas sexuales (sex body) en las paquinemas WT. b-c) Los espermatocitos mutantes en estadio de 

zigoteno-like muestran una acumulación significativa en el número de foci de RAD51 (b) y DMC1 (c) con respecto 

a las paquinemas WT, indicando la persistencia de DSBs sin reparar. d) Doble inmunofluorescencia de SYCP3 

(rojo) y MLH1 (verde) en espermatocitos Six6os1+/+ en paquiteno y Six6os1Δ10-21/Δ10-21 en zigoteno-like mostrando 

la ausencia de carga de MLH1 (y, en consecuencia, la incapacidad de generar COs) en las células mutantes. La 

cuantificación de los niveles de intensidad de fluorescencia de γ-H2AX (a) y del número de foci de RAD51 (b) y 

DMC1 (c) se muestran en los gráficos ubicados junto a cada correspondiente panel. Análisis Welch’s t test: ***: 

p-valor < 0,001. Barras de escala, 10 µm. a.u.: unidades arbitrarias (arbitrary units). 
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2. La histona específica de oocitos H1FOO no es 
esencial para la gametogénesis 

 El DNA se empaqueta en el núcleo en subunidades estructurales denominadas 

nucleosomas. Estas estructuras están compuestas por 147 bp de DNA enrollados en torno a un 

octámero compuesto por dos copias de cada una de las histonas centrales: H2A, H2B, H3 y H4 

(Figura 6). Las subunidades octaméricas quedan unidas entre ellas por fragmentos de DNA linker, 

a los que se asocia una quinta clase de histonas denominada H1. La histona H1FOO es un miembro 

de la familia de las histonas H1 cuya expresión proteica está restringida al oo(Fyodorov et al., 

2018; Pan & Fan, 2016; Prendergast & Reinberg, 2021)& Fan, 2016; Prendergast & Reinberg, 

2021).  

 Dada la complejidad de los mecanismos que tienen lugar durante la oogénesis, la 

fertilización y el desarrollo embrionario, resulta esencial profundizar en el estudio de las proteínas 

que intervienen en estos procesos. En particular, el conocimiento sobre la implicación de H1FOO 

en la infertilidad ha sido limitado debido a la falta de análisis in vivo de su función. Por lo tanto, 

en esta Tesis Doctoral, se presenta por primera vez un estudio in vivo sobre la función de H1FOO 

en la gametogénesis (Sánchez-Sáez et al., 2022), lo que permitirá una mejor comprensión de los 

mecanismos que intervienen en la fertilidad. 

2.1. Generación del modelo murino mutante H1foo—/— 
 Con el fin de estudiar el papel que desempeña la histona H1FOO durante la 

gametogénesis y el desarrollo embrionario, desarrollamos un mutante murino nulo de H1foo para 

evaluar las consecuencias de su deficiencia en ratón. El gen H1foo murino está codificado por 

cinco exones localizados en el cromosoma 6, con el codón de inicio (ATG) ubicado en el primer 

exón y el codón de STOP (TGA) en el quinto. Haciendo uso de la tecnología CRISPR/Cas9, 

decidimos una estrategia para crear una deleción de los exones 2 y 3 del gen H1foo murino. Esta 

edición potencialmente daría lugar a un alelo nulo como consecuencia de una pérdida del 70% 

de la secuencia codificante (Figura 26a). A partir de la microinyección llevada a cabo haciendo 

uso de los componentes del sistema CRISPR/Cas9 representados en la Figura 26a, seleccionamos 

un ratón fundador portador de la edición deseada el cual se cruzó con ratones WT C57BL/6J. Los 

descendientes heterocigotos se cruzaron entre sí para obtener los ratones mutantes 

homocigotos, que se identificaron mediante PCR (Figura 26b).  

 Para verificar que la mutación generada daba efectivamente lugar a un alelo nulo, 

analizamos la expresión de H1FOO en oocitos sin fertilizar bloqueados en metafase II, usando un 

anticuerpo que reconoce específicamente esta histona. Los resultados de la inmunolocalización 

de H1FOO demostraron su presencia decorando la cromatina de los oocitos WT (Figura 26c). Sin 

embargo, en los oocitos obtenidos a partir de ratonas H1foo—/— no se observó señal de H1FOO,lo 

que nos permitió validar nuestro modelo animal y la localización celular de la histona (Figura 26c). 
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Figura 26. Generación del modelo murino H1foo—/—. a) Representación esquemática del locus H1foo murino y la 

estrategia de edición genómica empleada. Se muestran las dos sgRNAs flanqueando los exones 2 y 3, 

respectivamente. El ssODN se compone de un dominio que presenta homología por la región ubicada aguas 

arriba del exón 2 y otro aguas abajo del exón 3. Las regiones codificantes (cajas grises) y no codificantes (cajas 

blancas) se representan en los diagramas alélicos. Las líneas finas (secuencias no codificantes) y gruesas 

(secuencias codificantes) ubicadas bajo los exones representan los transcritos esperados derivados de los alelos 

WT y mutante. ATG: codón de inicio, TGA y *: codón de STOP. Los oligonucleótidos empleados para el genotipado 

de los animales se representan con flechas bajo los alelos (F3 y R3 para la amplificación del alelo WT, F4 y R4 

para el alelo KO editado). b) Análisis mediante PCR del DNA genómico de tres hermanos de camada a partir de 

un cruce de ratones heterocigotos H1foo+/—. La amplificación a partir de las parejas de oligonucleótidos F3-R3 y 

F4-R4 da lugar a fragmentos de 272 bp y 268 bp para los alelos WT y editado, respectivamente. Individuo WT: 

+/+; individuo heterocigoto: +/—; individuo mutante homocigoto: —/—. c) Inmunofluorescencia de H1FOO 

(rojo) en oocitos en cultivo bloqueados en metafase II de ratonas H1foo+/+ y H1foo—/—. La señal de H1FOO se 

localiza repartida por la cromatina (en azul, DAPI) de los oocitos WT, pero aparece completamente ausente en 

los de las ratonas H1foo—/—. Barra de escala, 10 µm.  
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 Pese a que los niveles máximos de transcripción de H1foo se alcanzan en oocitos 

secundarios y en embriones en estadio de una sola célula tras la fertilización, existe una 

transcripción basal tanto en espermatocitos como en oocitos primarios (da Cruz et al., 2016). Por 

ello, tratamos de localizar esta histona mediante inmunofluorescencia en oocitos embrionarios 

obtenidos a 16,5 dpc. Sin embargo, observamos una ausencia total de marcaje de H1FOO durante 

toda la primera profase meiótica en hembras (Figura 27). 

 

Figura 27. Doble inmunofluorescencia de H1FOO (verde) y SYCP3 (rojo) en esparcidos de oocitos de ratonas 

H1foo+/— y H1foo—/— a 16,5 dpc, mostrando una ausencia total de señal de H1FOO durante la primera profase 

meiótica tanto en oocitos heterocigotos como KO. Barras de escala, 10 µm. 

 

 Mediante secuenciación de RNA de células únicas (scRNA-seq, single-cell RNA 

sequencing), se ha descrito que H1FOO se expresa también en espermatocitos y espermátidas en 

humanos y en ratón (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000178804-H1-8/single+cell+type; 

da Cruz et al., 2016). Considerando que, además, H1FOO se carga a la cromatina de los 

espermatozoides tras la fertilización, decidimos analizar si esta histona se encuentra involucrada 

en el progreso de la espermatogénesis. Para ello, llevamos a cabo un marcaje mediante IF de 

H1FOO en esparcidos de espermatocitos, analizando desde el estadio de espermatogonia hasta 

el de espermatozoide. De acuerdo con nuestros resultados, no observamos señal de H1FOO en 

ningún estadio meiótico durante la espermatogénesis (Figura 28). 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000178804-H1-8/single+cell+type
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Figura 28. Doble inmunofluorescencia de H1FOO (verde) y SYCP3 (rojo) sobre esparcidos de espermatocitos de 

ratones H1foo+/+ y H1foo—/—, mostrando la ausencia total de señal específica de H1FOO tanto en 

espermatogonias como en espermatocitos primarios (leptoteno-metafase I), espermátidas redondas y alargadas 

y espermatozoides en ambos genotipos. Barras de escala, 10 µm. 
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2.2. Los ratones H1foo—/— son fértiles  
 Para determinar el potencial efecto de la ausencia de H1FOO en la capacidad 

reproductiva de los ratones mutantes, llevamos a cabo un ensayo de fertilidad. Para ello, 

establecimos cruces entre parejas de heterocigotos (H1foo+/—) por un lado y de mutantes 

homocigotos (H1foo—/—) por otro. La presencia de tapón copulatorio en la vagina de las hembras 

se monitorizó cada mañana y se registró el número de crías por camada. Tanto los machos como 

las hembras deficientes en H1FOO resultaron ser fértiles, se desarrollaron con normalidad y no 

presentaron ningún fenotipo somático reseñable. Cuantitativamente, los cruzamientos de los 

ratones H1foo—/— entre ellos dio lugar a camadas semejantes en número y tamaño al establecido 

entre ratones heterocigotos (Figura 29). Esto que nos permitió descartar la existencia de letalidad 

intrauterina causada por defectos durante el desarrollo embrionario, así como una letalidad 

perinatal. Para evaluar la posible aparición de un fenotipo de infertilidad tardío, cruzamos 

individuos KO de segunda generación (F2) entre ellos. Los resultados de este análisis de fertilidad 

mostraron un tamaño y frecuencia de camadas normal para el cruzamiento de individuos KO de 

segunda generación, lo que evidenció la ausencia de un fenotipo tardío en sucesivas generaciones 

(Tabla 14).   

 

Figura 29. Ensayo de fertilidad de ratones heterocigotos (azul) y mutantes homocigotos (rojo) mostrando el 

número de crías obtenidas en cada camada para cada uno de los cruces. El valor medio de cada condición se 

dispone bajo la gráfica. Análisis Welch’s t test: n.s.: no significativo. 

 

 Numero de camadas Número de crías por camada 

Hembra #1 6 7,5 

Hembra #2 5 7 

Tabla 14. Cruce de machos KO con hembras KO de segunda generación (F2) evidenciando la ausencia de un 

fenotipo infértil tardío. 

 

 A continuación, con el fin de detectar posibles anomalías sutiles en el sistema 

reproductivo de las hembras y los machos, decidimos llevar a cabo una evaluación de los ovarios 

y testículos pertenecientes a ratones H1foo+/+ y H1foo—/— adultos. En primer lugar, realizamos un 

análisis histológico de secciones de ovarios de las ratonas mutantes. Nuestros resultados 

demuestran que los ovarios de las hembras adultas carentes de H1FOO presentan una normal 
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distribución de los folículos y una apariencia del estroma similar a la de sus hermanas de camada 

WT (Figura 30a). Por otro lado, los testículos de los machos H1foo—/— presentan un tamaño y 

peso similar a los de los individuos WT (Figura 30b). 

 

Figura 30. a) Análisis histopatológico de secciones ováricas de ratonas H1foo+/+ y H1foo—/— teñidas con 

hematoxilina-eosina, mostrando la ausencia de defectos en los ovarios de las ratonas adultas carentes de H1FOO. 

Barras de escala, 20 µm. b) La deleción genética de H1foo no provoca diferencias en el tamaño testicular en 

ratón (testículos tomados de ratones de 3 meses de edad). Barra de escala, 2 mm.  

 

2.3. La ausencia de H1FOO no altera la sinapsis, la generación de DSBs ni la 

dinámica telomérica 

 A continuación, y para profundizar en el estudio de la implicación de H1FOO en la 

progresión meiótica en hembras, analizamos la dinámica de ensamblaje y desensamblaje del SC 

en oocitos embrionarios a 16,5 dpc mediante doble inmunofluorescencia de las proteínas del SC 

SYCP3 y SYCP1. La proteína de los TFs SYCP1 se dispone en las regiones sinapsadas durante la 

primera profase meiótica. En los oocitos H1foo—/— se detectó una dinámica sináptica comparable 

a la de los oocitos H1foo+/—, que se analizaron como control (Figura 31a). Sin embargo, los oocitos 

mutantes presentan un leve (pero no significativo) retraso en la transición a paquiteno, tal y como 

indica la ligera acumulación de zigonemas en las hembras KO (Figura 31b). 
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Figura 31. a) Doble inmunofluorescencia de SYCP1 (verde) y SYCP3 (rojo) sobre esparcidos de oocitos de ratonas 

H1foo+/— y H1foo—/— a 16,5 dpc. Los oocitos que no expresan H1FOO muestran un comportamiento 

cromosómico adecuado y los procesos de sinapsis y desinapsis evidencian un marcaje de SYCP1 similar al de sus 

hermanas de camada heterocigotas. Barras de escala, 10 µm. b) Distribución porcentual del número de células 

en cada estadio en las preparaciones de esparcidos de oocitos a 16,5 dpc, mostrando una leve (aunque no 

significativa) acumulación de células en zigoteno en las ratonas H1foo—/—. n=3. Análisis Welch’s t test: n.s.: no 

significativo. 

 Teniendo en cuenta la importancia biológica y la complejidad de los mecanismos que 

gobiernan la generación de las DSBs, decidimos evaluar si estas roturas se inducen 

adecuadamente en los oocitos deficientes en H1FOO. En concreto, para descartar que el ligero 

retraso en la transición zigoteno-paquiteno en los oocitos mutantes fuera consecuencia de una 

desregulación de las etapas tempranas de resolución de DSBs, llevamos a cabo un análisis 

mediante inmunofluorescencia de γ-H2AX. Como se ha indicado previamente, esta variante 

histónica cataliza la activación de la maquinaria de recombinación al ser fosforilada por la quinasa 

ATM. Los oocitos H1foo—/— presentan niveles similares de γ-H2AX en comparación con los 

heterocigotos tanto en zigoteno como en paquiteno, por lo que pudimos descartar la existencia 

de un mecanismo aberrante en la inducción de DSBs (Figura 32a). 

 Con el objetivo de investigar si había alguna otra causa que pudiera estar contribuyendo 

al ligero retraso en la progresión de la primera profase meiótica de los oocitos mutantes, como 
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podría ser la posible presencia de sinapsis entre cromosomas no homólogos, se llevó a cabo un 

análisis de los centrómeros y telómeros en esparcidos de oocitos. A través de este análisis, se 

observó una dinámica telomérica (identificada mediante la proteína SUN1, tal como se muestra 

en la Figura 32b) y centromérica (identificada mediante la marcaje de la proteína ACA, Figura 32c) 

completamente normal en los cromosomas de los oocitos H1foo—/— , siendo comparable a la de 

los controles heterocigotos. 

  

Figura 32. a) Doble inmunofluorescencia de γ-H2AX (verde) y SYCP3 (rojo) sobre esparcidos de oocitos de ratonas 

H1foo+/— y H1foo—/— a 16,5 dpc. Los oocitos heterocigotos y los deficientes en H1FOO muestran un mismo patrón 

de distribución de γ-H2AX (señal decorando toda la cromatina en zigoteno y rodeando sutilmente los ejes 

cromosómicos en paquiteno). A la derecha del panel se dispone el gráfico de cuantificación de la intensidad de 

señal de γ-H2AX. n=3. Análisis Welch’s t test: n.s.: no significativo. b) Doble inmunofluorescencia de SUN1 (verde) 

y SYCP3 (rojo) sobre esparcidos de oocitos de ratonas H1foo+/— y H1foo—/— a 16,5 dpc, mostrando una dinámica 

telomérica adecuada tanto en las zigonemas como en las paquinemas de los oocitos pertenecientes a ambos 

genotipos. c) Doble inmunofluorescencia de ACA (rojo) y SYCP3 (verde) sobre esparcidos de oocitos de ratonas 

H1foo+/— y H1foo—/— a 16,5 dpc, mostrando una disposición apropiada de los centrómeros en los oocitos de 

ambos genotipos tanto en zigoteno como en paquiteno. Barras de escala, 10 µm. 

 Dado que atendiendo a los datos de scRNA-seq tanto en humanos como en ratón 

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000178804-H1-8/single+cell+type; da Cruz et al., 2016),  

H1foo se transcribe en ratón en el estadio de espermatogonia y paquiteno, llevamos a cabo un 

análisis de la dinámica de sinapsis también en machos H1foo—/— para evaluar la posible existencia 

de un fenotipo sináptico. Consideramos esencial evaluar sinapsis en los espermatocitos mutantes 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000178804-H1-8/single+cell+type
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para descartar que la ausencia de expresión de H1FOO en espermatocitos que sugieren nuestros 

resultados (Figura 28), no fuera debida a motivos técnicos (como podría ser la interferencia del 

fijador empleado en el esparcido de espermatocitos con el anticuerpo reconocedor de H1FOO). 

Por tanto, analizamos mediante IF la distribución de las proteínas del SC SYCP3 y SYCP1 en 

esparcidos de espermatocitos. De este modo, pudimos concluir que no existe ninguna alteración 

en la sinapsis y desinapsis de los ejes cromosómicos de los machos KO (Figura 33). Estos 

resultados, en su conjunto, evidencian que H1FOO no desempeña ningún rol crítico en la 

progresión de la meiosis temprana ni en machos ni en hembras. 

 

Figura 33. Doble inmunofluorescencia de SYCP1 (verde) y SYCP3 (rojo) sobre esparcidos de espermatocitos de 

ratones H1foo+/— y H1foo—/—, mostrando una sinapsis y desinapsis adecuada del SC en los espermatocitos de los 

individuos mutantes y una correcta progresión meiótica desde leptoteno hasta metafase I. Barras de escala, 10 

µm. 

2.4. La pérdida de H1FOO no altera la reprogramación de MEFs 
 Las células somáticas pueden ser reprogramadas dando lugar a iPSCs mediante la 

expresión ectópica de los fa(K. Takahashi & Yamanaka, 2006)KLF4 y MYC (K. Takahashi & 

Yamanaka, 2006). Esta reprogramación desencadena una cascada de eventos celulares que 

incluyen una reorganización del perfil epigenético. Diversos análisis de transcriptómica han 

permitido identificar una serie de constituyentes de los oocitos que están involucrados en 

potenciar la reprogramación de células somáticas (CORFs, Candidate Oocyte Reprogramming 

Factors) (Awe & Byrne, 2013). H1FOO se ha descrito como uno de estos CORFs, y su 

sobrexpresión ha sido relacionada con un incremento en la eficiencia de reprogramación 
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(Kunitomi et al., 2016). Para profundizar en el posible rol que desempeña H1FOO en la regulación 

de los mecanismos de redistribución epigenética desencadenados durante la reprogramación in 

vitro de cultivos celulares, indujimos la generación de iPSCs utilizando MEFs generados a partir 

de embriones H1foo+/+, H1foo+/— y H1foo—/—. A continuación, llevamos a cabo un contaje del 

número de colonias con tinción positiva para fosfatasa alcalina (AP, Alkaline Phosphatase), un 

marcador típico de células en estado desdiferenciado. Nuestros resultados evidencian que no 

existen diferencias significativas en la capacidad de generación de iPSCs a partir de los MEFs de 

los tres genotipos analizados (Figura 34). Por tanto, podemos concluir que, pese a que un 

incremento en la expresión de H1foo contribuye a la generación de iPSCs de mejor calidad 

(Kunitomi et al., 2016), su ausencia no supone un impedimento para la capacidad de 

reprogramación de los MEFs hacia iPSCs. 

 

Figura 34. Infección de MEFs de cada genotipo indicado con tres de los factores de Yamanaka (OCT4, SOX2 y 

KLF4) para permitir su reprogramación a iPSCs. El número de colonias positivas para AP fue contado y se 

representó en el gráfico dispuesto bajo la imagen de las placas. La ausencia de H1foo no afecta significativamente 

a la generación de iPSCs. n=12. Análisis Welch’s t test: n.s.: no significativo.  
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1. Caracterización in vivo de la mutación 
c.613C>T de SYCE1 asociada a POF 

 La integridad estructural y funcional del SC depende de la correcta dinámica de carga de 

las proteínas que lo componen. En la presente Tesis Doctoral, demostramos que, en el contexto 

del SC, las proteínas SYCE1 y SIX6OS1 establecen dos interfaces de interacción que se encuentran 

alteradas en diferentes mutaciones de SYCE1 asociadas a infertilidad en humanos. La primera 

región de interacción está mediada por el core estructural de SYCE1 (SYCE1core), comprendido 

entre los aminoácidos 25 y 179. El core de SYCE1 forma consigo mismo un dímero antiparalelo, y 

al interaccionar con la región N-terminal de SIX6OS1 (SIX6OS1N, aminoácidos 1-67), SYCE1core 

sufre un cambio conformacional para generar un complejo 1:1 con SIX6OS1. La segunda interfaz 

de interacción se establece entre la región C-terminal de SYCE1 (más concretamente, entre los 

aminoácidos 177 y 305) y la región aminoacídica de SIX6OS1 comprendida entre sus aminoácidos 

22 y 262. Durante la primera parte de este trabajo, hemos generado dos líneas mutantes murinas 

diferentes: una portadora de una deleción interna de 12 aminoácidos localizados en el dominio 

N-terminal de SIX6OS1 (Δ10-21) y otra portadora de una mutación en SYCE1 asociada a POF en 

humanos (p.Gln241*). Estas mutaciones bloquean específicamente la primera y la segunda 

interfaz de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1, lo que nos ha permitido demostrar que la 

integridad de ambas es esencial para el ensamblaje del SC y la progresión meiótica in vivo. 

1.1. La variante SYCE1POF causa infertilidad a consecuencia de un ensamblaje 

incorrecto del SC 
 Más de un 1% de las mujeres en edad reproductiva experimentan POF, un síndrome 

caracterizado por el cese prematuro del ciclo menstrual asociado a niveles aberrantes de 

hormona FSH. La mayoría de los casos de POF son idiopáticos, y estos se subdividen en formas 

esporádicas y familiares. Los casos idiopáticos presentan una importante base genética, pero el 

panel de genes cuya mutación o ausencia provoca esta enfermedad se encuentra aún en vías de 

ser ampliado (C. Huang et al., 2021). La secuenciación del exoma completo ha permitido detectar 

mutaciones puntuales en genes como SYCE1 (L. De Vries et al., 2014; McGuire et al., 2011; Zhe et 

al., 2020) y SIX6OS1 (Fan et al., 2021) asociadas a POF. Estas son, hasta la fecha, las únicas 

proteínas del CE en las que se han detectado mutaciones vinculadas con esta condición infértil. 

La secuenciación del genoma codificante de pacientes con POF es esencial para detectar nuevas 

mutaciones en genes meióticos que puedan estar provocando una desregulación del ensamblaje 

del SC (Jin et al., 2020). 

 La mutación c.613C>T en la secuencia de SYCE1 es una de las variantes identificadas en 

pacientes de POF (L. De Vries et al., 2014).  Para analizar en detalle el mecanismo por el cual esta 

variante causa infertilidad, desarrollamos un ratón modificado genéticamente portador de dicha 

mutación (Syce1POF/POF). Estos animales mutantes presentan un fenotipo infértil caracterizado por 

un ensamblaje inadecuado del SC. Esta alteración estructural es consecuencia de la reducción en 

la carga de SYCP1 y SYCE3 a los ejes cromosómicos, así como por la ausencia total de SYCE1 y de 

las proteínas que dependen este componente del CE para su acoplamiento al SC (SIX6OS1, SYCE2 

y TEX12). Además, en los gametocitos mutantes existe un defecto en la maquinaria de 

recombinación meiótica, puesto que las roturas en el DNA no se reparan eficientemente y no se 

generan COs, lo que contribuye al establecimiento de un bloqueo meiótico en estadio de 

zigoteno-like. Estos resultados ponen de manifiesto el mecanismo por el cual la variante SYCE1POF 

causa infertilidad en humanos. Los ratones heterocigotos para la mutación son fértiles y 
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completamente viables, lo que evidencia que el patrón de herencia de esta mutación es 

autosómico recesivo. Este hecho apoya las observaciones en humanos (L. De Vries et al., 2014), 

según las cuales los individuos heterocigotos de ambos sexos de esta familia analizada no 

presentan ningún síntoma clínico. En el presente estudio in vivo hemos demostrado que los 

ratones macho Syce1POF/POF son infértiles al igual que las hembras homocigotas. Dado que en la 

familia analizada ningún macho presentaba la mutación de SYCE1 en homocigosis, nuestros 

resultados nos permiten anticipar una muy probable condición infértil en aquellos hombres que 

porten esta mutación en homocigosis. 

 Dada la importante función estructural que desempeña el SC durante la gametogénesis, 

los mutantes nulos de las proteínas que los componen presentan severos problemas de fertilidad. 

Las proteínas que componen el SC se encuentran interaccionando de una manera estrictamente 

regulada, y la ausencia o mutación de cada una de ellas puede dar lugar a diferentes fenotipos 

meióticos. Se ha descrito que los mutantes nulos de las proteínas del CE son infértiles: en los 

túbulos seminíferos de los machos mutantes no se producen espermatozoides y las hembras 

presentan una disminución de la reserva ovárica como consecuencia de diferentes grados de fallo 

sináptico (Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Gómez-H et al., 2016; Hamer et al., 2008; Lu et al., 2014; 

Schramm et al., 2011). Por ello, el correcto ensamblaje del CE del SC es esencial para el 

mantenimiento de la dinámica cromosómica tanto en machos como en hembras. Este hecho 

contrasta con el fenotipo observado en los mutantes del LE del SC, los cuales sí presentan 

dimorfismo sexual: los machos son infértiles, mientras que las hembras son subfértiles (F. Yang 

et al., 2006; Yuan et al., 2002). Nuestros resultados demuestran una ausencia de dimorfismo 

sexual en el fenotipo ocasionado por la mutación POF de SYCE1, en concordancia con los 

mutantes nulos de las proteínas del CE y de los TFs del SC (Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; F. A. T. 

De Vries et al., 2005; Gómez-H et al., 2016; Hamer et al., 2008; Schramm et al., 2011).  

 En lo que respecta a la dinámica de expresión de la variante SYCE1POF, hemos detectado 

tanto el transcrito SycePOF como el producto proteico SYCE1POF mediante RT-PCR y WB de 

extractos proteicos endógenos de testículo, respectivamente. Cuantitativamente, los niveles de 

expresión del producto mutante se ven reducidos tanto en el mRNA como en la expresión de la 

proteína. Una posible explicación para la reducción en los niveles de expresión detectada en 

nuestro mutante podría deberse a la activación de mecanismos de adaptación transcripcional 

como la degradación de RNA mensajero por mutación terminadora (NMD, Nonsense-Mediated 

mRNA Decay). En mamíferos, esta vía degrada transcritos aberrantes que contienen codones de 

terminación prematuros mediante el complejo EJC (Exon Junction Complex) (Chang et al., 2007). 

Esta estructura proteica se localiza en el sitio de unión de dos exones contiguos del mRNA, y es 

eliminada posteriormente por los ribosomas en el citoplasma. Si un codón de terminación 

prematuro aparece al menos 50 nucleótidos aguas arribas de la última unión de exones, el 

complejo EJC permanecerá unido al mRNA, lo que cataliza la puesta en marcha de la NMD y la 

degradación del mRNA (Lindeboom et al., 2016). La mutación POF de SYCE1 genera un codón de 

STOP justo al comienzo del exón 11, lo que provocaría que el complejo EJC localizado entre los 

exones 11 y 12 pueda activar la degradación del transcrito mediante NMD. La puesta en marcha 

de esta vía podría explicar la consecuente reducción de expresión in vivo de SYCE1POF observada 

en los animales mutantes.  

 En los últimos años se ha hipotetizado que los fragmentos de mRNA generados tras la 

degradación mediante NMD, si tienen una longitud superior a los 200 nucleótidos, podrían actuar 

como RNA largos no codificantes (lncRNAs, long noncoding RNA) (El-Brolosy & Stainier, 2017; 

Vance & Ponting, 2014). De este modo, serían capaces de guiar a diversos factores de 
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transcripción o remodeladores de la cromatina a las regiones reguladoras de genes 

compensadores, modulando su expresión. Pese a que la reducción parcial o total de la señal de 

las proteínas del SC analizadas en nuestro modelo murino mediante IF parece una causa directa 

de la ausencia de localización de la variante SYCE1POF a los ejes cromosómicos, estos mecanismos 

de adaptación transcripcional podrían tener un efecto en la regulación de la expresión génica del 

resto de componentes del SC en los gametocitos mutantes. 

 La caracterización del modelo murino Syce1POF/POF evidenció una desregulación en el 

ensamblaje del SC, por lo que decidimos evaluar el mecanismo molecular específico causante de 

este defecto. SYCE1 se integra en el soporte molecular que representa el SC a través de su 

interacción con las proteínas SYCE3 y SIX6OS1 (Gómez-H et al., 2016; Lu et al., 2014). Mediante 

un análisis citológico y bioquímico, hemos demostrado que la mutación POF de SYCE1 altera su 

capacidad para interaccionar con SYCE3 in vitro, pero no con SIX6OS1. La disrupción de la unión 

de SYCE1POF con SYCE3 sugiere que la interacción que se establece entre SYCE1POF y SIX6OS1 

podría ser insuficiente para garantizar una carga efectiva de todos los componentes del SC en los 

gametocitos mutantes. Mientras que en los gametocitos silvestres SYCE3 recluta a SYCE1 al CE, 

en los mutantes, la pérdida de interacción de SYCE3 con el producto SYCE1POF (el cual además 

presenta unos reducidos niveles de expresión endógena, como se ha discutido previamente) 

provocaría un fallo en el reclutamiento de SYCE1POF al SC. En consecuencia, los componentes del 

CE dependientes de SYCE1 (es decir, SIX6OS1, TEX12 y SYCE2) no llegan a localizarse sobre los 

ejes cromosómicos en los gametocitos mutantes. Además, nuestros resultados sugieren que 

entre SYCE1 y SYCE3 se establece una relación cooperativa por la cual no solo SYCE1 depende de 

SYCE3 para ser cargado al SC, sino que SYCE3 necesita de la región C-terminal de SYCE1 para su 

propia estabilización. Este feedback explicaría el mecanismo por el cual la pérdida del dominio C-

terminal de SYCE1 a consecuencia de la mutación POF provoca una reducción significativa en los 

niveles de SYCE3 en los ejes cromosómicos.  

 De manera paralela a nuestro proyecto, el grupo liderado por el Dr. Ricardo Benavente 

llevó a cabo una misma caracterización de la mutación POF de SYCE1 (Hernández-López et al., 

2020). En su trabajo, proponen un fenotipo meiótico similar al que describimos en la presente 

Tesis Doctoral, según el cual los cromosomas homólogos tanto de los espermatocitos como de 

los oocitos mutantes no llegan a sinapsar. Consecuentemente, tanto los machos como las 

hembras mutantes son infértiles. Sin embargo, y en contraste con nuestros resultados, no 

detectan el producto mutante en los testículos de los ratones Syce1POF/POF mediante WB, 

seguramente debido a cuestiones metodológicas (como podría ser una menor sensibilidad de su 

anticuerpo). Por otro lado, en ambos trabajos hemos demostrado mediante IF la ausencia del 

producto SYCE1POF sobre los ejes cromosómicos de los gametocitos in vivo, lo que apoya nuestra 

teoría de que la escasa cantidad de proteína mutante generada es degradada o no llega a 

localizarse debidamente en el núcleo celular. 

 La forma aberrante de SYCE1 provoca una profunda desestructuración del SC más allá de 

lo discutido en el microambiente del CE. De este modo, se ha comprobado que no solo SYCE1, 

sino también SYCE3, SYCE2 y TEX12 son necesarias para la estabilización de las regiones N-

terminal de SYCP1 y para la consecuente elongación del SC (Hernández-Hernández et al., 2016). 

En los gametocitos Syce1POF/POF observamos una reducción en el marcaje de SYCP1 en términos 

de intensidad, así como una distribución aberrante a lo largo de todos los ejes sin sinapsar. La 

ausencia de SYCE1 (así como de SYCE2 y TEX12) sobre los ejes cromosómicos a consecuencia de 

la mutación POF, explica la alteración en la dinámica de ensamblaje de los TFs detectada en los 

gametocitos mutantes.   
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 Por último, la desestructuración del SC que presentan los gametocitos Syce1POF/POF 

ocasiona una acumulación de DSBs sin reparar, como se observa por el incremento en la señal de 

γ-H2AX y la acumulación de las recombinasas RAD51 y DMC1 sobre los ejes cromosómicos 

durante el bloqueo meiótico. Este evento podría provocar finalmente una eliminación 

programada de los gametocitos mutantes mediante la activación de un checkpoint dependiente 

de CHK2, HORMAD1/2 y TRIP13 (Rinaldi et al., 2017).  

1.2. SYCE1 interacciona con SIX6OS1 a través de dos interfaces 
 Una vez determinado el fenotipo meiótico de los mutantes Syce1POF/POF, profundizamos 

en el análisis molecular del mecanismo por el cual la variante SYCE1POF causa infertilidad. Para 

ello, y tras detectar que SIX6OS1 mantiene la capacidad de interaccionar con SYCE1POF, llevamos 

a cabo una análisis estructural de ambas proteínas en colaboración con el laboratorio liderado 

por el Dr. Davies.  

 Los resultados de SEC-SAXS demostraron que SYCE1core-SIX6OS1N forman un complejo 

1:1, siendo su longitud y el radio de su sección transversal de 138 Å y 11 Å, respectivamente. 

Estos valores suponen una modificación con respecto a las dimensiones que presenta el 

homodímero establecido por el core de SYCE1 (186 Å y 9 Å, respectivamente). El grupo del Dr. 

Davies había propuesto previamente un modelo estructural según el cual son los aminoácidos 

52-279 de SYCE1core los que median la generación del homodímero antiparalelo (α2 y α3 en Figura 

35a) (Dunne & Davies, 2019b). Las dimensiones del complejo SYCE1core-SIX6OS1N (longitud de 138 

Å) sugieren el mantenimiento de una estructura de tipo hélice superenrollada de unos 92 

aminoácidos, a razón de 1,5 Å por residuo (Lupas & Gruber, 2005). Esto podría explicarse porque 

la región 52-179 de SYCE1 se dispone formando una estructura de hélice-giro-hélice, a la que se 

acopla la hélice α formada por los aminoácidos 25-50 de SYCE1 y la hélice α de SIX6OS1N. Así se 

constituiría finalmente una hélice superenrollada de cuatro hélices, lo cual es coherente con su 

radio de 11 Å (Figura 35b). Finalmente, el establecimiento de la segunda interfaz de unión entre 

los aminoácidos 177-305 de SYCE1 y los residuos 22-262 de SIX6OS1 sugieren que SYCE1core-

SIX6OS1N probablemente se dispongan paralelamente para formar un complejo 1:1 por medio de 

su primer y segundo dominio de interacción (Figura 35c).  

 Nuestro análisis del complejo SYCE1-SIX6OS1 revela cómo las mutaciones de SYCE1 

identificadas en pacientes infértiles afectan su capacidad de interaccionar con SIX6OS1. La 

mutación c.197-2A>G de SYCE1, asociada a NOA, da lugar a un producto truncado que abarca 

primeros 65 aminoácidos de la proteína (Maor-Sagie et al., 2015). En este producto aberrante se 

ven alterados los dos dominios de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1, por lo que podría 

comportarse como un alelo nulo. Otra de las mutaciones de SYCE1 que provoca NOA (c.375-

2A>G) daría lugar a una deleción interna de los aminoácidos comprendidos entre las posiciones 

126 y 155 (Pashaei et al., 2020). Esta edición altera el core de SYCE1, comprometiendo la primera 

interfaz de unión con SIX6OS1. Dado que la segunda quedaría inalterada, predecimos el 

mantenimiento de un complejo 1:1 modificado entre ambas proteínas establecido a través de 

este segundo dominio de interacción (Figura 35c). Por otro lado, la deleción Δ10-21 de SIX6OS1 

afecta también al primer dominio de interacción, pero el core de SYCE1 permanece intacto. Esto 

permitiría el establecimiento de un complejo 2:2 mediante el cual dos monómeros de SIX6OS1 

se acoplarían al dímero antiparalelo establecido por dos unidades de SYCE1 (Figura 35c). La 

mutación c.613C>T en SYCE1 vinculada a POF genera un codón de STOP prematuro (p.Gln241*), 

dando lugar a un producto truncado de 240 aminoácidos (L. De Vries et al., 2014). Esta mutación 

provoca una pérdida del segundo dominio de unión a SIX6OS1, por lo que estructuralmente, entre 
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ambas proteínas se podría estar manteniendo un complejo 1:1 modificado y mantenido a través 

del primer dominio de interacción (Figura 35c).  

 

Figura 35. a-b) Modelos estructurales teóricos del dímero antiparalelo establecido entre dos unidades core de 

SYCE1 (a) y del complejo 1:1 generado entre SYCE1core y SIX6OS1N (b). Las hélices de SYCE1core se referencian 

como α1, α2 y α3, y corresponden a las regiones aminoacídicas 25-50, 52-113 y 118-179 de SYCE1, 

respectivamente. Los modelos presentados son compatibles con los datos biofísicos presentados en esta Tesis y 

en el artículo en el que se describe la estructura del core de SYCE1 (Dunne & Davies, 2019b). SIX6OS1N podría 

acoplarse entre las hélices α2 y α3 de SYCE1core modificando la disposición propia del homodímero de SYCE1 y 

generando con él un complejo 1:1. c) Representación esquemática del dímero antiparalelo establecido por el 

core SYCE1 y del cambio conformacional que sufre al unirse a SIX6OS1. Esta unión da lugar a un complejo 1:1 

mediante las dos interfaces de interacción (representadas por esferas azules) establecidas entre SYCE1core-

SIX6OS1N y entre SYCE1177-305 y SIX6OS122-262, respectivamente. Las consecuencias estructurales teóricas de una 

de las mutaciones de SYCE1 asociadas con NOA (c.375-2A>G, parte inferior izquierda del panel) y POF (c.613C>T, 

parte inferior derecha), así como de la deleción Δ10-21 de SIX6OS1 (parte inferior central) aparecen 

representadas. Las cruces rojas indican los puntos de interacción comprometidos por cada mutación.  
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 Tras la publicación de nuestro trabajo se ha identificado un importante número de 

mutaciones en SYCE1 y SIX6OS1 en pacientes infértiles. Entre ellas, la mutación c.689_690del de 

SYCE1, detectada en homocigosis en dos pacientes afectados por NOA y en heterocigosis junto a 

otras variantes en una mujer con POF y otro individuo con NOA (Feng et al., 2022; Hou et al., 

2022; Y. Huang et al., 2022; Tang et al., 2022). Esta mutación da lugar a un cambio del marco de 

lectura a la altura de la fenilalanina 230 de SYCE1 y genera una proteína aberrante que 

presumiblemente vería comprometido su segundo dominio de interacción con SIX6OS1 (mediado 

por SYCE1177-305). La patogénesis de las mutaciones puntuales de SYCE1 c.373A>G [p.Arg125Gly] 

y c.475G>A [p.Glu159Lys] descritas en homocigosis respectivamente en un paciente de NOA y en 

heterocigosis en una mujer con POF (Ghieh et al., 2022; Hou et al., 2022) se puede explicar por 

la alteración del core estructural de SYCE1. Esta anomalía provocaría la pérdida de su 

conformación tridimensional característica y el consecuente fallo en la estructuración del SC, y 

explicaría también el mecanismo de infertilidad por NOA de la variante c.271 + 2T>C [p. 

Ala66_Leu91delinsVal] de SYCE1 (Hou et al., 2022). 

 En lo que respecta a las variantes de SIX6OS1 asociadas con infertilidad, nuestro modelo 

ayuda a explicar el mecanismo por el cual las mutaciones c.204_205del [p.His68Glnfs*2] y 

c.508C>T [p.Arg170*] de SIX6OS1 provocan NOA y POF (Fan et al., 2021; Hou et al., 2022). Ambas 

variantes presentan un codón de STOP prematuro dentro de la región aminoacídica 22-262 de 

SIX6OS1, responsable de la segunda interfaz de interacción con SYCE1. Por otro lado, la mutación 

c.7G>A[p.Asp3Asn] de SIX6OS1 (Ali et al., 2022) se localiza en la región SIX6OS1N a través de la 

cual se establece la interacción con el core de SYCE1. Además, la variante c.135_136del 

[p.Lys45Asnfs*5] de SIX6OS1 causante de NOA (Hou et al., 2022) ocasiona un cambio del marco 

de lectura a la altura de la lisina 45, por lo que ambos dominios de interacción con SYCE1 podrían 

verse alterados como consecuencia de esta mutación. Sin embargo, la identificación de la 

variante c.958G>T [p.Glu320*] de SIX6OS1 en un paciente infértil (Fan et al., 2021) supone un 

desafío para nuestro modelo, puesto que no compromete ninguna de las interacciones con SYCE1 

que describimos. Este hecho sugiere que el mecanismo por el que esta mutación causa 

infertilidad es dependiente del diálogo molecular establecido entre SIX6OS1 y otras proteínas del 

SC. 

  Una vez determinadas las dos conformaciones que adquiere SYCE1core in vitro 

(homodímero antiparalelo cuando aparece aislado y complejo 1:1 cuando se une a SIX6OS1N), 

nos planteamos analizar cuál es su conformación biológica más estable en el SC de los mamíferos. 

Las temperaturas de melting del complejo SYCE1-SIX6OS1N y de los homodímeros de SYCE1 

determinadas mediante dicroísmo circular son bastante similares entre ellas, abarcando un rango 

de entre 38ºC y 41ºC. Sin embargo, otros componentes muy estables del SC como SYCE2-TEX12 

y SYCP3 presentan temperaturas de melting muy superiores, de unos 65ºC (Davies et al., 2012; 

Syrjänen et al., 2014). Por tanto, estas temperaturas de melting relativamente bajas que muestra 

SYCE1 tanto al presentarse como homodímero como al acomplejarse a SIX6OS1N sugieren que 

sufre un cambio conformacional in vivo, y que cada configuración funciona en diferentes etapas 

de la meiosis o se localiza en posiciones concretas dentro del SC. 

 Pese a los resultados obtenidos a partir de nuestros estudios, los mecanismos por los que 

SYCE1 y SIX6OS1 interaccionan en el escenario del SC de mamíferos necesitan aún ser estudiados 

en mayor detalle. Nuestro análisis de las mutaciones de SYCE1 asociadas a infertilidad y de la 

deleción interna en el dominio N-terminal de SIX6OS1 revelan la existencia de al menos cuatro 

posibles conformaciones en las que SYCE1 se asocia a SIX6OS1 (Figura 35c). Dada la competición 

directa entre la unión de SIX6OS1N y la homodimerización de SYCE1core, todas estas 
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conformaciones podrían ser establecidas entre los productos WT debido a alteraciones de los 

niveles proteicos, concentraciones locales de proteínas, cambios alostéricos y modificaciones 

postraduccionales. Por tanto, las conformaciones alteradas de SYCE1 y del complejo SYCE1-

SIX6OS1 son candidatos de interés para explicar la heterogeneidad estructural y la propagación 

de señales a lo largo de la longitud del SC, pudiendo regular mecanismos como la generación e 

interferencia de COs. De este modo, mientras progresamos hacia una comprensión molecular 

completa del SC de mamíferos, las interacciones multivalentes entre SYCE1 y SIX6OS1 que 

describimos proporcionan nuevas posibilidades hacia la idea de una estructuración dinámica del 

SC que explica sus funciones durante la meiosis. 

1.3. La deleción Δ10-21 de SIX6OS1 provoca infertilidad debido a un ensamblaje 

defectivo del SC 
 El desarrollo de un segundo modelo murino con una deleción de la región comprendida 

entre los aminoácidos 10 y 21 (Δ10-21) de SIX6OS1 (Six6os1Δ10-21/Δ10-21) nos permitió profundizar 

en el mecanismo de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1 in vivo.  

 Los ratones homocigotos son infértiles y presentan un ensamblaje inadecuado del SC. La 

señal residual de SYCP1, SYCE3, SYCE1 y SIX6OS1 detectada por IF en los espermatocitos 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21, así como su incapacidad para reclutar SYCE2 y TEX12 a los ejes cromosómicos, 

sugieren que la eliminación de este dominio es esencial para la sinapsis entre los cromosomas 

homólogos. Además, la acumulación de γ-H2AX, DMC1 y RAD51 en el bloqueo meiótico 

evidencian una desregulación de la maquinaria de recombinación meiótica, lo que provoca un 

bloqueo meiótico en zigoteno-like en los gametocitos mutantes. 

 El producto SIX6OS1Δ10-21 presenta una llamativa dinámica de expresión en los testículos 

murinos. El incremento en la expresión del transcrito Six6os1Δ10-21 en comparación con la versión 

WT no se correlaciona con la reducción en la intensidad de expresión de la proteína mutante que 

detectamos en los testículos. Esta discrepancia entre los niveles de mRNA y de proteína podría 

explicarse a consecuencia de la aparición de fallos en el procesamiento postranscripcional del 

transcrito mutante. En eucariotas, al comienzo de la transcripción (cuando el RNA en síntesis 

alcanza una longitud de unos 30 nucleótidos), el complejo enzimático de capping se acopla al 

transcrito para catalizar la adición del cap-5’ (Cho et al., 1997). Esta modificación 

postranscripcional es necesaria para la exportación del transcrito al citoplasma y para su posterior 

reconocimiento por parte de los ribosomas. La pérdida de 36 nucleótidos en el dominio N-

terminal de Six6os1 como consecuencia de la mutación Δ10-21 podría comprometer el 

reconocimiento del transcrito naciente por parte del complejo enzimático de capping, lo que 

supondría una alteración en la adición del cap-5’ y una acumulación de transcritos sin procesar. 

Dado que los transcritos generados son inmaduros, finalmente no son debidamente traducidos, 

lo que explicaría la reducción del nivel de expresión proteica de SIX6OS1Δ10-21 pese a la 

acumulación del transcrito mutante.  

 Otra posible explicación para el desacoplamiento entre los niveles de transcripción y 

traducción del producto Six6os1Δ10-21 la podemos encontrar en la activación de la respuesta a 

proteínas mal (Pavitt & Ron, 2012; Walter & Ron, 2011)) (Pavitt & Ron, 2012; Walter & Ron, 

2011). Este mecanismo se desencadena ante la presencia de proteínas con un plegamiento 

incorrecto a causa de cualquier estrés celular o de una mutación, como podría ser la deleción in 

frame de la región de aminoácidos 10-21 de SIX6OS1. De este modo, la reducción en la estabilidad 

de la proteína mutante podría provocar un feedback loop que incremente la transcripción de 

Six6os1 en un intento de restaurar la función normal de la proteína a través de una regulación 
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positiva de la transcripción. La modificación tanto de la actividad transcripcional como 

traduccional como consecuencia de una mutación ha sido previamente descrita, por ejemplo, en 

la deleción F508 del gen CFTR (Hutt et al., 2018). Esta mutación es una de las más frecuentes 

entre los pacientes afectados por fibrosis quística (Bobadilla et al., 2002), e implica la pérdida de 

3 bp en la secuencia del gen CFTR y, como consecuencia, la deleción de la fenilalanina 508. El 

producto proteico mutante presenta una estabilidad reducida debido a su plegamiento 

aberrante, lo que desencadena la puesta en marcha de un mecanismo de recuperación de la 

actividad del canal CFTR regulado por el factor de iniciación de la traducción eucariota eIF3a (Hutt 

et al., 2018).  

 Por otro lado, el análisis de mutantes murinos que presentan un bloqueo meiótico que 

no existe en condiciones fisiológicas plantea el debate de cuál es el mejor control WT con el que 

establecer comparaciones. Para este experimento, se utilizaron testículos de ratones silvestres 

de 13 dpp (en los que los meiocitos más avanzados en la primera ola de espermatogénesis se 

encuentran en estadio de zigoteno tardío-paquiteno) y testículos de ratones mutantes adultos 

(bloqueados en zigoteno-like), con el objetivo de analizar espermatocitos en un estadio meiótico 

similar. Sin embargo, la existencia de un diferente contenido celular podría contribuir a explicar 

la diferencia de intensidad de expresión observada entre genotipos. 

 Dado que las dos mutaciones descritas en la presente Tesis Doctoral (SYCE1POF y 

SIX6OS1Δ10-21) afectan a diferentes dominios de unión entre ambas, decidimos evaluar cuál 

desencadena una desestructuración más severa del SC. La mutación POF en SYCE1 da lugar a una 

reducción en la longitud de la secuencia aminoacídica mucho mayor que la ocasionada por la 

mutación Δ10-21 de SIX6OS1 (111 frente a 12 aminoácidos, respectivamente). Además, SYCE1POF 

pierde la capacidad de interaccionar con SYCE3, la primera proteína del CE que se carga en los 

ejes cromosómicos. Por ello, la mutación POF en SYCE1 podría dar lugar a un fallo en el 

ensamblaje del SC más temprano que el provocado por la deleción Δ10-21 de SIX6OS1. Dado que 

la integridad de SYCE1 permite el mantenimiento de su interacción con SYCE3, los mutantes 

Six6os1Δ10-21/Δ10-21 presentan una severidad fenotípica ligeramente menor que los ratones 

Syce1POF/POF. De este modo, en los espermatocitos Six6os1Δ10-21/Δ10-21 existe una señal residual de 

SYCE1 y SIX6OS1 en los ejes cromosómicos en el momento del bloqueo, mientras que ambas 

proteínas no se llegan a cargar en los espermatocitos Syce1POF/POF. Estos resultados apoyan el 

orden jerárquico previamente descrito en el ensamblaje del SC, según el cual SYCP1 y SYCE3 son 

iniciadores del establecimiento del entramado de sinapsis y SYCE2-TEX12 se cargan en los pasos 

finales del proceso (Dunce et al., 2018). Por tanto, SYCE1 y SIX6OS1 podrían funcionar como 

agentes intermediarios de la sinapsis, y su correcto acoplamiento al andamio molecular que 

representa el SC es estrictamente necesario para el reclutamiento de SYCE2 y TEX12, así como 

para la consecuente compleción de la sinapsis entre los cromosomas homólogos (Figura 4).   

 Por tanto, en la presente Tesis Doctoral hemos desarrollado dos modelos animales 

modificados genéticamente en los cuales quedan comprometidas la primera (Six6os1Δ10-21/Δ10-21) 

y la segunda (Syce1POF/POF) interfaz de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1. Mediante estos 

mutantes, hemos demostrado que el mantenimiento del dominio inalterado en cada modelo es 

suficiente para garantizar la unión estructural entre ambas proteínas. Sin embargo, la integridad 

de ambas interfaces por las que interaccionan SYCE1 y SIX6OS1 es esencial para garantizar el 

ensamblaje del SC, la progresión de la meiosis y, consecuentemente, la fertilidad en mamíferos.  
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2. La histona específica de oocitos H1FOO no es 
esencial para la gametogénesis   

 Las histonas son proteínas básicas que se asocian al DNA en los núcleos de las células 

eucariotas permitiendo la compactación de la cromatina. A través de las múltiples modificaciones 

que sufren estas proteínas (entre las que se incluyen acetilación, metilación y fosforilación), 

modifican la estructura y la carga eléctrica de la cromatina, interfiriendo en su capacidad para 

regular la expresión génica (Bannister & Kouzarides, 2011). Los patrones de expresión y 

modificación de histonas están altamente regulados y difieren entre tipos celulares y condiciones 

fisiológicas diferentes. Haciendo uso de un modelo murino mutante nulo, en la presente Tesis 

Doctoral hemos demostrado por primera vez que la histona linker específica de oocitos H1FOO 

no es esencial para la fertilidad ni para el desarrollo embrionario en ratón. Llevando a cabo un 

análisis citológico e histológico, hemos podido determinar que la ausencia de esta histona es 

tolerada in vivo durante la gametogénesis, ya que los ratones portadores del alelo nulo en 

homocigosis generan gametos funcionales y son completamente fértiles.   

2.1. La ausencia de H1foo no afecta a la gametogénesis en ratón 
 En los oocitos de mamíferos se expresa específicamente una histona linker denominada 

H1FOO, homóloga de la histona B4 de Xenopus. Esta histona se caracteriza por su secuencia 

excepcionalmente larga en comparación con otras histonas de la familia H1, al estar codificada 

por 304 aminoácidos en ratón. Su patrón de expresión se extiende desde el estadio de vesícula 

germinal hasta el embrión en estadio de dos o cuatro células, coincidiendo con el momento en el 

cual el genoma del embrión se convierte en transcripcionalmente activo (M. Tanaka et al., 2001). 

Su patrón de expresión se encuentra altamente regulado por modificaciones epigenéticas como 

la metilación del DNA ubicado aguas arriba del gen de H1foo (Maeda et al., 2008). 

 Para determinar el patrón de expresión de H1FOO en oocitos murinos, llevamos a cabo 

diferentes experimentos de inmunofluorescencia en oocitos a distintos estadios de desarrollo. 

De este modo, pudimos describir que H1FOO aparece decorando la cromatina en los oocitos WT 

en metafase II. Este patrón se mantiene en concordancia con la primera descripción de H1FOO 

en mamíferos (M. Tanaka et al., 2001). La ausencia de señal en los cromosomas de los oocitos 

H1foo—/— nos permitió validar la especificidad del marcaje, así como la pérdida de función de 

nuestro modelo mutante. Además, pudimos descartar la existencia de una expresión temprana 

(más concretamente, durante la profase I) de H1FOO en oocitos, pese a que H1foo se transcribe 

durante este estadio. Esto, sumado a la ausencia de un fenotipo meiótico, podría indicar la 

existencia de un desacoplamiento de la transcripción y la traducción durante la primera división 

meiótica en hembras y en estadios meióticos más tardíos en machos. Esta represión de la 

traducción proteica es un mecanismo molecular ampliamente estudiado en la gametogénesis del 

ratón y es esencial para el correcto desarrollo de la gametogénesis y para el desarrollo 

embrionario (M. Guo et al., 2022; Nothias et al., 1996). 

 La profase de la primera división meiótica es el estadio más largo y complejo dentro del 

programa gametogénico, e incluye una sucesión minuciosamente regulada de eventos entre los 

que se encuentran la sinapsis entre cromosomas homólogos, la generación de(Grey & de Massy, 

2021)o para generar COs (Grey & de Massy, 2021). Dado que H1FOO se expresa en estadios 

meióticos más avanzados, la deficiencia de H1foo no debería alterar la progresión de la primera 

profase meiótica. Consecuentemente, hemos demostrado mediante un análisis de la sinapsis y 

de la dinámica telomérica de los oocitos mutantes que la ausencia de H1foo no dificulta el avance 
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de los gametocitos por la profase I. Además, el hecho de que H1FOO se transcriba en testículos 

humanos y murinos durante la espermatogénesis, y dada su descrita capacidad para ensamblarse 

de forma rápida en el genoma paterno tras la fertilización reemplazando las protaminas (de 

Macedo et al., 2021; Mizusawa et al., 2010), analizamos la progresión de la espermatogénesis en 

ausencia de H1FOO. La presencia de espermatozoides en los túbulos seminíferos de los 

espermatocitos H1foo—/— demostró que la ausencia de H1FOO no provoca infertilidad en ratón y 

nos permitió descartar un posible dimorfismo sexual en nuestro mutante. 

 El papel de H1FOO en la maduración de los oocitos ha sido un importante objetivo de 

estudio de en campo de la Biología Molecular. Así, su inhibición mediante oligonucleótidos 

antisentido morfolino (microinyectados en oocitos murinos en estadio de vesícula germinal) ha 

demostrado ocasionar un fallo en la extrusión del primer cuerpo polar y un bloqueo en metafase 

I in vitro (Furuya et al., 2007). De manera similar, la maduración de oocitos bovinos también 

demostró verse obstaculizada in vitro tras la inhibición de H1foo mediada por siRNAs (Yun et al., 

2015). Por el contrario, y en apoyo a nuestras observaciones, otro estudio ha demostrado que el 

knockdown de H1foo usando siRNAs no tiene efecto alguno en el crecimiento, maduración y 

fertilización de los oocitos (Funaya et al., 2022). Todo ello sugiere que H1FOO, en caso de estar 

implicado en la maduración de los oocitos, lo hace de una manera muy regulada 

espaciotemporalmente e incluso presentando diferencias entre especies. 

 La poliadenilación citoplasmática es un proceso esencial que controla la traducción de los 

mRNAs maternos en el oocito y en los estadios tempranos del desarrollo embrionario (Richter, 

1999). Mientras que el mRNA de la mayoría de las histonas H1 somáticas no sufre poliadenilación, 

el mRNA de H1foo es poliadenilado. En los oocitos murinos en desarrollo y en los de Xenopus, la 

presencia de dos elementos 3’ UTR (UUUUUAU y AAUAAA) son requeridos para la poliadenilación 

y consecuente traducción del mRNA (Fox et al., 1989). El incremento de especie inmunoreactiva 

de H1FOO desde el estadio de vesícula germinal a metafase II es consistente con la presencia de 

dichos elementos en el dominio 3’ UTR de la secuencia de H1foo. Tras la fertilización, la 

desadenilación del mRNA de H1foo en el embrión temprano provoca la represión de su 

traducción y la rápida c(Voeltz & Steitz, 1998)expresión de H1FOO (Voeltz & Steitz, 1998).  Pero,  

¿cuál podría ser la importancia biológica de este patrón de expresión tan regulado? La tasa de 

transcripción decae durante el desarrollo del oocito, como así se ha demostrado usando un gen 

reportero dependiente de los factores de transcripción Sp1 y TBP (Worrad et al., 1994). Esta caída 

en la actividad transcripcional coincide en el tiempo con la condensación de la cromatina que 

ocurre durante el desarrollo del oocito (Wickramasinghe et al., 1991). Por tanto, H1FOO, al 

asociarse al DNA y modificar el nivel de compactación de la cromatina, podría ser un importante 

regulador de la actividad transcripcional en el oocito y en el embrión, salvaguardando el correcto 

mantenimiento del programa de diferenciación durante el desarrollo temprano en mamíferos. 

Sin embargo, y de acuerdo con nuestros resultados, ninguna de las alteraciones observadas in 

vitro como consecuencia de una desregulación de H1foo suponen una alteración en la progresión 

de la preimplantación de los embriones murinos in vivo. De este modo, no hemos observado 

defectos histológicos ni una modificación en el tamaño o frecuencia de las camadas generadas a 

partir del cruzamiento de ratones mutantes entre sí. Por ello, y pese al importante supuesto papel 

que desempeñaría H1FOO en la regulación del estado de la cromatina durante la oogénesis y la 

embriogénesis, podemos hipotetizar que o bien H1FOO no lleva a cabo ningún papel esencial 

durante estos procesos, o su ausencia se ve suplida por la activación de mecanismos de 

compensación ejercidos por otras histonas o por otros componentes celulares. 
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 En conjunto, podemos concluir que, al contrario de las observaciones presentadas en 

previos ensayos in vitro y en concordancia con las líneas de investigación más recientes, nuestros 

resultados demuestran que la ausencia de H1FOO parece ser tolerada in vivo, con los mecanismos 

compensatorios causantes de dicha tolerancia aún por ser analizados en mayor detalle.  

2.2. Los MEFs H1foo—/— mantienen intacta su capacidad de reprogramación 
 Los componentes del oocito juegan un rol crucial en la reprogramación acontecida 

durante la transferencia nuclear de células somáticas (SCNT, Somatic Cell Nuclear Transfer). 

Durante la SCNT ocurre un rápido intercambio de las histonas linker somáticas por H1FOO en la 

cromatina del núcleo somático inyectado, de manera similar al programa de remplazo de histonas 

que ocurre tras la fertilización (Becker et al., 2005). La histona B4 de Xenopus (el homólogo de la 

histona H1FOO murina) es necesaria durante este proceso para la activación de genes de 

pluripotencia, probablemente al hacer accesible la cromatina somática a la maquinara del oocito 

y, subsecuentemente, provocar una carga de grandes cantidades de RNA polimerasa II (Jullien et 

al., 2014). Además de la SCNT, otro mecanismo que permite la generación de células madre 

pluripotentes es la reprogramación mediante la sobrexpresión de factores de transcripción, lo 

que se conoce como iPSCs (Yamanaka & Blau, 2010). Así, la expresión exógena de H1foo ha 

demostrado incrementar el número y calidad de iPSCs murinas generadas cuando se coexpresa 

con los factores de Yamanaka Oct4, Sox2 y Klf4 (Kunitomi et al., 2016). Por ello, el potencial de 

diferenciación de las iPSCs se ve incrementado tanto in vitro como in vivo como consecuencia de 

la sobrexpresión de H1foo (Kunitomi et al., 2016). Además, la expresión ectópica de H1foo se ha 

relacionado con una prevención de la normal diferenciación a cuerpos embrioides (Hayakawa et 

al., 2012), evidenciando el impacto de esta histona en la regulación epigenética. Todos estos 

resultados contrastan con nuestras observaciones según las cuales los MEFs H1foo—/— se 

desdiferencian y generan iPSCs de manera similar a sus controles WT y heterocigotos. El número 

de colonias con tinción positiva de AP (marcador de células desdiferenciadas) fue similar en las 

tres condiciones testadas, lo que se puede explicar por la puesta en marcha de diversos 

mecanismos de compensación como respuesta a la ausencia de H1FOO durante la 

reprogramación. Estos mecanismos podrían ser mediados por histonas H1 somáticas que sean 

capaces de asociarse a la cromatina del núcleo de células de la línea somática (Becker et al., 2005; 

Teranishi et al., 2004).  

 La divergencia en los resultados sobre la implicación de H1FOO en reprogramación 

también puede ser explicada por las diferentes aproximaciones metodológicas empleadas en 

nuestro grupo de investigación y el resto de laboratorios. En los últimos años, se ha demostrado 

en varios modelos de experimentación que la manipulación de un gen mediante mutaciones 

genéticas (como es nuestro mutante nulo) puede dar lugar a un fenotipo diferente al obtenido 

por un knockdown del mismo gen (Rossi et al., 2015). De este modo, el análisis del transcriptoma 

y proteoma de los mutantes genéticos ha evidenciado un incremento de la expresión de multitud 

de genes exclusivamente en el mutante genético (Rossi et al., 2015). Además, no existen 

evidencias de que exista una transcripción activa de H1FOO durante la reprogramación, por lo 

que su posible participación durante este proceso necesita aún ser estudiada en mayor detalle. 

Agrupando todas estas observaciones, podemos concluir que H1FOO es un factor dispensable 

para la reprogramación celular a iPSCs.  

 Como conclusión, en esta segunda parte de la presente Tesis Doctoral hemos ampliado 

los conocimientos acerca de la función de la histona específica de oocitos H1FOO y hemos 

demostrado que es prescindible para la fertilidad en mamíferos y para la reprogramación de 

iPSCs.  
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3. Relevancia del estudio 

 La infertilidad humana es un problema de salud pública que afecta a entorno al 10-15% 

de las parejas en edad reproductiva, y hasta un 25% de los casos son de etiología desconocida. 

Muchas de estas situaciones se deben a problemas genéticos aún por descifrar, por lo que 

entender las bases genéticas de la infertilidad es esencial para tratar adecuadamente a una pareja 

estéril y evaluar con criterio la técnica de reproducción asistida que mejor se puede ajustar para 

cada caso. Como consecuencia de ello, en los últimos años los esfuerzos de la comunidad 

científica se han enfocado en descifrar el panel de genes que regulan la fertilidad, principalmente 

mediante la generación de modelos animales modificados genéticamente.  

 Una de las principales causas de infertilidad femenina es el POF, que afecta a entorno al 

1% de mujeres menores de 40 años. La etiología genética del POF es muy heterogénea y la causa 

genética de la gran mayoría de pacientes es aún desconocida. En la última década, el desarrollo 

de técnicas de secuenciación del genoma codificante ha permitido identificar multitud de genes 

implicados en meiosis como agentes causantes de la enfermedad. Entre ellos, destacan SYCE1 (L. 

De Vries et al., 2014), STAG3 (Caburet (Tran & Schimenti, 2019)l., 2014), SPO11 (Tran & 

Schimenti, 2019), MSH4 (Carlosama et al., 2017), MSH5 (T. Guo et al., 2017), DMC1 (He et al., 

2018), BRCA2 (Caburet et al., 2021), MEIOB (Caburet et al., 2019; Y. Wu et al., 2021) y HSF2BP 

(Felipe-Medina et al., 2020).  

 En el presente estudio, y en colaboración con el grupo del Dr. Owen R. Davies 

(Universidad de Newcastle, Reino Unido), especializado en el análisis estructural de las proteínas 

implicadas en la división meiótica, hemos llevado a cabo un análisis funcional de una mutación 

puntual en la secuencia de SYCE1 detectada en dos mujeres afectadas por POF (L. De Vries et al., 

2014). Estas pacientes portaban en homocigosis una mutación en la posición nucleotídica 721 de 

SYCE1 (c.613C>T), que generaría un codón de STOP prematuro a la altura de la glutamina 241 

(p.Gln241*). Dicha mutación daría lugar a un producto de SYCE1 truncado codificado por solo 

240 aminoácidos, en contraste con los 351 que lo componen en la forma canónica silvestre. Sin 

embargo, y dado que esta mutación no afecta al núcleo estructural de SYCE1, el mecanismo 

molecular que se encuentra alterado y que por tanto es el responsable de la infertilidad en estas 

mujeres no había sido descrito al inicio de esta Tesis Doctoral. Combinando estudios genéticos, 

celulares y bioquímicos, hemos desvelado que SYCE1 establece dos dominios de interacción con 

SIX6OS1. Estas interfaces de unión se ven comprometidas a consecuencia de diversas mutaciones 

identificadas en el genoma de distintos pacientes infértiles. En concreto, la mutación c.613C>T 

en la secuencia de SYCE1 altera la interacción entre ambas proteínas que se establece entre los 

aminoácidos 177 y 305 de SYCE1 y los residuos 22-262 de SIX6OS1. Pese a que la alteración de 

exclusivamente uno de los dominios de unión no provoca una pérdida de interacción entre ambas 

proteínas, sí es suficiente para desencadenar un ensamblaje aberrante del SC. Como resultado, 

los gametocitos mutantes presentan un bloqueo meiótico en estadio de zigoteno-like y los 

individuos afectados son infértiles. Por tanto, a partir de nuestros resultados hemos propuesto 

un modelo de interacción entre SYCE1 y SIX6OS1 que podría ayudar a predecir el mecanismo 

molecular por el cual distintas mutaciones en la secuencia de estas proteínas causan infertilidad. 

En definitiva, la información presentada en esta Tesis Doctoral podría implicar la mejora del 

consejo genético de parejas en las que se identifican mutaciones asociadas a SYCE1 y SIX6OS1. 
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 Por otro lado, la epigenética y la dinámica de la cromatina desempeñan también un papel 

fundamental en la regulación de la gametogénesis. La estructura de la cromatina está regulada 

principalmente por las histonas, entre las que se encuentran las pertenecientes a la familia H1. 

La existencia de una histona H1 (H1FOO) cuyo patrón de expresión se ve restringido a oocitos y 

embriones tempranos ofrecía la posibilidad de que llevara a cabo una función relevante en 

meiosis y embriogénesis. Sin embargo, la ausencia de su análisis in vivo generaba un debate 

abierto en torno a su posible implicación en fertilidad. De este modo, en la presente Tesis 

Doctoral hemos presentado por primera vez el estudio in vivo de la función de H1FOO en el 

control de la oogénesis, demostrando que su ausencia no compromete la función fértil en 

mamíferos y contribuyendo, en definitiva, a la expansión del conocimiento disponible en el 

campo de la Genética Reproductiva. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Los gametocitos masculinos y femeninos de los ratones portadores de una mutación de 

SYCE1 causante de POF en humanos (c.613C>T) presentan un ensamblaje defectivo del 

SC y una reparación defectuosa de las DSBs. 

2. Los gametocitos Syce1POF/POF presentan un bloqueo meiótico en estadio de zigoteno-like, 

y consecuentemente, tanto machos como hembras son infértiles.  

3. La mutación c.613C>T de SYCE1 altera su capacidad para interaccionar con SYCE3 in vitro. 

4. La deleción Δ10-21 de SIX6OS1 compromete el primer sitio de unión a SYCE1, pero su 

interacción se mantiene en sistemas heterólogos. 

5. La mutación POF de SYCE1 compromete la segunda interfaz de interacción con SIX6OS1, 

pero la interacción entre ambos productos se mantiene in vitro.  

6. Los ratones Six6os1Δ10-21/Δ10-21 son infértiles y muestran un fenotipo meiótico similar a los 

mutantes Syce1POF/POF, por lo que la integridad de los dos dominios de interacción entre 

SYCE1 y SIX6OS1 son esenciales para la fertilidad. 

7. La histona específica de oocitos H1FOO es dispensable para la gametogénesis en 

mamíferos. 

8. Los gametocitos de los ratones H1foo—/— presentan una sinapsis adecuada entre 

cromosomas homólogos.  

9. La generación de DSBs ocurre de manera eficaz y no existen alteraciones en las dinámicas 

telomérica y centromérica de los oocitos deficientes en H1FOO. 

10. Los ausencia de H1FOO no afecta a la capacidad de reprogramación de MEFs para 

generar iPSCs. 
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Meiotic chromosome synapsis depends on multivalent 
SYCE1-SIX6OS1 interactions that are disrupted in  
cases of human infertility
Fernando Sánchez-Sáez1*, Laura Gómez-H1*, Orla M. Dunne2, Cristina Gallego-Páramo2, 
Natalia Felipe-Medina1, Manuel Sánchez-Martín3, Elena Llano4,  
Alberto M. Pendas1†, Owen R. Davies2†

Meiotic reductional division depends on the synaptonemal complex (SC), a supramolecular protein assembly that 
mediates homologous chromosomes synapsis and promotes crossover formation. The mammalian SC has eight 
structural components, including SYCE1, the only central element protein with known causative mutations in 
human infertility. We combine mouse genetics, cellular, and biochemical studies to reveal that SYCE1 undergoes 
multivalent interactions with SC component SIX6OS1. The N terminus of SIX6OS1 binds and disrupts SYCE1’s core 
dimeric structure to form a 1:1 complex, while their downstream sequences provide a distinct second interface. 
These interfaces are separately disrupted by SYCE1 mutations associated with nonobstructive azoospermia and 
premature ovarian failure (POF), respectively. Mice harboring SYCE1’s POF mutation and a targeted deletion with-
in SIX6OS1’s N terminus are infertile with failure of chromosome synapsis. We conclude that both SYCE1-SIX6OS1 
binding interfaces are essential for SC assembly, thus explaining how SYCE1’s reported clinical mutations give rise 
to human infertility.

INTRODUCTION
Meiotic cell division is defined by a unique and highly dynamic 
program of events that result in homologous chromosome synapsis, 
crossover (CO) formation, and subsequent homolog segregation into 
haploid germ cells (1–3). Homologous chromosome pairs are es-
tablished through interhomolog recombination searches from up to 
400 induced double-strand breaks (DSBs) per cell (4). Once estab-
lished, local recombination-mediated alignments are converted 
into the single continuous synapsis of aligned homologous chromo-
somes through the zipper-like assembly of the synaptonemal 
complex (SC) (5). The SC’s supramolecular protein structure medi-
ates continuous 100-nm tethering between homologous chromosome 
axes and provides the necessary three-dimensional framework for 
crossover formation (2). Following SC disassembly, crossovers 
provide the sole physical links between homologs at metaphase I, so 
are essential for ensuring correct homolog segregation in addition 
to providing genetic diversity (2).

The SC has an iconic and highly conserved tripartite structure 
that has been observed across meiotically reproducing eukaryotes 
(6). This consists of lateral elements (LEs) that coat the two homolo-
gous chromosome axes and a midline central element (CE), with a 
series of transverse filaments that bind together these longitudinal 
electron-dense structures (Fig. 1A) (7). The protein components of 
the mammalian SC have been identified as transverse filaments 
protein SYCP1 (Synaptonemal complex protein 1) (8), CE proteins 

SYCE1, SYCE2, and SYCE3 (Synaptonemal complex central element 
proteins 1 to 3), SIX6OS1, and TEX12 (Testis-expressed protein 12) 
(9–12), and LE proteins SYCP2 and SYCP3 (13, 14). All transverse 
filament and CE components are essential for SC assembly, and their 
individual disruption leads to infertility owing to meiotic arrest with 
failure of DSB repair (10, 11, 15–18). In contrast, disruption of LE 
components produces a sexual dimorphism of male infertility and 
female subfertility (19, 20), with SYCP3 deficiency in females pro-
moting germ cell aneuploidy and embryonic death (21).

In recent years, a variety of cellular imaging, biochemical and 
structural biology approaches have begun to uncover the molecular 
structures, interactions, and mechanisms responsible for mammalian 
SC assembly. SYCP1 self-assembles into a supramolecular lattice 
that provides the underlying 100-nm synapsis between chromo-
some axes (22, 23), while SYCP3 assembles into regularly repeating 
filaments that support chromosomal looping (24, 25). The five CE 
proteins provide essential structural supports for the SYCP1 lattice 
that enable its continuous and cooperative extension along the 
entire chromosome length. In this capacity, CE proteins have been 
categorized as synaptic initiation factors (SYCE3, SYCE1, and SIX6OS1) 
and elongation factors (SYCE2 and TEX12), of which their disrup-
tion leads to complete loss of tripartite SC structure and failure of 
extension of short SC-like stretches, respectively (10, 11, 16–18). Of 
synaptic initiation factors, SYCE3 forms dimers that undergo po-
tentially limitless self-assembly (26, 27), SYCE1 forms antiparallel 
dimeric assemblies (28), and SIX6OS1 is an SYCE1-interacting pro-
tein of unknown structure (11). These likely act as short-range 
structural supports between SYCP1 molecules, possibly in trans-
verse, longitudinal, and vertical orientations to stabilize a local 
three-dimensional SYCP1 lattice (22). In contrast, SYCE2 and TEX12 
exist as a seemingly constitutive complex that undergoes self- 
assembly into fibers of many micrometers in length (29), which likely 
provide the long-range structural supports that stabilize continuous 
growth of the SYCP1 lattice along the entire chromosome axis (22).
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Owing to the essential roles of meiotic recombination, synapsis, 
and chromosome dynamics in mammalian meiosis (15, 30–34), 
their defects are associated with human infertility, recurrent mis-
carriage, and aneuploidies (35, 36). As genetic causes of infertility, 
they typically fall within the category of idiopathic cases, having no 
readily diagnosable and clinically resolvable cause. Within the 10 to 
15% of couples who suffer from infertility, approximately 25% are 
idiopathic and of likely genetic origin, comprising 50 to 80% of cases 
of nonobstructive azoospermia (NOA) and premature ovarian failure 
(POF) (36, 37). While individual infertility mutations are inherently 
unlikely to become widespread in a population, they can be found 
within families, especially when consanguineous (38), and provide 
crucial insights into their common targets and the molecular mech-
anisms that they disrupt.

Within the SC, familial infertility mutations have been identified 
for SYCP3 and SYCE1 (36). All identified SYCP3 mutations are 
autosomal dominant and alter or delete its structural core’s C ter-
minus that mediates filamentous assembly, so likely sequester wild-
type (WT) molecules into inactive complexes (24, 36). In contrast, 
the three identified SYCE1 mutations are autosomal recessive and 

were found in two familial cases of NOA and one of POF (36). The 
two NOA cases are splice-site mutations, c.197-2A>G and c.375-
2A>G, which are predicted to result in a truncated product of amino 
acids 1 to 65 and an internal deletion of amino acids 126 to 155, 
respectively (39, 40). These remove or delete part of human SYCE1’s 
structural core that is encoded by amino acids 25 to 179, so can be 
explained by disruption of its dimeric structure (Fig. 1B) (28, 36). 
The POF mutation c.613C>T generates a premature stop codon 
(p.Gln241*) to give a truncated product of amino acids 1 to 240, 
relative to the canonical 351–amino acid isoform (Fig. 1B) (41). 
However, as this truncation lies outside SYCE1’s structural core, the 
molecular mechanism that is disrupted, and thereby responsible for 
infertility, remains unknown.

Here, we combine mouse genetics and cellular and biochemical 
studies to reveal a multivalent interaction mode between SYCE1 
and SIX6OS1 that is disrupted by infertility-associated mutations of 
SYCE1. We find that the SIX6OS1 N terminus binds and disrupts 
the core dimeric structure of SYCE1 (amino acids 25 to 179) to form 
a 1:1 complex as the first interface, and its downstream sequence 
binds to SYCE1 amino acids 177 to 305 as the second interface. 
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SYCE1’s infertility-associated mutations c.375-2A>G (NOA) and 
c.613C>T (POF) specifically disrupt the first and second interfaces, 
respectively. Mice harboring the SYCE1 POF mutation and a tar-
geted deletion within SIX6OS1 (which disrupts the first interface) 
are infertile, with failure of SC assembly. We conclude that both 
SYCE1-SIX6OS1 binding interfaces are essential for SC assembly 
and meiotic division, thus explaining how human infertility results 
from the differential targeting of binding interfaces by SYCE1’s 
reported clinical mutations.

RESULTS
SYCE1 POF mutation c.613C>T retains its core  
dimeric structure
The SYCE1 POF mutation c.613C>T encodes a premature stop 
codon (p.Gln241*) that is predicted to generate a truncated protein 
product of amino acids 1 to 240, relative to SYCE1’s canonical 351–
amino acid isoform (Fig. 1B) (41). We previously demonstrated 
that an N-terminal structural core encoded by amino acids 25 to 179 
(SYCE1core) forms an -helical antiparallel coiled-coil structure 
that mediates head-of-head dimerization of SYCE1 (28). As this core 
region is retained (Fig. 1B), we predicted that SYCE1’s antiparallel 
dimeric structure would be maintained within the 1- to 240-amino 
acid truncated product of the POF mutation (SYCE1pof). To test 
this, we purified recombinant SYCE1pof, generating purified mate-
rial that contained approximately equal quantities of the full protein 
and a degradation product of apparent size consistent with degrada-
tion to the C-terminal boundary of its structural core (Fig. 1C and fig. 
S1, A and B). Circular dichroism (CD) spectroscopy confirmed that 
SYCE1pof contains a proportion of -helical structure consistent with 
retention of the 25–179 core structure (fig. S1C), and SYCE1pof 
and SYCE1core demonstrated identical melting temperatures (Tm) 
of 39°C (fig. S1D). Furthermore, analysis by size exclusion chroma-
tography multiangle light scattering (SEC-MALS) confirmed that 
the full and degraded proteins are homodimers of 48 and 39 kDa, 
respectively (Fig. 1D). We conclude that SYCE1pof retains the di-
meric structure imposed by its core 25–179 region, so its SC and 
meiotic defects must result from additional structural or functional 
roles of its deleted C terminus.

The SYCE1 POF mutation leads to failure of SC assembly 
and infertility in mice
Having established its retention of core dimeric structure, we next 
sought to determine the structural and functional consequence of 
the SYCE1 POF mutation on the SC and meiotic division in vivo. 
We thus generated mice harboring mutations of Syce1 alleles to 
introduce stop codons at amino acid position 243, equivalent to the 
human p.Gln241* mutation (figs. S2 and S3). While heterozygotes 
(designated Syce1POF/WT) were fertile, both male and female homo-
zygotes (designated Syce1POF/POF) were infertile, replicating the 
autosomal recessive pattern of the POF mutation in humans (41). 
In male mutant mice, we observed reduced testis size (63% smaller, 
n = 3 mice at 2 months of age; fig. S4A) and a zygotene-like arrest 
similar to that observed in the SYCE1 knockout (16). There was 
defective SC assembly, with reduced staining for SYCP1 (Fig. 2A) 
and SYCE3 (Fig. 2B) and no staining for SYCE1 (Fig. 2C), SIX6OS1 
(Fig. 2D), and SYCE2-TEX12 (fig. S4, B and C). Analysis of SYCE1 
expression in the testis of Syce1POF/POF mice confirmed the presence 
of Syce1 transcript and a protein product of the correct molecular 

weight, albeit at reduced levels in comparison with WT (fig. S4, D 
and E, and table S1A). The Syce1POF open reading frame achieved 
WT levels of protein expression in a heterologous 293T cellular 
system (fig. S4F). We next studied the kinetics of DSB repair. 
Meiotic DSBs are generated by the nuclease SPO11 and are then 
resected to form single-stranded DNA ends that invade into the 
homologous chromosome by the recombinases RAD51 (DNA re-
pair protein RAD51 homolog 1) and DMC1 (Meiotic recombination 
protein DMC1/LIM15 homolog) (42). DSBs are labeled by the pres-
ence of phosphorylated H2AX (-H2AX) (43). The distribution of 
-H2AX in mutant spermatocytes was similar to that found in WT 
cells at early prophase I but show increased staining at zygotene-like 
arrest (Fig. 2E). The distributions of RAD51 and DMC1 were detected 
on aligned LEs (Fig. 2, F and G) but in absence of mismatch repair 
protein MLH1 (DNA mismatch repair protein Mlh1) (marker of 
crossing- overs) (Fig. 2H). Together, these data indicate generation of 
DSBs but with failure of their repair and CO formation in Syce1POF/POF. 
In female mutant mice, we observed no follicles in adult ovaries (fig. 
S5A), and embryonic oocytes demonstrated zygotene arrest with 
mostly unaligned chromosome axes, recapitulating the human POF 
syndrome. Analysis of the SC revealed similar defects, with reduction 
in SYCP1 and SYCE3 (Fig. 3, A and B) staining (though to a lesser ex-
tent than males), and absence of SYCE1, SIX6OS1 (Fig. 3, C and D), 
and SYCE2-TEX12 (fig. S5, B and C). The distribution of -H2AX, 
RAD51, and DMC1 labeling in zygotene-like mutant oocytes was 
also increased and lacked MLH1 foci (Fig. 3, E to H). Thus, the 
SYCE1 POF mutation leads to male and female infertility with pheno-
types of failed DSB repair, synapsis, and lastly SC assembly, similar 
to those previously observed upon disruption of structural compo-
nents of the SC CE (10, 11, 16–18).

SYCE1POF retains SIX6OS1 binding but lacks SYCE3 binding 
in heterologous systems
As the Syce1POF/POF mouse strain indicated a clear structural defect 
in the SC, we wondered whether the POF mutation may disrupt the 
known interaction between SYCE1 and fellow SC CE components 
SIX6OS1 and SYCE3 (11). The expression of SYCE1 and SIX6OS1 in 
COS7 cells produced cytoplasmic signals that became colocalized in 
foci upon coexpression (95% cells; Fig. 4A and fig. S6), in keeping 
with our previous findings (11). SYCE1pof formed similar or slightly 
reduced numbers of foci that equally colocalized with SIX6OS1, in-
dicating a retention of SIX6OS1 binding (89% cells; Fig. 4A). We 
further demonstrated a similar coimmunoprecipitation of SIX6OS1 
by WT SYCE1 and SYCE1pof upon coexpression in human embryonic 
kidney (HEK) 293 cells (Fig. 4B). Thus, the SYCE1-SIX6OS1 inter-
action is retained in the SYCE1 POF mutation. Could other disrupted 
functions contribute to the effect of the POF mutation? The only 
other known SYCE1 interactor is SYCE3, which undergoes low- 
affinity binding, as determined by its dissociation during purifica-
tion (fig. S7, A and B). In contrast with the WT protein, the expression 
of SYCE1pof (cytoplasmic foci) in COS7 cells failed to recruit 
SYCE3 (preferentially nuclear) to their cytoplasmic foci (colocaliza-
tion between SYCE3 and SYCE1 was observed for 95% of cells 
expressing WT SYCE1 and 21% of cells expressing SYCE1pof; 
Fig. 4C and fig. S6). Similarly, SYCE1pof failed to coimmunopre-
cipitate SYCE3 upon coexpression in HEK293 cells (Fig. 4D). Thus, 
while the SYCE1-SIX6OS1 complex is retained, the low-affinity 
SYCE1-SYCE3 complex is largely abolished in the SYCE1 POF 
mutation.
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Fig. 2. Syce1POF/POF spermatocytes are not able to synapse and DSBs are deficiently repaired. (A) Double immunolabeling of WT pachytene and Syce1POF/POF zygotene-like 
spermatocytes with SYCP3 (red) and SYCP1 (green). In Syce1POF/POF spermatocytes, AEs fail to synapse and show a weak staining of SYCP1 along the axial elements (AEs). 
a.u., arbitrary units. (B to D) Double immunolabeling of spermatocyte spreads with SYCP3 (red) and the CE proteins (green). Syce1POF/POF zygotene-like spermatocytes 
showed a highly reduced signal of SYCE3 (B) and the absence of (C) SYCE1 and (D) SIX6OS1 from the AEs. (E) Double immunolabeling of -H2AX (green) and SYCP3 (red) 
in spermatocyte spreads from WT and Syce1POF/POF mice. -H2AX staining was persistent in Syce1POF/POF zygotene-like spermatocytes, but was restricted to the sex body in 
WT pachytene cells. (F and G) Double immunofluorescence of (F) RAD51 or (G) DMC1 (green) and SYCP3 (red). Syce1POF/POF zygotene-like spermatocytes showed increased 
numbers of foci of RAD51 and DMC1 along the AEs in comparison with WT, indicating unrepaired DSBs. (H) Double immunolabeling of MLH1 (green) and SYCP3 (red) 
showing the absence of COs (MLH1) in arrested Syce1POF/POF spermatocytes. Fluorescence intensity levels (A, B, and E) and number of foci (F and G) from WT and 
zygotene-like arrested spermatocytes are quantified in the right-hand plots. Welch’s t test analysis: ***P < 0.0001. Scale bars, 10 m.
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Fig. 3. Syce1POF/POF oocytes fail to synapse and do not properly repair DSBs. (A) Double immunolabeling of oocyte spreads from WT and Syce1POF/POF mice with SYCP3 
(red) and SYCP1 (green). Syce1POF/POF oocytes became arrested in a zygotene-like stage where AEs remain unsynapsed and unaligned, with reduced levels of SYCP1. (B to 
D) Double immunolabeling of oocyte spreads with SYCP3 (red) and the CE proteins (green). Syce1POF/POF zygotene-like oocytes showed reduced SYCE3 signal (B) and a 
complete absence of (C) SYCE1 and (D) SIX6OS1 from the AEs. IP, immunoprecipitation. (E) Double immunostaining of spread preparations of WT pachytene and Syce1POF/POF 
zygotene-like oocytes with -H2AX (green) and SYCP3 (red). In Syce1POF/POF oocytes, the levels of -H2AX increased and were more restricted to AEs in comparison with 
WT pachytene cells. (F to G) Double immunolabeling of (F) RAD51 or (G) DMC1 (green) and SYCP3 (red), showing higher numbers of foci in AEs from mutant oocytes. 
(H) Labeling of MLH1 (green) and SYCP3 (red). MLH1 foci are absent from the AEs of Syce1POF/POF oocytes. Fluorescence intensity levels (A, B, and E) and number of foci 
(F and G) from WT and Syce1POF/POF zygotene-like oocytes are quantified in the right-hand plots. Welch’s t test analysis: ***P < 0.0001. Scale bars, 10 m.
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Fig. 4. SYCE1POF retains SIX6OS1 binding but fails to retain the SYCE3-interaction in heterologous systems. (A) Mouse SIX6OS1 colocalized with mouse SYCE1 and 
SYCE1POF in a cytoplasmatic punctate pattern upon coexpression in COS7 cells; the percentage of cells exhibiting colocalization is shown in the right-hand plot (n = 100 cells). 
DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole. (B) HEK293T cells were cotransfected with the indicated expression vectors. Protein complexes were immunoprecipitated with 
anti-Flag or anti–enhanced green fluorescent protein (EGFP) antibodies, or mouse immunoglobulin G (IgG) as a negative control, and were analyzed by immunoblotting 
with the indicated antibody. GFP-mSIX6OS1 coimmunoprecipitated with Flag-mSYCE1 and Flag-mSYCE1POF, suggesting that the POF mutation of SYCE1 alone is insuffi-
cient to block the interaction. (C) COS7 cells were transfected with mouse Syce3 in combination with mouse Syce1 or Syce1pof as indicated. SYCE1 colocalized with 
SYCE3 in its own cytoplasmatic punctate pattern, and colocalization was substantially diminished for SYCE1POF (n = 100 cells). (D) Immunoprecipitation of protein 
complexes from HEK293T-cotransfected cells with an anti-Myc or anti-EGFP antibody or mouse IgG. SYCE1 coimmunoprecipitated with SYCE3, and the interaction was 
disrupted for SYCE1 POF, suggesting that the C-terminal region of SYCE1 is required for its interaction with SYCE3. The untransfected lanes in (B) and (D) show the absence 
of all the proteins in total protein extracts from untransfected 293T cells. Scale bars, 20 m.
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SYCE1core undergoes conformational change to form a 1:1 
complex with SIX6OS1
What is the molecular basis of SIX6OS1 binding by SYCE1? As this 
is retained in SYCE1pof, we reasoned that SIX6OS1 binding must 
be mediated by SYCE1’s structural core. We screened SYCE1core 
against a library of SIX6OS1 constructs through bacterial coexpres-
sion and identified a robust interaction with amino acids 1 to 67 of 
SIX6OS1, herein referred to as SIX6OS1N (Figs. 1B and 5A). We 
were able to purify the SYCE1core-SIX6OS1N complex by reciprocal 
affinity chromatography, ion exchange, and size exclusion chroma-
tography (Fig. 5B) and found it to be stable under all experimental 
conditions tested. We were further able to purify similar complexes 
for SYCE1pof (with the same degradation product as upon isolated 
expression) and full-length SYCE1 (Fig. 1C and fig. S1B), confirm-
ing that SIX6OS1 binding is retained by all constructs containing 
the 25–179 core. CD analysis revealed similar -helical content for 
SYCE1-SIX6OS1N complexes as for their isolated SYCE1 proteins 
(fig. S1C). CD thermal denaturation revealed slightly increased 
cooperativity of unfolding and melting temperatures for SYCE1-
SIX6OS1N complexes relative to their isolated SYCE1 proteins 
(increasing from 39° to 43°C, 39° to 41°C, and 38° to 40°C for 
SYCE1core, SYCE1pof, and full length, respectively; Fig. 5C and fig. 
S1D). SEC-MALS analysis revealed that all three SYCE1-SIX6OS1N 
complexes are 1:1, with molecular weights of 27, 37, and 46 kDa, 
respectively (Fig. 5D and fig. S7C). Thus, the SYCE1core undergoes 
conformation change from an antiparallel homodimer to a 1:1 com-
plex upon binding to SIX6OS1N (Fig. 5E).

We analyzed the conformation of the SYCE1core-SIX6OS1N 
complex by size exclusion chromatography small-angle x-ray scatter-
ing (SEC-SAXS; fig. S7, D and E). The SAXS real-space pair-distance 
P(r) distribution (the distribution of interatomic distances within a 
protein structure) demonstrates positive skew, indicating that 
SYCE1core-SIX6OS1N retains the rod-like structure of SYCE1core, 
but with a reduction in its molecular length from 186 to 138 Å 
(Fig. 5F). Furthermore, its cross-sectional radius is slightly increased 
from 9 to 11 Å (fig. S7F), suggesting an increase from a two- to 
four-helical coiled coil. These geometric changes are consistent with 
the SYCE1core-SIX6OS1N 1:1 complex forming a shorter but wider 
coiled coil than the isolated SYCE1core dimer, as indicated by their 
SAXS ab initio models (Fig. 5G). Furthermore, the SAXS P(r) distri-
bution of SYCE1pof indicates a similar elongated structure but with 
an increased tail to a maximum dimension of 180 Å (Fig. 5F), con-
sistent with it containing the same SYCE1core-SIX6OS1N structure 
with an extended and potentially unstructured C terminus to amino 
acid 240. We conclude that SYCE1core mediates a direct interac-
tion with SIX6OS1N that imposes a conformational change to a 1:1 
complex that adopts a shorter and wider coiled-coil conformation 
than the isolated SYCE1core antiparallel homodimer.

SYCE1POF disrupts a second SYCE1-SIX6OS1  
binding interface
Does the SYCE1core-SIX6OS1N complex represent the sole means 
by which SYCE1 interacts with SIX6OS1? We were unable to obtain 
soluble biochemical complexes containing SIX6OS1 sequences 
beyond its N terminus and so used yeast two-hybrid (Y2H) to test 
SYCE1 binding by full-length SIX6OS1. Having confirmed direct 
binding of SYCE1core to full-length SIX6OS1, we used C-terminal 
truncation to dissect its minimal binding site to amino acids 1 to 75, 
in keeping with our biochemical findings, and identified an addi-

tional interaction between SYCE1 177–305 and full-length SIX6OS1 
(Fig. 6A).

To establish whether SYCE1core and 177–305 bind to the same 
or distinct sites within SIX6OS1, we established an internal deletion 
of SIX6OS1 amino acids 10 to 21 (10–21) that blocks formation 
of the SYCE1core-SIX6OS1N biochemical complex (Fig.  5A). 
SIX6OS1 1–22 did not interact with any SYCE1 construct (Fig. 6A), 
indicating that amino acids 10 to 21 are necessary but not sufficient 
for SYCE1core binding. While 10–21 completely abrogated the 
Y2H interaction of full-length SIX6OS1 with SYCE1core (25–179), 
it retained a robust interaction with SYCE1 177–305, suggesting 
distinct SIX6OS1-binding sites (Fig. 6A). Furthermore, 10–21 
blocked the ability of SIX6OS1 1–262 to interact with SYCE1core 
and SYCE1pof (amino acids 25 to 240) while retaining its binding to 
full-length and 25–315 SYCE1 (Fig. 6A). Thus, SYCE1 undergoes 
multivalent interactions with SIX6OS1, with the first binding inter-
face mediated by SYCE1core and SIX6OS1N (1–67), and the second 
interface mediated by SYCE1 177–305 and downstream sequence 
within SIX6OS1 1–262. Furthermore, the first and second binding 
interfaces are specifically disrupted by SIX6OS1 deletion 10–21 
and the SYCE1 POF mutation, respectively, and in both cases, an 
SYCE1-SIX6OS1 complex is retained through the unaffected alter-
native site (Fig. 6B).

SIX6OS1 10–21 retains SYCE1 binding in  
heterologous systems
Our biochemical and Y2H analyses concluded that SIX6OS1 10–21 
would disrupt the first SYCE1-SIX6OS1 binding interface while 
retaining complex formation through the second interface. In sup-
port of this, we found that SIX6OS1 10–21 retained its ability to 
form intense colocalized foci with SYCE1 upon coexpression in 
COS7 cells (98% of the cells; Fig. 6C), similar to our previous obser-
vations for the SYCE1 POF mutation (Fig. 4A). Similarly, SIX6OS1 
10–21 retained its ability to coimmunoprecipitate SYCE1 upon 
coexpression in HEK293 cells (Fig. 6D). Thus, localization and 
coimmunoprecipitation data from heterologous systems support 
our Y2H findings that the second SYCE1-SIX6OS1 binding inter-
face is retained in SIX6OS1 10–21, mirroring the retention of only 
the second binding interface that is predicted for the 126–155 deletion 
of the SYCE1 c.375-2A>G NOA mutation (40).

SIX6OS1 10–21 leads to failure of SC assembly and  
murine infertility
Having established that the severe phenotype of the SYCE1 POF 
mutation likely results from the disruption of the second SYCE1-
SIX6OS1 binding interface and its interaction with SYCE3, we 
wondered whether a similar phenotype would result from the sole 
disruption of the first SYCE1-SIX6OS1 binding interface. To test 
this, we generated mice harboring mutations of Six6os1 alleles 
encoding internal in-frame deletions of amino acids 10 to 21 (equiva-
lent numbering to the human protein) (fig. S8, A and B). While 
heterozygotes (designated Six6os110–21/WT) were fertile, both male 
and female homozygotes (designated Six6os110–21/10–21) were 
infertile, similar to the SYCE1 POF mutation. In males, we observed 
reduced testis size (Fig. 7A) and a zygotene-like arrest similar to 
that observed in the Six6os1 and Syce1 knockouts (11, 16). The 
mutant spermatocytes were defective in synapsis and SC assembly, 
with reduced staining for SC proteins SYCP1 (Fig. 7B) and SYCE3 
(Fig. 7C) and no staining for SYCE2-TEX12 (Fig. 7, F and G). In 
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1–67, 1–75 10–21, and free MBP with His-SYCE1core. (B) SDS-PAGE of the copurification of the SYCE1core-SIX6OS1n complex. Ni-NTA, Ni–nitrilotriacetic acid. (C) CD 
thermal denaturation recording the CD helical signature at 222 nm between 5° and 95°C, as % unfolded; estimated melting temperatures (Tm) are indicated. (D) SEC-MALS 
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SYCE1core (yellow), revealing maximum dimensions (Dmax) of 138, 180, and 186 Å, respectively. Their cross-sectional radii (Rc) are indicated (fig. S7D). (G) SAXS ab initio 
models of SYCE1core-SIX6OS1n (blue) and SYCE1core (yellow); averaged models were generated from 20 independent DAMMIF runs. Data for SYCE1core and full-length 
SYCE1 are reproduced from (28).
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contrast with their complete absence in the SYCE1 POF mutation, we 
observed some residual staining for SYCE1 (Fig. 7D) and SIX6OS1 
(Fig. 7E) even though the levels of transcription of Six6os110–21 appeared 
to be increased in the mutant testis (fig. S9 and table S1B). We detected 
-H2AX (fig. S10A) and DMC1/RAD51 foci (fig. S10, B and C) on 
aligned axial elements but no MLH1 foci (fig. S10D), indicating the 
proper induction of DSBs with their failed repair and absence of 
COs. Thus, SIX6OS1 10–21 leads to infertility with a phenotype of 
failed DSB repair and SC assembly, similar to the SYCE1 POF 
mutation and those reported for disruption of structural compo-
nents of the CE (10, 11, 16–18).

Thus, we conclude that both first and second SYCE1-SIX6OS1 
binding interfaces are essential for SC assembly and meiotic pro-
gression. Furthermore, these findings explain how the sole disrup-
tion of individual SYCE1-SIX6OS1 binding interfaces by SYCE1 
NOA (c.375-2A>G) and POF (c.613C>T) mutations result in the 
reported familial cases of human infertility.

DISCUSSION
The structural and functional integrity of the SC is contingent on 
the structure and assembly of is constituent protein components. 

Here, we report that SC assembly depends on multivalent interac-
tions between CE components SYCE1 and SIX6OS1 that are dis-
rupted by infertility-associated mutations of SYCE1. The first binding 
interface is formed by the structural core of SYCE1 (SYCE1core; 
amino acids 25 to 179), which undergoes conformational change 
from an antiparallel homodimer to a 1:1 complex upon interaction 
with SIX6OS1’s N terminus (SIX6OS1N; amino acids 1 to 67). The 
second binding interface is formed by downstream sequence within 
SIX6OS1 1–262 interacting directly with SYCE1 177–305. Through 
the generation of mice harboring an internal deletion of SIX6OS1’s 
N terminus (10–21) and the SYCE1 POF mutation (murine p.
Gln243*), which specifically block the first and second binding 
interfaces, respectively, we find that integrity of both SYCE1-
SIX6OS1 binding interfaces is essential for SC assembly and meiotic 
progression in vivo.

What is the structure of the SYCE1-SIX6OS1 complex? SEC-SAXS 
analysis revealed that the SYCE1core-SIX6OS1N 1:1 complex formed 
by the first binding interface has a length and cross-sectional radius 
of 138 and 11 Å, in comparison with 186 and 9 Å for the SYCE1core 
dimer. We previously reported a model for SYCE1core in which 
amino acids 52 to 179 form an antiparallel dimeric coiled coil con-
taining a midline “kink”, with  helices of amino acids 25 to 50 packing 

Fig. 6. SYCE1 undergoes multivalent interaction with SIX6OS1 in yeast, but SIX6OS1 10–21 retains SYCE1 binding in heterologous systems. (A) Y2H analysis of 
interactions between SYCE1 and SIX6OS1 in which positive reactions are indicated by the growth of blue colonies. These data are representative of three repeats. 
(B) Schematic of the SYCE1-SIX6OS1 interaction based on the Y2H data in (A), with the two binding sites highlighted in red and green. The SYCE1 POF mutation blocks 
the second binding interface between SYCE1 177–305 and SIX6OS1 downstream sequence within region 1–262, whereas the SIX6OS1 10–21 deletion blocks the first 
binding interface between SYCE1core (25–179) and SIX6OS1n (1–67). (C) COS7 cells were transfected with mouse Six6os1 10–21 alone or in combination with mouse 
Syce1. SIX6OS1 10–21 showed nuclear localization with some cytoplasmatic signal and colocalized in cytoplasmic foci with SYCE1; the percentage of cells exhibiting 
colocalization is shown. Scale bars, 20 m. (D) Coimmunoprecipitation of SIX6OS1 10–21 and Flag-SYCE1 from cotransfected HEK293T cells using anti-Myc or anti-EGFP 
antibodies, or mouse IgG as a negative control. SIX6OS1 10–21 coimmunoprecipitated SYCE1, indicating that the second SYCE1 binding interface is retained. The 
untransfected lanes confirm the absence of SIX6OS1 10–21 and SYCE1 in total protein extracts of untransfected 293T cells.
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against this structural core (fig. S11A) (28). A maximum dimension 
of 138 Å for SYCE1core-SIX6OS1N suggests a coiled-coil length of 
approximately 92 amino acids, given a helical rise of 1.5 Å per amino 
acid (44). This could be explained by the 52–179 region forming a 
helix-turn-helix structure through exaggeration of the kink to a full 
turn, which may combine with the  helix formed by amino acids 
25 to 50 and an  helix from SIX6OS1N to form a four-helical coiled 
coil, consistent with its 11-Å cross-sectional radius (fig. S11B). The 
second binding interface between SYCE1 177–305 and downstream 
sequence within SIX6OS1 1–262 suggests that SYCE1core-SIX6OS1N 
likely adopts a parallel configuration to form a single SYCE1-

SIX6OS1 1:1 complex of consecutive first and second binding inter-
faces (Fig. 7H).

Our analysis of the SYCE1-SIX6OS1 complex reveals how the 
three reported clinical mutations of SYCE1 differentially affect its 
interaction with SIX6OS1. The SYCE1 NOA mutation c.197-2A>G 
is predicted to result in a truncated product of amino acids 1 to 65 
(39), which would disrupt both binding sites and so likely abrogates 
SYCE1-SIX6OS1 complex formation and thus works as a null mu-
tation. The SYCE1 NOA mutation c.375-2A>G is predicted to re-
sult in internal deletion of amino acids 126 to 155 (40), which would 
disrupt the first binding interface while retaining the second binding 

Fig. 7. Synapsis between homologs is disrupted in Six6os110–21/10–21 spermatocytes. (A) Genetic deletion of amino acids 10 to 21 of SIX6OS1 led to a reduction of 
the testis size compared to the WT (mice of 3 months of age). (B) Double immunolabeling of WT pachytene and Six6os1/ zygotene-like spermatocytes with SYCP3 (red) 
and SYCP1 (green). AEs failed to synapse in Six6os1/ spermatocytes despite partial alignment, with reduced loading of SYCP1 along the AEs. (C to G) Double immunola-
beling of spermatocyte spreads with SYCP3 (red) and all CE components (green). Six6os1/ zygotene-like spermatocytes showed reduced signals of (C) SYCE3, (D) SYCE1, 
and (E) SIX6OS1, and the absence of (F) SYCE2 and (G) TEX12 from the AEs. Scale bars, 10 m. Plots represent the quantification of fluorescence intensity levels in Six6os1/ 
zygotene-like and WT pachytene spermatocytes (B to E). Welch’s t test analysis: ***P < 0.0001. (H) Schematic of how the SYCE1 antiparallel dimer (yellow) undergoes 
conformational change upon interaction with SIX6OS1 (blue) to form a possible 1:1 complex through consecutive binding interfaces mediated by SYCE1core-SIX6OS1n 
(site 1) and SYCE1 177–305 and downstream sequence within SIX6OS1 1–262 (site 2). The consequence of SYCE1 mutations associated with POF (c.613C>T) and NOA 
(c.375-2A>G) and SIX6OS1 10–21 on the integrity, predicted stoichiometry, and conformation of resultant SYCE1-SIX6OS1 complexes is illustrated. Photo credit (A): 
Laura Gómez-H, Instituto de Biología Celular y Molecular del Cáncer.
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interface, and so is likely to result in a conformationally altered 
1:1 complex (Fig. 7H). In contrast, while 10–21 SIX6OS1 similarly 
disrupts the first binding interface and retains the second binding 
interface, the SYCE1core remains unaffected and so is predicted to 
enable formation of a head-to-head 2:2 complex (Fig.  7H). The 
SYCE1 POF mutation c.613C>T generates a premature stop codon 
(p.Gln241*) that gives a truncated product of amino acids 1 to 240 
(41), which we have demonstrated disrupts the second binding in-
terface while retaining the first binding interface (Fig. 7H). Thus, 
the latter two infertility-associated mutations of SYCE1 specifically 
disrupt one SYCE1-SIX6OS1 interface while retaining the other, 
which combine with our mouse genetic studies to confirm that both 
interfaces are essential for the structural assembly of the SC and its 
function in meiosis.

What are the structural roles of SYCE1 and SYCE1-SIX6OS1 
within the SC? Our analyses of Syce1POF/POF and Six6os110–21/ 10–21 
mouse strains revealed similar phenotypes with retention of some 
SYCP1 and SYCE3 recruitment to chromosome axes, with absence 
or substantial reduction of SYCE1 and SIX6OS1, and lack of re-
cruitment of SYCE2-TEX12. This pattern suggests a hierarchical 
model of SC assembly in which SYCE1 and SYCE1-SIX6OS1 lie 
downstream of SYCP1 and SYCE3, and upstream of SYCE2-TEX12 
(Fig. 1A), which is consistent with existing knockout data (10, 11, 
15–18). The disruption of SYCE3 binding by the POF mutation 
suggests that its SYCE1-SIX6OS1 complex would be defective for 
SC recruitment, whereas the SYCE1-SYCE3 interaction, and hence 
SC recruitment, should be retained for the SYCE1-SIX6OS1 com-
plex of the SIX6OS1 10–21 internal deletion. This explains the 
greater severity of the CE loading defect in Syce1POF/POF than 
Six6os110–21/ 10–21, in which SYCE1 and SIX6OS1 staining was 
substantially reduced in the latter (83.77% of SYCE1 reduction, 
0.12 ± 0.02 in the Six6os110–21/ 10–21 versus 0.73 ± 0.21 in the WT; 
68.27% of SIX6OS1 reduction, 0.24 ± 0.02 in the Six6os110–21/ 10–21 
versus 0.76 ± 0.15 in the WT) but completely absent in the former. 
Thus, we conclude that the first and second SYCE1-SIX6OS1 inter-
faces are essential for initiation of SC CE formation and likely function 
by stabilizing a local three-dimensional SC structure that mediates 
recruitment and self-assembly of SYCE2-TEX12 into fibers that 
mediate SC elongation along the chromosome axis. Furthermore, the 
SYCE1 POF mutation is likely worsened by its additional disruption 
of SYCE3 binding that removes the residual SYCE1-SIX6OS1 SC 
recruitment observed for the SIX6OS1 10–21 internal deletion.

The existence of SYCE1core as an isolated antiparallel homodi-
mer and in a 1:1 complex with SIX6OS1N raises the question of 
which is the biologically relevant conformation. It is important to 
highlight that the CD melting temperatures of SYCE1-SIX6OS1N 
complexes and isolated SYCE1 dimers are very similar, ranging 
between 38° and 41°C. In contrast, highly stable SC components 
SYCE2-TEX12 and SYCP3 have melting temperatures of approxi-
mately 65°C (24, 29). Thus, the relatively low melting temperatures 
of SYCE1-SIX6OS1N complexes and SYCE1 suggest that they may 
undergo conformational change in vivo, with each conformation 
functioning at different stages of meiosis and/or at different loca-
tions within the SC. Furthermore, our analysis of SYCE1 infertility- 
associated mutations and a targeted internal deletion of SIX6OS1 
revealed at least four possible conformations of SYCE1 and SYCE1-
SIX6OS1 complexes (Fig. 7H). Owing to the direct competition 
between SIX6OS1N binding and SYCE1core dimerization, these 
conformations could be achieved in the absence of mutations, 

through alterations of protein levels, local concentrations, allosteric 
changes, and posttranslational modifications. Hence, alterative 
conformations of SYCE1 and SYCE1-SIX6OS1 are intriguing 
candidates for local structural heterogeneity and the propagation of 
signals along the length of the SC, which could function in roles 
such as crossover enforcement and interference. Thus, as we prog-
ress toward a full molecular understanding of the mammalian SC, 
the multivalent SYCE1-SIX6OS1 interactions described herein 
provide tantalizing possibilities for a dynamic role of SC structure 
in its enigmatic functions in the mechanics of meiosis.

MATERIALS AND METHODS
Recombinant protein expression and purification
Human SYCE1 sequences were cloned into pHAT4 and pMAT11 
vectors (45) for bacterial expression as His- and His-MBP (Maltose- 
Binding Protein) fusions with TEV (Tobacco Etch Virus) cleavage 
sites for fusion protein removal. Human SIX6OS1 was cloned into 
pRSF-Duet1 vectors with a TEV-cleavable N-terminal MBP fusion for 
coexpression with SYCE1. Proteins were expressed in BL21(DE3) 
Escherichia coli cells (Novagen), in 2xYT (Yeast Extract Tryptone) 
media. Expression was induced with addition of 0.5 mM isopropyl- 
-d-thiogalactopyranoside with the cells incubated at 25°C for 
16 hours. Cells were lysed via sonication in 20 mM tris (pH 8.0) and 
500 mM KCl, followed by centrifugation. Supernatant was ap-
plied to an amylose (New England Biolabs) affinity chromatography 
column, followed by HiTrap Q HP (GE Healthcare) anion exchange 
chromatography. His- and His-MBP/MBP tags were removed by in-
cubation with TEV protease at 4°C for 16 hours. The cleaved pro-
teins were further purified by HiTrap Q HP (GE Healthcare) anion 
exchange chromatography followed by size exclusion chromatogra-
phy (HiLoad 16/600 Superdex 200, GE Healthcare). The purified 
proteins/complexes were concentrated using Microsep Advance 3 kDa 
(PALL) centrifugal filter units and stored at −80°C. Protein samples were 
analyzed for purity using Coomassie-stained SDS–polyacrylamide 
gel electrophoresis. Protein molecular weights and extinction coeffi-
cients were calculated using ExPASY ProtParam (http://web.expasy.
org/protparam/) with protein concentrations determined using a 
Cary 60 ultraviolet (UV) spectrophotometer (Agilent).

Circular dichroism
Far-UV CD spectra were collected using a Jasco J-810 spectropo-
larimeter (Institute for Cell and Molecular Biosciences, Newcastle 
University). Wavelength scans were recorded at 4°C from 260 to 
185 nm at 0.2-nm intervals using a 0.2-mm path length quartz 
cuvette (Hellma). Protein samples were measured at 0.2 to 0.4 mg/ml 
in 10 mM Na2HPO4 (pH 7.5) and 150 mM NaF. Nine measurements 
were taken for each sample, averaged, buffer-corrected and con-
verted to mean residue ellipticity (MRE) ([]) (×1000 deg·cm2·dmol−1 
per residue). Spectral deconvolutions were carried out using the 
Dichroweb CDSSTR algorithm (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk). 
CD thermal melts were recorded at 222 nm between 5° and 95°C, at 
intervals of 0.5°C with a 1°C/min ramping rate. Protein samples 
were measured at 0.1 mg/ml in 20 mM tris (pH 8.0), 150 mM KCl, 
and 2 mM dithiothreitol (DTT), using a 1-mm path length quartz 
cuvette (Hellma). The data were plotted as % unfolded after conver-
sion to MRE ([]222,x-[]222,5)/([]222,95-[]222,5). The melting tem-
perature was determined as the temperature at which the proteins 
are 50% unfolded.
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Size exclusion chromatography multiangle light scattering
SEC-MALS analysis of protein samples was carried out at concen-
trations of 5 to 20 mg/ml in 20 mM tris (pH 8.0), 150 mM KCl, and 
2 mM DTT. Samples were loaded onto a Superdex 200 Increase 
10/300 GL (GE Healthcare) column at 0.5 ml/min using an ÄKTA 
Pure (GE Healthcare) system. The eluate was fed into a DAWN 
HELEOS II MALS detector (Wyatt Technology), followed by an 
Optilab T-rEX differential refractometer (Wyatt Technology). 
SEC-MALS data were collected and analyzed using ASTRA 6 software 
(Wyatt Technology), using Zimm plot extrapolation with a 0.185 ml/g 
dn/dc value to determine absolute protein molecular weights.

Size exclusion chromatography small-angle x-ray scattering
SEC-SAXS experiments were carried out on beamline B21 at the 
Diamond Light Source synchrotron facility (Oxfordshire, UK). 
Protein samples at concentrations 6 to 20 mg/ml were loaded onto 
a Superdex 200 Increase 10/300 GL size exclusion chromatography 
column (GE Healthcare) in 20 mM tris (pH 8.0) and 150 mM KCl 
at 0.5 ml/min using an Agilent 1200 high-performance liquid chro-
matography system. The eluate was fed through the experimental 
cell, with SAXS data recorded at 12.4 keV, in 3.0-s frames with a de-
tector distance of 4.014 m. ScÅtter 3.0 (www.bioisis.net) was used to 
subtract and average the frames and carry out the Guinier analysis 
for the Rg and cross-sectional Rg (Rc). P(r) distributions were fitted 
using PRIMUS. Ab initio modeling was performed using DAMMIF 
(46) imposing P1 symmetry. Twenty independent runs were averaged. 
The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, 
LLC was used to generate images of the SAXS ab initio models.

Yeast two-hybrid
Constructs of human SYCE1 and SIX6OS1 were cloned into pGB-
KT7 and pGADT7 vectors (Clontech). Y2H experiments were car-
ried out using the Matchmaker Gold system (Clontech) according 
to the manufacturer’s guidelines. Y187 yeast strain was transformed 
with pGBKT7 vectors, while the Y2H gold strain was transformed 
with pGADT7 vectors. Yeast transformations were carried out 
using standard lithium acetate methods. Mating of the two strains 
was carried out in 0.5 ml 2× YPDA (Yeast Peptone Dextrose Adenine) 
at 30°C, 40 rpm, by mixing respective colonies. After 24 hours, the 
cultures were centrifuged and pellets were resuspended in 0.5xYPDA. 
These were then plated onto SD/−Trp/−Leu to select for mated 
colonies and onto SD/−Trp/−Leu/–Ade/−His with X--gal to detect 
mated colonies through ADE1, HIS3, and MEL1 reporter gene activa-
tion. Plates were then incubated for 5 days at 30°C.

Production of CRISPR-Cas9–edited mice
For developing the Syce1POF/POF model, Syce1–single-guide RNA 
(sgRNA) 5′-TGACTTCTTTCCACACTATC-3′ targeting the intron 
10 was predicted at https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/
index/CRISPR_SEQUENCE. This crRNA (CRISPR RNA), the 
tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA), and the ssODN (single- 
stranded donor oligonucleotides)  (5′-GGGACTCTTCCTCCG-
AAGCCATGAGGCAGCTGCAGCAATGTAAGATGCAGGGT-
GGGGCAGGAGGAGGAAATGTCTAGCACTGACTTCTTTC-
C A C A C C C C C A G G T A G A T C T T C A A G G A T G A G A A -
CAAGAAAGCTGAGG

AGTTCCTAGAGGCTGCAGCTCAGCAGCACGAGCAGCT-
GCAGCAGAGGTGCCACCAGCTACAG-3′) were produced by 
chemical synthesis at IDT. The ssODN contains the mutated base 

(C>T, p.Gln241*) and the peptidyl-glycine -amidating monooxy-
genase (PAM) was mutated by substituting it by the human intron 
sequence (ACTATCAG > CCCCCAG). The crRNA and tracrRNA 
were annealed to obtain the mature sgRNA. A mixture containing 
the sgRNAs, recombinant Cas9 protein (IDT), and the ssODN [Cas9 
(30 ng/l), annealed sgRNA (20 ng/l each), and ssODN (10 ng/l)] 
were microinjected into B6/CBA F2 zygotes (hybrids between strains 
C57BL/6 J and CBA/J) (47) at the Transgenic Facility of the Univer-
sity of Salamanca. Edited founders were identified by polymerase 
chain reaction (PCR) amplification (Taq polymerase, NZYTech) 
with primers flanking the exon 11 (primer F 5′-CTGTAGAGAAACT-
GATGAAAGT-3′ and R 5′-CAAGAAAATATGAAGAGACATAC-3′) 
producing an amplicon of 398 base pairs (bp) for both edited and 
WT alleles, and either direct sequenced or subcloned into pBlueScript 
(Stratagene) followed by Sanger sequencing, selecting the point mu-
tation in the targeted region of Syce1 (fig. S2). For generating the 
Six6os110–21/ 10–21 (named as Six6os1/), Six6os1-crRNA G68 
5′-ATCTGTTTGTCAGTTTGGAC-3′ and Six6os1-crRNA G75 
5′-TACTTATGTCTTGCTCATAC-3′ targeting exons 2 and 3 and 
the ssODN (5′-GTTCTTACTTTATGTATGCTCTTTTATATAT-
G G C T T C T G A A A G T T T T A T T A T T T A T T T T A C A -
C A G T G T C C A A G A T G A A T G A T A A T C T G T T T G T -
CAGTTTGCAAGACATAAGTATTAAAGAAGATACGAT-
TCAAAGAATTAATAGTAAGTAGTTTTGCATGAAATA-
AATATTTTAGTCTTTTGGTTTTATCTTATATAGCA-3′) were 
predicted, produced, and microinjected, as previously described. 
Edited founders with the predicted deletion were identified through 
PCR using primers flanking this region (primer F 5′-CACTTA-
CATTTTCCTTTTAAGAATGC-3′ and R 5′-CCCCTCTCATA-
CATACAAGTTGC-3′). The 10–21 allele was 285 bp long versus 
413 bp of the WT allele (fig. S8, A and B). The founders were crossed 
with WT C57BL/6 J to eliminate possible unwanted off-targets. 
Heterozygous mice were resequenced and crossed to give rise to 
edited homozygous. Genotyping was performed by analysis of the 
PCR products of genomic DNA with primers F and R.

Histology
For histological analysis of ovaries, after the necropsy of the mice, their 
ovaries were removed and fixed in formol 10%. They were processed 
into serial paraffin sections and stained with hematoxylin and eosin. 
The samples were analyzed using a microscope OLYMPUS BX51, 
and images were taken with a digital camera OLYMPUS DP70.

Immunocytology
Testes were detunicated and processed for spreading using a con-
ventional “dry-down” technique. Oocytes from fetal ovaries (E17.5 
embryos) were digested with collagenase, incubated in hypotonic 
buffer, disaggregated, and fixed in paraformaldehyde. Both meiocyte 
preparations were incubated with the following primary antibodies 
for immunofluorescence (IF): rabbit SIX6OS1 R1 and R2 [1:100, Pro-
teogenix (11)], rabbit SYCE1 17406-1-AP (1:50, Proteintech), 
guinea pig SYCE1 (1:100, provided by C. Höög), mouse SYCP3 
immunoglobulin G (IgG) sc-74569 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), 
rabbit serum SYCP3 K921 (1:500), rabbit SYCP1 IgG ab15090 
(1:200), guinea pig SYCE3(1:20, provided by R. Benavente), guinea 
pig SYCE2 (1:100, provided by C. Höög), rabbit TEX12 IgG 
(1:100, provided by R. Benavente), rabbit anti--H2AX (ser139) 
IgG #07-164 (1:200) (Millipore), mouse MLH1 51-1327GR (1:5, BD 
Biosciences), rabbit RAD51 PC130 (1:50, Calbiochem), and rabbit 
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DMC1 R1 and R2 (1:500, Proteogenix). The secondary antibodies 
used were goat Alexa 555 -mouse A-32727, goat Alexa 488 -mouse 
A-11001, donkey Alexa 555 -rabbit A-31572 (1:200, Thermo Fisher 
Scientific), goat Alexa 488–Fab -rabbit 111-547-003, and donkey 
fluorescein isothiocyanate –guinea pig 706-095-148 (1:100, Jackson 
Immunoresearch). Slides were visualized at room temperature 
using a microscope (Axioplan 2; Carl Zeiss Inc.) with 63× objectives 
with an aperture of 1.4 (Carl Zeiss Inc.). Images were taken with a 
digital camera (ORCA-ER; Hamamatsu) and processed with 
OPENLAB 4.0.3 and Photoshop (Adobe). Quantification of fluo-
rescence signals was performed using ImageJ software.

Cell lines and transfections
HEK293T and COS7 cell lines were and obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC). Cell lines were tested for myco-
plasma contamination (Mycoplasma PCR ELISA, Sigma-Aldrich). 
They were transfected with Jetpei (PolyPlus) according to the 
manufacturer’s protocol.

Immunoprecipitation and Western blotting
HEK293T cells were transiently transfected, and whole-cell extracts 
were prepared and cleared with protein G Sepharose beads (GE 
Healthcare) for 1 hour. The antibody was added for 2 hours, and 
immunocomplexes were isolated by adsorption to protein G Sepharose 
beads overnight. After washing, the proteins were eluted from the 
beads with 2× SDS gel-loading buffer 100 mM tris-HCl (pH 7), 4% 
SDS, 0.2% bromophenol blue, 200 mM -mercaptoethanol, and 
20% glycerol and loaded onto reducing polyacrylamide SDS gels. 
The proteins were detected by Western blotting with the indicated 
antibodies. Immunoprecipitations were performed using mouse 
-Flag IgG (5 g; F1804, Sigma-Aldrich), mouse –green fluores-
cent protein (-GFP) IgG (4 g; CSB-MA000051M0m, Cusabio), 
mouse -Myc obtained from hybridoma cell myc-1-9E10.2 ATCC 
(4 g), and ChromPure mouse IgG (5 g/1 mg protein; 015-000-003). 
Primary antibodies used for Western blotting were rabbit -Flag 
IgG (1:2000; F7425 Sigma-Aldrich), goat -GFP IgG (sc-5385, Santa 
Cruz Biotechnology) (1:3000), and rabbit -Myc Tag IgG (1:3000; 
#06-549, Millipore). Secondary horseradish peroxidase–conjugated 
-mouse (715-035-150, Jackson ImmunoResearch), -rabbit (711- 
035-152, Jackson ImmunoResearch), or -goat (705-035-147, Jackson 
ImmunoResearch) antibodies were used at 1:5000 dilution. Anti-
bodies were detected by using Immobilon Western Chemilumi-
nescent HRP Substrate from Millipore. Both Syce1POF and Six6os1 
10–21 complementary DNAs (cDNAs) used for IF and coimmuno-
precipitation experiments were reverse transcription PCR–amplified 
(the primers used for it were Syce1 S 5′-GAGCAGTATGGC-
CACCAGACC-3′ and Syce AS 5′-GAGGAGGGTATTAGGTCCT-
GC-3′; Six6os1 S 5′-AGTGTCCAAGATGAATGATAATCTG-3′ and 
Six6os1 AS 5′-GTTCAAAAATAATAACTCAAAAAAAC-3′) from 
total RNA extracted from Syce1POF/POF and Six6os110–21/ 10–21 mice, 
respectively. PCR-amplified fragments were cloned in pcDNA3- 
based mammalian expression vectors with different tags (enhanced 
GFP or Flag) and verified by Sanger sequencing.

Quantitative PCR
Total RNA was isolated from testis of WT and mutant mice. To 
analyze the expression of Syce1 and Six6os1 mRNAs, equal amounts 
of cDNA were synthesized using SuperScript II Reverse Transcrip-
tase (Invitrogen, Life Technologies) and Oligo (dT). Quantitative 

PCR (qPCR) was performed using FastStart Universal SYBR Green 
Master Mix (ROX) (Roche) and specific forward and reverse primers: 
qSYCE1_F 5′-GGACATGGTGAAAAAGTTGCAG-3′ and qSYCE1_R 
5′-CAGTTCCTTCTGCAGGTTGTC-3′ for Syce1, and qSIX6OS1_F 
5′-GCTGAATGTGGAGATAAAGAG-3′ and qSIX6OS1_R 5′-AG-
GAGTTTCAGGAGTTTGAGG-3′ for Six6os1. All qPCR reactions 
were performed at 95°C for 10 min and then 40 cycles of 95°C for 
15 s and 62°C for 1 min on the iQ5 Thermal Cycler (Bio-Rad). -Actin 
was amplified as a housekeeping gene with the primers q-actin_F 
5′-GGCACCACACCTTCTACAATG-3′and q-actin_R 5′-GTG-
GTGGTGAAGCTGTAGCC-3′.

Statistics
To compare counts between genotypes, we used the Welch’s t test 
(unequal variances t test), which was appropriate as the count data 
were not highly skewed (i.e., were reasonably approximated by a 
normal distribution) and, in most cases, showed unequal variance. 
We applied a two-sided test in all the cases. Asterisks denote statis-
tical significance: *P < 0.01, **P < 0.001, and ***P < 0.0001.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
Supplementary material for this article is available at http://advances.sciencemag.org/cgi/
content/full/6/36/eabb1660/DC1

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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Fig. S1. Analysis of recombinant proteins and complexes. 

(A,B) SDS-PAGE of purified fusion proteins and subsequent cleavage through 

incubation with TEV protease. (A) MBP-SYCE1POF consists of two bands of similar 

MW, which both undergo cleavage by TEV protease to liberate two dominant products 

labelled SYCE1POF and SYCE1POF degraded. (B) The His-SYCE1POF component of 

its complex with MBP-SIX6OS1N consists of two bands of equal intensity, which 

undergo cleavage by TEV protease to liberate two dominant products labelled 

SYCE1POF and SYCE1POF degraded. The TEV cleaved products of both 

proteins/complexes exhibit the same apparent molecular weights, which are consistent 

with them representing the full SYCE1POF protein and its C-terminal degradation down 

to the structural core of SYCE1. (C) Far UV circular dichroism (CD) spectra recorded 

between 260 nm and 185 nm in mean residue ellipticity, MRE ([θ]) (x1000 

deg.cm2.dmol−1.residue−1). Data were deconvoluted using the CDSSTR algorithm 



 

revealing the helical contents indicated. (D) CD thermal denaturation recording the CD 

helical signature at 222 nm between 5°C and 95°C, as % unfolded; estimated melting 

temperatures (Tm) are indicated. 

  



  

 
 

 

 

Fig. S2. Generation of Syce1POF/POF mouse model. 

Diagrammatic representation of the mouse Syce1 locus (WT) and the genome editing 

strategy showing the crRNA located on intron 10 and the ssODN targeting a region 

between exon 10 and 11 carrying the point mutation (c.613C>T, p.Gln241*) in addition 

to the PAM substituted by the human intron sequence (see methods, the mouse 

sequence caCTATcag was mutated to the human sequence caCCCCcag). The 

corresponding coding exons (grey boxes) and non-coding exons (open boxes) are 

represented. Thin (non-coding) and thick (coding sequences) lines under exons 

represent the expected transcript derived from WT (black) and Syce1POF edited allele 

(pink). ATG, initiation codon; TGA and *, stop codon. The newly generated stop codon 

in the edited transcript is indicated (*pink). Primers for PCR genotyping (F and R) are 



 

represented by arrows. The nucleotide sequence of the edited region derived from PCR 

amplification of DNA from the Syce1POF/POF is indicated. 

  



 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          MAGRSLTSKA--EPTAGAVDRAEKAGGQDTSSQKIEDLMEMVQKLQKVGSLEPRVEVLINR 59 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          MATRPQPLGMEPEGSADLLHGPEGARGQYGSTQKIEDLMDMVKKLQKVGSLEPRIEVLINR 61 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR MAGRSLTSKA--EATAGAMDRAEKAGGQDTSSQKIEDLMEMVQKLQKVGSLEPRVEVLINR 59 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          MAGRPGSS-N--AEAAGAVGPTDEARGQAESSQKIEDLMEMVKKLQKVGSLEPRVEVLINR 58 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           MAGRPGPS-S--EESAGALGRAGEAGGQAKSSQKIEDLMEMVKKLQKAGSLEPKVEVLINR 58 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         ------------------MEPAEKAGGQAKSSQKIEDLLEMVKKLQKAGSLEPRVEVLINR 43 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         ME-------KNQQDQRSGLGMREKAMEHTEYKVEAEDLVMLVEKLQKAGTLEPRIEDLIIK 54 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         -----------------------------------------------------KMEEMISI 8 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         FELARVPLGGKAAAVGGLLFHPSGVRGNEESRLELEDLLKIVKELKQAGKTVPRIEELVKK 61 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         ------------------------------------------------GTLEPRMDDLVGR 13 

                                                                                    ::: ::  

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          INEVQQAKKKANKDLGEARTICEALQKELDSLHGEKVHLKEILSKKQETLRILRLHCQEKE 120 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          INEVQQAKKKASEELGEAQTVWDNLQKELDLLREEKVRLKDILNRKEETLRIMQLHCQEKE 122 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR INEVQQAKKKANKDLGEAWTICEALQKELDSCKRGPVA------LPTETLRILRLHCQEKE 114 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          INEVQQAKKKASEELGDARTVWETLQKELDSLSGEKVRLKEILSKKQETLRVLRLHCQDKE 119 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           INEVQQAKKKASEELGEARTVWETLQKELDSLSGEKVRLKEILSKKQETLRILRLHCQEKE 119 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         INEVQQAKKKASEELGEARTVWEALQKEMDSLSGEKVRLKEILNKKQETLRILRLHCQEKE 104 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         IKDLQRVRKNANEELLKTRAHSEALQRELDELNAEKAHLEEILNQKQETLMMLRLQCEEKQ 115 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         ISQLQQAQRCTNEELQRNQLKMETLKEELDKLNLEMIQLEETLNMKQGTLLLLQERRREEE 69 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         LKQLQQGKNAVDEELCEARKCREALQKELDKLSAESFHLEEIYNKKKETLQLLQFQYKERE 122 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         LRKLQRAKQALSQELQDSQARSKELQEELEERCFHPPSWEEICSQKQELLRTLQLRSQETE 74 

                               : .:*: :.  .::*       . *:.*::                   *  :: : .: 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          SEAHRKH--TMLQECKERISALNLQIEEEKNKQRQLRLAFEEQLEDLMGQHKDLWDFHMPE 179 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          SEAQRKH--SMLQECKERISFLNSQIDKEKAKLRKLRLDFEEHLETLMSQHKDTLEFHKPE 181 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR SEAHRKH--TMLQECKERISALNLQIEEEKNKQRQLRLAFEEQLEDLMGQHKDLWDFHRPE 173 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          NEAQRKQ--TMLQECKERISALNSQIEQEKNKQRQLRLDFEEQLEDLMGQYKDLWEFHKPE 178 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           SEAQRKQ--TMLQECKERISALNSQIEEEKNKQRKLRLDFEEQLEDLMGQHKDLWEFHKPE 178 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         SEAQRKH--TMLQECKERISALNSQIEEEKNKQRQLRLDFEEQLEDLMGQHKDLWKFHGPE 163 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         AEAQRQQ--EVSQGCKQRIEELTSKIQEEKLKQRKQRMEFDQQLEEMMEKHKSLWEFHTSE 174 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         KKALRQQ--TTSMECLQNVATLNAKIQEEKLRRKKLRKEFEQQLEELMQKHKELMEFHTPQ 128 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         NEIKRQL--NHSEGCKQRVEQITSQIQEEKLKRRKQRMEFEMQLEELMEKHKSTWEFHNTE 181 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         AEGQRLGCSGLTQERKQHIEELAAKIQEEKLKQRKHRLEFEQLLGELMGEHQSL------E 131 

                                :  *           :.:  :  :*::** : :: *  *:  *  :* :::.       : 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          RLAKEICALDSSKEQLLKEEKLVKATLEDVKHQLCSLCGA----EGPSTLDEGLFLRSQEA 236 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          HLTKEMCVLDSSKEQLLKEEKLMKVKLEDVRQRLCALGGP----EGSSSLIEGLFLRSHEA 238 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR RLAREICALDSSKEQLLKEEKLVKATLEDMKHQLCSLCGA----EGPSTLDEGLFLRSQEA 230 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          RLALEISTLDSGKEQLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----KGH-TINEGLFLRSPEA 234 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           QLALEIDALDSNKEQLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----KGCSTITEGLFLRSQEA 235 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         QMAREIDTLDSSKEHLLKEEKLVEAKLEDVKHRLCSQFGA----DGCSTIAEGLFLRSQEA 220 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         SLAREISNIEDSKKHLLNEEKVVQKKIEDIMKQLETLSQ-----PGAAFDSEGLFLRSEEA 230 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         RLLKEISNLMLTKEQLLEEEKAVQEKLDALEKQIADLPAFMTKEEMMDEGTESVFLHSKEA 189 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         SLKKEICNIENAKQQFLSEEKMLQQKLQNLEKEINSLRH-----AGVAFNEEDVFLRSQQA 237 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         KLAAEIHSMAESKEHLLSEDRLIQASLAQVEKQLDSLPQ-----ARAALSQERMFLKSQEA 185 

                                :  *:  :   *:::*.*:: :: .:  : :.:                 * :**:* :* 

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          AATVQLFQEEHRKAEELLAAAAQRHQQLQQKCQQQQQK--RQRLKEELEKHGMQVPAQAQS 295 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          AAAMQMFKDENKKAEEFLEAAAQQHEQLQQRCHQLQQK--RQRLKEELEKHGVQILAHSTQ 297 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR AATVQLFQEEHRKAEELLAAAAQRHQQLQQKCQQQQQK--RQRLKEELEKHGMQVPAQAQS 289 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          AAVVHLFEEENRKAQELLEAAAQRQEQLQQKCQQLQQK--RQRLKEELEKLGVQVLAQAQS 293 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           AAVVHLFEEENRKAQELLGAAAQRQEQLQQKCQQLQQK--KQRLKEELEKLGVQVPAQSQR 294 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         AAAVHLFEEENRKAQGLLDAATHHHEQLQQKCQQLQQK--RQRLKEELEKLGMQIPVQAQS 279 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         IAAVHLFEEENEKATEFLEAASRHHLELQQKYQR--------------------------- 269 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         AATMHLFEEENKKAMEFLEAASQKYEMVKQKSL---------------------------- 227 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         AVTKQLFEEENSQVKSFLQRASQRHFELQQKCN---------------------------- 275 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         STALQLFQQENKSATEHLEAASLRHSELQQKYKRQLFQQENKSATEHLE------------ 239 

                                .. ::*::*: ..   *  *: :   ::*:                          

 

SP|Q8N0S2|SYCE1_HUMAN          TQEEEAGPGDVASPKPLKGERPGAA---HQAGPDVLIGQEDTLHPDLSPRGFQEIKELF 351 

SP|Q9D495|SYCE1_MOUSE          --NEEDSSWRMASPKPVEVHEETAQDQERPSSRT------------------------- 329 

TR|A0A2I3SHS9|A0A2I3SHS9_PANTR TQEEEAGPGDVASPKPLKGERPGAA---LQAGPDVLIGQEDTLHPDLSPRGFQEIKELF 345 

SP|Q32LK9|SYCE1_BOVIN          KQEEEAGLGEAANPKPLGVSEEKDQEPSTK----------------------------- 323 

TR|F1SCT5|F1SCT5_PIG           KQEEGASPGEAANPKTLGVSEEKDPELPIKQGLMSS----------------------- 330 

TR|F1PG50|F1PG50_CANLF         KQEEGAGPGEPANPKLLGVIQEKDPEMPTKEGPMPS----------------------- 315 

TR|F7BBC0|F7BBC0_ORNAN         ----------------------------------------------------------- 

TR|G3W340|G3W340_SARHA         ----------------------------------------------------------- 

TR|H3ALY1|H3ALY1_LATCH         ----------------------------------------------------------- 

TR|K7FPR7|K7FPR7_PELSI         ----------------------------------------------------------- 

 

Fig. S3. Sequence alignment of SYCE1.  

Sequence alignment of SYCE1 homologues in vertebrates. Amino acid sequences of H. 

sapiens (human, Q8N0S2), M. musculus (mouse, Q9D495), P. troglodytes (Chimp, 



 

A0A2I3SHS9), B. taurus (Bovine, Q32LK9), S. scrofa (Pig, F1SCT5), C.lupus 

familiaris (dog, F1PG50), O. anatinus (Platypus, F7BBC0), S. harrisii (Tasmanian 

devil, G3W340), L. chalumnae (West india coelacanth, H3ALY1) and P. sinensis 

(Chinese turtle, K7FPR7) are derived from the UniProt database. Human and mouse 

SYCE1 have an overall sequence identity of 65% (78% similarity), with their structural 

cores exhibiting 74% sequence identity (87% similarity). The residue affected by the 

POF mutation c.613C>T (p.Gln241*) is conserved between human and mouse, and is 

indicated in red. 

 

 

 

  



  

 

 

Fig. S4. Characterization of Syce1POF/POF male mice whose spermatocytes failed to 

assemble the CE.  

(A) Testis from WT and Syce1POF/POF mice showing reduced testis size.  (B-C) Double 

immunolabeling of spermatocyte spreads with SYCP3 (red) and the CE proteins 

SYCE2 and TEX12 (green). Syce1POF/POF zygotene-like spermatocytes show absence of 

both (B) SYCE2 and (C) TEX12 from the AEs. (D) RT-PCR analysis of Syce1 and 

Syce1POF  cDNA from mouse testis. C- lane shows a negative control without cDNA 

template. Testis RNA was extracted from mice of 13 dpp for the WT and 3 months for 

the Syce1POF in order to have a similar cell content. (E) Western blot analysis of protein 



  

extracts from wild type and Syce1POF/POF mice testis P13 with a specific antibody 

against SYCE1.  β-Actin was used as loading control. The corresponding bands to 

SYCE1 and SYCE1POF are indicated in the left of the panel. (F) HEK293T cells were 

transfected with a plasmid encoding mSYCE1 or mSYCEPOF. The whole extracts were 

analyzed by western blot using rabbit α-SYCE1. Immunodetection of β-actin was used 

as loading control. The rabbit α-SYCE1 antibody detected both mSYCE1 and 

mSYCEPOF. Photo credit (A): Laura Gómez-H, Instituto de Biología Celular y 

Molecular del Cáncer. 

  



 

 

 

Fig. S5. Syce1POF/POF oocytes are not able to assemble the CE.  

(A) Hematoxylin-eosin staining of sections of ovaries from WT and Syce1POF/POF 

female mice showing depletion of follicles at 5 days (P5) and 2 months of age (2m). 

Scale bars represent 20 m in P5 and 50 m at 2m ovaries. (B-C) Double 

immunolabeling of oocyte spreads with SYCP3 (red) and the CE proteins (B) SYCE2 

and (C) TEX12 (green), showing the absence of both CE proteins from the AEs in the 

Syce1POF/POF zygotene-like oocytes. Scale bars represent 10 m. 

  



  

              

 

Fig. S6. Cellular localization of CEs overexpressed in COS7 cells. 

COS7 cells were transfected with mouse Syce1, Syce1POF, Six6os1 and Syce3 

individually as indicated. SYCE1 and SYCE1POF show a speckled pattern in the 

cytoplasm, while SIX6OS1 has a cytoplasmic distribution. Syce3 is highly expressed in 

the nucleus with a widespread low signal in the cytoplasm. Scale bars represent 20 µm.  

 

  



 

 

 

Fig. S7. Biochemical and biophysical analyses of SYCE1 complexes. 

(A) Amylose pull-down following co-expression of MBP-SYCE1core and His-SYCE3, 

demonstrating a direct interaction. (B) Size-exclusion chromatography demonstrating 

the dissociation of SYCE1core and SYCE3 that were purified following co-expression. 

(C) SEC-MALS analysis of His- and MBP-tagged SYCE1-SIX6OS1 complexes. 

SYCE1core-SIX6OS1N (blue), SYCE1POF-SIX6OS1N (red) and full-length SYCE1-



  

SIX6OS1N (black) are 1:1 complexes of 72 kDa, 82 kDa (75 kDa for the degradation 

product complex) and 92 kDa, respectively (theoretical 1:1 – 75 kDa, 83 kDa and 95 

kDa). (D-F) SEC-SAXS analysis of SYCE1core-SIX6OS1N, SYCE1POF-SIX6OS1N 

and SYCE1core. (D) SEC-SAXS scattering curves. (E) SEC-SAXS Guinier analysis to 

determine the radius of gyration (Rg). The linear fits are highlighted in black and are 

demarcated by dashed lines. The Q.Rg values were < 1.3. (F) SEC-SAXS Guinier 

analysis to determine the radius of gyration of the cross-section (Rc). The linear fits are 

highlighted in black and are demarcated by dashed lines. The Q.Rc values were < 1.3. 

 



 

 

 

Fig. S8. Generation of Six6os1Δ10-21/Δ10-21 mutant mice.  

(A) Schematic representation of the genome editing strategy for the generation of the 

Six6os1 Δ10-21 mutant mouse model showing the crRNAs located on exons 2 and 3. 

The ssODN comprises the ssODN 5’ and the ssODN 3’ sequences, targeting the 5’ of 

exon 2 and the 3’ of exon 3 respectively (see methods). The corresponding coding 

exons (grey boxes) and non-coding exons (open boxes) are represented. Thin (non-

coding) and thick (coding sequences) lines under exons represent the expected transcript 



 

derived from wild-type (black) and Six6os1 Δ10-21 edited allele (green). ATG, 

initiation codon; TGA and *, stop codon. Primers for PCR genotyping (F and R) are 

represented by arrows. The nucleotide sequence of the edited region shows the deletion 

of 128 bp derived from PCR amplification of DNA from the Six6os1Δ10-21/Δ10-21 (named 

in the figures Six6os1Δ/Δ), in addition to the corresponding amino-acids sequence. The 

sequence of the edited region of Six6os1 is indicated below labelling the deleted region 

in green letters. (B) PCR analysis of genomic DNA from three littermate progeny of 

Six6os1Δ10-21/WT crosses.  The PCR amplification with primers F and R revealed 413 and 

285 bp fragments for wild-type and edited alleles respectively. Wild-type (+/+), Δ10-21 

homozygous (Δ/Δ) and heterozygous (Δ/+) animals. 

 

  



  

 

 

Fig. S9. Analysis of the expression of Six6os1Δ10-21  

(A) RT-PCR analysis of Six6os1 and Six6os1Δ10-21 cDNA from mouse testis. C- lane 

shows a negative control without cDNA template. RNA was extracted from mice of 13 

dpp for the WT and 3 months for the Six6os1Δ10-21 in order to have a similar cell 

content.  (B) Western blot analysis of protein testis extracts from Six6os1Δ10-21/ Δ10-21 and 

wild type adult mice with a specific antibody against SIX6OS1.  β-Actin was used as 

loading control. The corresponding bands to SIX6OS1 and SIX6OS1 Δ10-21 are 

indicated in the left of the panel. (C) HEK293T cells were transfected with a plasmid 

encoding GFP-mSIX6OS1 or GFP-mSIX6OS1 Δ10-21. The whole extracts were 

analyzed by western blot using rabbit α-SIX6OS1. Immunodetection of β-actin was 

used as loading control. 

 

  



 

 

 

Fig. S10. DSBs are generated but defectively repaired in Six6os1Δ10-21/Δ10-21 

spermatocytes.  

(A) Double immunofluorescence of γ-H2AX (green) and SYCP3 (red) in spermatocyte 

spreads from WT and Six6os1Δ/Δ mice. In WT pachytenes γ-H2AX intensely labels the 

chromatin of the sex bivalent, while in the Six6os1Δ/Δ arrested zygotene-like γ-H2AX 

labeling remains in the chromatin. (B-C) Double immunolabeling of (B) RAD51 or (C) 

DMC1 (green) and SYCP3 (red). Both RAD51 and DMC1 remain associated to the 

AEs in the Six6os1Δ/Δ zygotene-like spermatocytes, showing increased number of foci 

than the WT. (D) Double immunolabeling of MLH1 (green) and SYCP3 (red). MLH1 is 

absent from the AEs in the Six6os1Δ/Δ arrested spermatocytes. Scale bars represent 10 

m. Plots under the image panels represent the quantification of fluorescence intensity 

(A) or number of foci (B-C) from WT and zygotene-like arrested spermatocytes. 

Welch ́s t-test analysis: * p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001. 



 

 

 

Fig. S11. Structural models of SYCE1core and SYCE1core-SIX6OS1N. 

(A,B) Theoretical structural models of (A) the SYCE1core anti-parallel dimer and (B) 

the SYCE1core-SIX6OS1N 1:1 complex. The SYCE1core helices labelled α1-3 

correspond to approximate amino-acid boundaries of 25-50, 52-113 and 118-179, 

respectively. The models presented are compatible with the biophysical data presented 

herein and our previously reported structure of SYCE1core (28). We propose that 

SIX6OS1N-binding may occur through a single SYCE1core chain undergoing helix-

turn-loop formation between helices α2 and α2, to create a structure that resembles one 

half of the SYCE1core dimer and interacts with SIX6OS1N as a 1:1 complex. 
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Table S1. Analysis of the relative expression of Syce1POF and Six6os1Δ10-21 in 

testis from mutant mice.   

(A) Relative transcription of Syce1 and Syce1POF mRNA by RT-qPCR in testis from 

WT and Syce1POF/POF mice. (B) Relative transcription of Six6os1 and Six6os1Δ10-

21 mRNA by RT-qPCR in testis from WT and Six6os1Δ10-21/ Δ10-21 mice. β-Actin 

transcription was used to normalize the expression in both (A) and (B). RNA was 

extracted from testis at 13 dpp for the WT and 3 months of age for the mutant mice 

in order to have similar germ cell content, showing zygotenes as the most developed 

cell type. 

 Condition β-Actin  WT/POF 
Ratio      Ct1 Ct2 Ct3 Ctmean 2-Ct Ct1 Ct2 Ct3 Ctmean 2-Ct Normalized 2-Ct 

Syce1+/+  25.09 25.58 24.60 25.09 2.80·10-8 16.55 16.65 16.87 16.69 9.46·10-6 2.96·10-3 
46.96 

Syce1POF/POF  29.27 29.20 30.00 29.49 1.33·10-9 15.17 15.40 16.04 15.54 0.10·10-5 6.30·10-5 

Six6os1+/+  24.96 23.02 23.99 6.00·10-8 11.97 15.75 13.86 6.73·10-5 8.92·10-4 
0.29 

Six6os1Δ/Δ  21.28 22.08 21.68 2.98·10-7 13.09 13.58 13.34 9.68·10-5 3.08·10-3 

 Condition β-Actin  WT/Δ 
Ratio  Ct1 Ct2 Ctmean 2-Ct Ct1 Ct2 Ctmean 2-Ct Normalized 2-Ct 
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3 Departamento de Fisiología y Farmacología, Universidad de Salamanca, 37007 Salamanca, Spain
* Correspondence: amp@usal.es
† These authors contributed equally to this work.

Abstract: Meiosis is a highly conserved specialized cell division process that generates haploid
gametes. Many of its events are associated with dynamically regulated chromosomal structures
and chromatin remodeling, which are mainly modulated by histone modifications. Histone H1 is a
linker histone essential for packing the nucleosome into higher-order structures, and H1FOO (H1
histone family, member O, oocyte-specific) is a H1 variant whose expression pattern is restricted
to growing oocytes and zygotes. To further explore the function of H1FOO, we generated mice
lacking the H1foo gene by the CRISPR/Cas9 technique. Herein, we combine mouse genetics and
cellular studies to show that H1foo-null mutants have no overt phenotype, with both males and
females being fertile and presenting no gross defects in meiosis progression nor in synapsis dynamics.
Accordingly, the histological sections show a normal development of gametes in both male and female
mice. Considering the important role of oocyte constituents in enhancing mammalian somatic cell
reprogramming, we analyzed iPSCs generation in H1foo mutant MEFs and observed no differences
in the absence of H1FOO. Taken all together, in this work we present the first in vivo evidence of
H1FOO dispensability for mouse fertility, clarifying the debate in the field surrounding its essentiality
in meiosis.

Keywords: fertility; oogenesis; meiosis; linker histone H1FOO

1. Introduction

Gametogenesis is defined by a unique and highly dynamic program of events that
results in the generation of haploid gametes [1]. This reduction in the genetic content
requires the precise regulation of several processes including homologous chromosome
synapsis, crossover (CO) formation, subsequent homolog segregation, and chromatin
remodeling [2].

Oocyte meiotic maturation is a complex and vital process necessary to attain full
oocyte competence, as well as for a proper early embryonic development [3]. In contrast to
most of the other meiotic processes, female mammalian meiosis undergoes two different
arrests during oocyte maturation. First, the developing oocytes arrest before birth at the
diplotene stage with a germinal vesicle (GV) in their nucleus. This state is maintained
until meiosis resumption at puberty in response to luteinizing hormones (LHs). Meiosis
resumes after GV breakdown (GVBD), completing prophase I and progressing until the
second arrest at metaphase II. Finally, female meiosis is completed after fertilization [4].

In the nucleus, DNA is packaged in fundamental subunits named nucleosomes. Hi-
stones are basic nuclear proteins that play a fundamental role in the generation of the
nucleosome structure of the chromosomal fiber in eukaryotes. Nucleosomes consist of
approximately 146 bp of DNA wrapped around a histone octamer composed of pairs of
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each of the four core histones (H2A, H2B, H3, and H4) [5]. In eukaryotes, a fifth class of
histones termed H1 acts as a linker histone, binding to the DNA between nucleosomes and
promoting a higher order of chromatin organization [6]. This is the most heterogeneous
family of histones, consisting of eleven different variants in mammals: seven somatic H1s
(H10, H1a, H1b, H1c, H1d, H1e, and H1x) and four germ-specific H1s (the testis-specific
H1t, H1T2, and H1LS1 and the oocyte-specific H1FOO) [7–9]. Largely, H1 molecules consist
of a highly conserved central globular domain with more variable tail regions at both
their N- and C-terminal ends [10]. In addition to their structural role, H1 histones may
be involved in gene expression regulation. Nonetheless, the aforementioned existence of
multiple H1 subtypes and post-translational modifications hampers the study of the roles
that this protein family might play in heterochromatin formation, transcriptional regulation,
and embryogenesis.

H1FOO (H1 histone family, member O, oocyte-specific) is a replication-independent
histone that is a member of the histone H1 family, a mammalian homolog of the oocyte-
specific linker histone B4 of the frog, and of the cs-H1 linker histone of the sea urchin [11].
Unlike most intronless histone’s genes, the single-copy H1foo gene contains five exons
and is highly expressed in oocytes and early embryos [12]. H1FOO presents a N-terminal
domain containing multiple potential phosphorylation sites, and a long C-terminal tail
rich in acidic amino acids [11]. Both its N-terminal and globular domains are required for
the correct association with chromatin in the oocyte nucleus [13]. Functionally, it has been
suggested to play a role in the regulation of the chromosomal fiber. H1foo knockdown in
one-cell-stage embryos leads to a tighter state of the chromatin structure in the pronucleus
and to an increase in the deposition of the histone H3 variant H3.1/3.2 in the peripheral
region of the pronucleus [14]. In addition to this, the implication of H1FOO in oocyte
maturation is still under strong debate [15–17]. Due to this, the in vivo analysis of H1FOO
deficiency could shine light on the molecular mechanisms that regulate the early steps in
gametogenesis [18].

After fertilization, and in order to generate a totipotent embryonic genome, maternal
and paternal chromatins are required to be comparably ordered. To do so, paternal chro-
matin undergo an extensive decondensation whilst protamines are replaced by maternal
core histones and H1FOO [13,19], facilitating nuclear reprogramming. Eventually, the two
pronuclei fuse, and by the end of the two-cell stage, H1FOO is replaced by somatic H1s to
meet the requirements of the embryonic transcriptional program.

Histones are also involved in epigenetic modifications that occur during induced
cellular reprogramming, since it may either promote or inhibit gene transcription by
altering chromatin folding [20]. As a response to ectopic expression of the reprogramming
factors, chromatin remodeling takes place [21] and, although the dynamics of somatic H1s
differentiation and reprogramming are described [22], H1FOO involvement in vivo in these
processes is still to be assessed in detail.

Given the absence of functional studies, we address the first in vivo functional analysis
of H1FOO-deficient mice. Homozygous mutant mice show no overt phenotype, with both
males and females being completely fertile. Accordingly, the histological sections reveal
a normal development of gametes in female mutant mice and the fertility assessment is
similar to the wild-type one. Analyzed in greater detail, oogenesis shows no defects in
synapsis nor in reaching the first meiotic arrest. Moreover, the absence of H1FOO in mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) does not reduce the reprogramming efficiency of somatic
cells to induced pluripotent stem cells (iPSCs). Taken all together, our results represent the
first in vivo evidence of the lack of essentiality of H1FOO for mouse gametogenesis.

2. Materials and Methods
2.1. Mice

In order to develop the mutant mouse model (H1foo−/−), making use of CRISPR/Cas9
genome editing technique, crRNAs were predicted at the website https://eu.idtdna.com/
site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM (accessed on 20 September 2017). The
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crRNAs, the tracrRNA, and the single single-stranded oligodeoxynucleotides (ssODNs)
were produced by chemical synthesis at IDT (crRNAs and ssODN sequences are listed in
Table S1). The crRNAs and tracrRNA were annealed to obtain the mature sgRNA. A mixture
containing the sgRNAs, recombinant Cas9 protein (IDT), and the ssODN was microinjected
into F2 zygotes (hybrids between strains C57BL/6J and CBA/J) at the Transgenic Facility
of the University of Salamanca. Edited founders were identified by polymerase chain
reaction (PCR) amplification (Taq polymerase, NZYTech) with primers listed in Table S2,
producing amplicons of 272 or 268 base pairs (bp) for either wild-type (WT) or edited alleles,
respectively. These amplicons were subcloned into pBlueScript (Stratagene), followed by
Sanger sequencing for a verification in detail of the editing. Selected founders, carrying the
desired alleles, were crossed with wild-type mice to eliminate possible unwanted off-targets.
Heterozygous mice were re-sequenced and crossed to generate the edited homozygotes.

2.2. Fertility Assessment

For the experiment, 8 week old H1foo+/− males were mated with H1foo+/− females
over the course of 4–12 months, and similarly, distinct matings of H1foo−/− males with
H1foo−/− females were set. In order to further evaluate the existence of a delay phenotype
in successive generations, a H1foo−/− F2 male was mated with two H1foo−/− F2 females for
five months. The presence of copulatory plug was examined daily, and the number of pups
per litter was recorded.

2.3. Histology

For the histological analysis, adult ovaries were fixed in 10% formol during 24 h at
room temperature. After that, they were processed into serial paraffin sections, and stained
with hematoxylin–eosin. The samples were analyzed using a microscope OLYMPUS BX51
and images were taken with a digital camera OLYMPUS DP70.

2.4. Immunocytology and Antibodies

Testes were detunicated and processed for spreading using a conventional “dry-down”
technique [23]. Oocytes from 16.5 days post coitum (dpc) fetal ovaries were digested with
collagenase, incubated in hypotonic buffer, disaggregated, and fixed in 40 µL of fixative
buffer (1% (w/v) paraformaldehyde, 5 mM sodium borate, 0.15% Triton X-100, 3 mM
DTT, pH 9.2). The meiocyte preparations were incubated with the following primary
antibodies, diluted in 1x phosphate-buffered saline (PBS), for immunofluorescence (IF):
rabbit αH1FOO serum (kindly provided by Dr. J. D. Hennebold, 1:20), mouse αSYCP3 IgG
sc-74569 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, 1:1000), rabbit αSYCP1 IgG ab15090
(Abcam, Cambridge, United Kingdom, 1:200), rabbit anti-γH2AX (ser139) IgG #07–164
(Millipore, Burlington, MA, USA, 1:200), ACA or purified human α-centromere proteins
IgG 15–235 (Antibodies Incorporated, Davis, CA, USA, 1:5), rabbit αSUN1 M-300 sc-135075
(Santa Cruz, 1:25). The secondary antibodies used were goat Alexa 555 α-mouse A-32727,
goat Alexa 488 α-mouse A-11001, donkey Alexa 555 α-rabbit A-31572, (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA, 1:200), goat Alexa 488-Fab α-rabbit 111-547-003, and donkey TRITC
α-human 709-025-149 (Jackson Immunoresearch, Cambridge, United Kingdom, 1:100).
Slides were mounted with Vectashield mounting medium supplemented with DAPI and
visualized at room temperature using a Leica DM6000b microscope with an 63x objective.
Images were taken with a digital camera (ORCA-ER C4742-80; Hamamatsu) and processed
with Leica LAS X Life Science Software and Adobe Photoshop CS6 (Adobe, San José, CA,
USA). Quantification of fluorescent signaling was performed using ImageJ 1.52a software
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

2.5. Unfertilized Oocyte Collection for Metaphase II Analysis

Ovaries from 53 day old unstimulated females were removed and oocytes were
subsequently released by puncturing ovaries using 30-gauge needles. Primary oocytes
were cultured in KSOM medium (Millipore, Burlington, MA, USA) and covered with a drop
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of mineral oil for 18 h at 37 ◦C in order to let them reach the metaphase II stage. Afterwards,
cell suspension was fixated in a slide with the fixative buffer previously described in
Materials and Methods (Section 2.4.), and the corresponding αH1FOO IF was performed.

2.6. Cell Culture

Primary MEFs were derived from embryonic day 13.5 (E13.5) embryos following
standard procedures. MEFs and HEK293T (obtained from the American Type Culture
Collection, ATCC) cell lines were cultured at atmospheric oxygen pressure in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (GIBCO, Thermo Fisher) supplemented with 10% fetal bovine
serum (GIBCO, Thermo Fisher), and 2 mM glutamine. HEK293T cells were transfected
with Jetpei (PolyPlus) according to the manufacturer’s protocol. Cell lines were tested for
mycoplasma contamination using the Mycoplasma PCR ELISA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA).

2.7. iPSCs Generation from MEFs

For iPSCs generation, 2.5 × 105 MEFs were infected with retroviral particles produced
by HEK293T transfected with constitutive retroviral expression vectors pMXs KLF4, OCT4,
and SOX2. The iPSC media (DMEM, GIBCO; 15% KSR, Invitrogen, Thermo Fisher; 1%
non-essential amino acids, MEM NEE 100X GIBCO; 1% PSG; 0.002% β-mercaptoethanol
50 mM, GIBCO; 1000 units/mL LIF, Merck, Darmstadt, Germany) was changed every 24 h
until iPSC colonies appeared (after ∼14 days of treatment). Three weeks after plating the
MEFs, reprogramming plates were stained for alkaline phosphatase activity (AP detection
kit, Merck).

2.8. Statistics

In order to compare counts between genotypes, we used the Welch´s t-test (unequal
variances t-test), which was appropriate as the count data were not highly skewed (i.e., were
reasonably approximated by a normal distribution) and, in most cases, showed unequal
variance. We applied a two-sided test in all the cases. N.s. (not significant): p-value ≥ 0.05.

2.9. Ethics Statement

All the experiments were approved by the Ethics Committee for Animal Experimen-
tation of the University of Salamanca (USAL) and the Ethics Committee of the Spanish
Research Council (CSIC) under protocol #00–245. Accordingly, all the mouse protocols
used in this work were approved by the Animal Experimentation committees mentioned
above. Specifically, mice were always housed in a temperature-controlled facility (spe-
cific pathogen free, SPF) using individually ventilated cages, standard diet, and a 12 h
light/dark cycle, according to EU law (63/2010/UE) and the Spanish royal law (53/2013)
at the “Servicio de Experimentación Animal”, SEA. In addition, animal suffering was
always minimized, and we made every effort to improve animal welfare during the life of
the animals.

3. Results
3.1. Generation of H1FOO Knockout Mice

Murine H1foo gene is encoded by five exons at chromosome 6, with the ATG codon
located in the first exon and the STOP codon in the fifth. To gain further insight into
H1FOO function, we generated a mouse model by CRISPR–Cas9 genome editing harboring
a deletion of exons 2 and 3, which expectedly gives rise to a null allele (deletion of 70%
of the coding sequence) (Figure 1a). A selected founder carrying the desired edition was
crossed with WT C57BL/6J mice, and the heterozygous offspring were intercrossed to
obtain the homozygous mutant mice, which were identified by PCR (Figure 1a).
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Figure 1. (a) Schematic representation of H1foo KO generation by CRISPR–Cas9 genome editing. Two
sgRNAs flanking coding exons 2 and 3, respectively, of the H1foo genomic locus are represented.
Coding (grey) and non-coding (open box) regions are indicated. Thick lines under the exons represent
the expected transcripts derived from WT and H1foo edited alleles, with the * symbol pointing the
translation termination. ATG, start codon; TGA, stop codon. Oligonucleotide sequences employed
for the amplification of both WT (F1 and R1) and edited alleles (F2 and R2) are also pointed out. PCR
analysis of genomic DNA from three H1foo+/+, H1foo+/− , and H1foo−/− pups is shown (lower panel).
(b) H1FOO immunolabeling in cultured unfertilized metaphase II oocytes from both H1foo+/+ and
H1foo−/− females showing H1FOO signal (red) decorating the chromosomes of WT, but not mutant
oocytes. (c) Double immunolabeling of H1FOO (green) and SYCP3 (red) in fetal 16.5 dpc oocytes
showing a complete absence of H1FOO signal along meiotic prophase I in both heterozygous and
KO oocytes. Bars in panels (b,c), 10 µm.
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To confirm whether the generated mutation was in fact a null allele, we analyzed the
expression of H1FOO in unfertilized oocytes using an anti-H1FOO antibody. We observe
H1FOO signal decorating the chromatin in WT unfertilized metaphase II (MII) oocytes
(Figure 1b). The total absence of this signal in the knockout (KO) MII oocytes (Figure 1b) led
us to validate our murine model. Taking into account the fact that basal H1foo transcription
is observed in primary spermatocytes and oocytes [24], we first tried to immunolocalize
H1FOO during prophase I using 16.5 dpc oocytes. Remarkably, a total absence of H1FOO
labeling is detected in prophase I oocytes (Figure 1c). Considering H1FOO expression in
human and mouse testes (www.proteinatlas.org accessed on 20 September 2017, [24]), and
its load to sperm chromatin after fertilization, we sought to further explore its function in
male gametogenesis, for which we carried out an immunofluorescence in surface-spread
nuclei from mouse spermatocytes. However, we do not detect H1FOO labeling at any
meiotic stage in spermatocytes (Figure S1).

3.2. H1FOO-Deficient Mice Are Fertile

Both male and female lacking H1FOO develop normally and show no overt phenotype.
As H1FOO is known to be involved in meiotic maturation of mouse oocytes, we perform
an evaluation of histological sections of both WT and KO ovaries. Adult H1foo-deficient
ovaries appear to be normal, with no remarkable alteration in the distribution of follicles
nor aberrant appearance of the stroma (Figure 2a). Additionally, adult male KO testis size
and weight is similar to their WT counterparts (Figure 2b). To determine the potential effect
of H1FOO absence on mice fertility, we performed a fertility assay. The presence of the
copulatory plug was monitored daily to discard behavioral defects, and the number of
pups per litter was recorded. Homozygous H1foo KO mice breeding shows similar litters
in size and number to heterozygous mice mating (Figure 2c), which led us to discard an
unusual mortality rate or any developmental defect in mutant embryos. Moreover, results
from F2 KO breeding show an absence of a delayed phenotype in the next generations
(Table S3).
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differences in testis size when compared to their WT counterparts (mice of 3 months of age). Bar in
panel, 30 µm. (c) Fertility assessment of heterozygous (+/−, blue) and homozygous mutant mice
(−/−, red) showing the number of pups per litter. Mean value displayed under the plot. Two-tailed
Welch’s t-test analysis: n.s., no significant differences.

3.3. H1FOO-Deficient Meiocytes Show Normal Synapsis, Double-Strand Breaks (DSBs)
Generation, and Telomere Dynamics

Given the transcription of H1foo in mouse spermatogonia and pachynema [24], and
despite our negative immunolabeling of H1FOO in mouse spermatocytes and spermato-
gonia from chromosome spreads preparation, we analyzed meiotic progression in order
to discard technical reasons (e.g., fixation) responsible for our inability to detect H1FOO
in prophase I. To do so, we monitored the distribution of the central element protein
SYCP1 and the lateral element SYCP3 labeling. We did not detect significative alteration in
the synapsis/desynapsis dynamics of the synaptonemal complex (SC) in spermatocytes
(Figure S2).

To further characterize the involvement of H1FOO in female meiotic progression, we
analyzed the dynamics of assembly and disassembly of the SC in 16.5 dpc oocytes. An
effective synapsis and desynapsis of the SC are observed in mutant oocytes (Figure S3),
although a faint, yet not significant, delay at the zygotene stage is detected in H1foo-deficient
oocytes (Figure S3, lower plot).

One of the major events occurring in early prophase I is the formation and repair of
double-strand breaks (DSBs). Their generation relies on an ATM-dependent phosphoryla-
tion of histone H2AX at serine 139 (γ-H2AX), which activates the DSBs repair response at
early meiotic prophase I. To thoroughly analyze a potential deregulation of DSBs generation
that could be responsible for the subtle zygotene delay observed in the mutant oocytes,
we immunostained γ-H2AX in 16.5 dpc oocytes. No significant differences are observed
between genotypes (Figure S4a).

In the search of any other mechanism underlying the narrow phenotype observed
at the zygotene stage, and in order to discard any non-homologous telomeres fusion, we
labelled oocytes telomeres by SUN1 and centromeres by anti-centromere antibodies (ACA).
We do not detect any disturbance in telomere or centromere dynamics in H1foo-deficient
oocytes at the zygotene or the pachytene stage (Figure S4b,c). Taken all together, these
observations suggest that H1FOO has no critical role in the progression of either male or
female meiosis.

3.4. The Absence of H1FOO Does Not Impair MEFs Reprogramming

Somatic cells can be reprogrammed to iPSCs by ectopic expression of OCT4, SOX2,
KLF4, and MYC (OSKM) [25], launching a cascade of events that includes a rearrangement
of the epigenetic profile [26]. Oocyte constituents are involved in enhancing mammalian
somatic cell reprogramming by somatic cell nuclear transfer (SCNT), as several candidate
oocyte reprogramming factors (CORFs), including H1FOO, have been previously identified
based on global transcriptional analysis [27]. Considering the increased efficiency of
reprogramming after H1FOO overexpression [28], we evaluated the consequences of the
loss of H1FOO expression in cell reprogramming using H1foo+/+, H1foo+/−, and H1foo−/−

MEFs. The number of alkaline phosphatase (AP) positive colonies, typically used as a
marker of undifferentiated cells, is similar in the three genotypes (Figure 3). In the light of
this, and although increased H1foo expression contributes to the generation of higher quality
iPSCs [28], its absence does not represent a significant hindrance to MEFs reprogramming
to iPSCs.



Cells 2022, 11, 3706 8 of 11

Cells 2022, 11, 3706 8 of 12 
 

 

mutant oocytes, we immunostained γ-H2AX in 16.5 dpc oocytes. No significant 
differences are observed between genotypes (Figure S4a). 

In the search of any other mechanism underlying the narrow phenotype observed at 
the zygotene stage, and in order to discard any non-homologous telomeres fusion, we 
labelled oocytes telomeres by SUN1 and centromeres by anti-centromere antibodies 
(ACA). We do not detect any disturbance in telomere or centromere dynamics in H1foo-
deficient oocytes at the zygotene or the pachytene stage (Figure S4b,c). Taken all together, 
these observations suggest that H1FOO has no critical role in the progression of either 
male or female meiosis. 

3.4. The Absence of H1FOO Does Not Impair MEFs Reprogramming 
Somatic cells can be reprogrammed to iPSCs by ectopic expression of OCT4, SOX2, 

KLF4, and MYC (OSKM) [25], launching a cascade of events that includes a rearrangement 
of the epigenetic profile [26]. Oocyte constituents are involved in enhancing mammalian 
somatic cell reprogramming by somatic cell nuclear transfer (SCNT), as several candidate 
oocyte reprogramming factors (CORFs), including H1FOO, have been previously 
identified based on global transcriptional analysis [27]. Considering the increased 
efficiency of reprogramming after H1FOO overexpression [28], we evaluated the 
consequences of the loss of H1FOO expression in cell reprogramming using H1foo+/+, 
H1foo+/−, and H1foo−/− MEFs. The number of alkaline phosphatase (AP) positive colonies, 
typically used as a marker of undifferentiated cells, is similar in the three genotypes 
(Figure 3). In the light of this, and although increased H1foo expression contributes to the 
generation of higher quality iPSCs [28], its absence does not represent a significant 
hindrance to MEFs reprogramming to iPSCs. 

 
Figure 3. MEFs from the indicated genotypes are infected with the 3 reprogramming factors and the 
number of alkaline phosphatase positive colonies are counted (plot in the right), showing that the 
absence of H1foo does not significantly affect iPSCs generation. n = 12. Welch´s t-test analysis: n.s., 
no significant differences. 

4. Discussion 
In the present study, we determined, for the first time, the lack of essentiality of the 

linker histone H1FOO for mouse fertility and development, using null mutant mice as a 
model. By carrying out a comprehensive biological analysis, here we show that the loss of 
this linker histone can be tolerated in vivo during oogenesis, as no significant obstacle for 
its progression occurs in homozygous mutant mice. 

In order to analyze the expression pattern of H1FOO in mouse oocytes, we performed 
several immunolabeling experiments in oocytes at different stages. By doing so, we 
described H1FOO decorating the chromatin in WT metaphase II oocytes. The absence of 
signal in H1foo-deficient chromosomes led us to validate our murine model. Despite the 
fact that H1foo is transcribed during prophase I, our inability to stain H1FOO at any point 
during these stages and the absence of any subtle meiotic phenotype (see below) point 
towards an uncoupling of transcription and translation during the second meiotic division 

Figure 3. MEFs from the indicated genotypes are infected with the 3 reprogramming factors and the
number of alkaline phosphatase positive colonies are counted (plot in the right), showing that the
absence of H1foo does not significantly affect iPSCs generation. n = 12. Welch´s t-test analysis: n.s.,
no significant differences.

4. Discussion

In the present study, we determined, for the first time, the lack of essentiality of the
linker histone H1FOO for mouse fertility and development, using null mutant mice as a
model. By carrying out a comprehensive biological analysis, here we show that the loss of
this linker histone can be tolerated in vivo during oogenesis, as no significant obstacle for
its progression occurs in homozygous mutant mice.

In order to analyze the expression pattern of H1FOO in mouse oocytes, we performed
several immunolabeling experiments in oocytes at different stages. By doing so, we
described H1FOO decorating the chromatin in WT metaphase II oocytes. The absence
of signal in H1foo-deficient chromosomes led us to validate our murine model. Despite
the fact that H1foo is transcribed during prophase I, our inability to stain H1FOO at any
point during these stages and the absence of any subtle meiotic phenotype (see below)
point towards an uncoupling of transcription and translation during the second meiotic
division in females and during later stages in males. This translational repression is a
cellular mechanism largely studied in mouse, essential for proper gametogenesis and
embryo development [29,30]. This is in concordance with the very first description of
mammalian H1FOO [11], with this histone being detected from the germinal vesicle stage
to two-cell-stage embryos as a consequence of a highly regulated expression program that
includes DNA methylation upstream of the H1foo gene [31].

Growing oocytes present a characteristic and strictly regulated loosened chromatin
structure, which is needed for the acquisition of totipotency after fertilization. H1foo,
among other factors such as the helicase Chd9, is believed to play a fundamental role in
maintaining this structural regulation of the chromatin [28,32]. The change from loose to
tight chromatin structure occurring in the one-cell to two-cell stage transition is responsible
for the loss of totipotency of the embryo [33]. For this reason, it has been hypothesized that
H1foo reaches a high expression level at the one-cell stage and it is dramatically reduced
in two-cell stage embryos [14]. At this point, H1foo knockdown decreases the looseness
of the chromatin structure and delays the completion of DNA synthesis in one-cell stage
embryos [14]. Nevertheless, and according to our results, none of these alterations seem
to be a major disturbance for the progression of murine preimplantation embryos in vivo,
as no differences in either the histological analysis or in the number and size of litters are
observed in homozygous mutant mice. This is in contrast with previous in vitro studies
contemplating the essentiality of H1FOO for meiotic maturation of mouse oocytes, as its
inhibition via antisense morpholino oligonucleotides (microinjected into germinal vesicle
stage oocytes) led to failed first polar body extrusion and metaphase I arrest [15]. In a
similar way, bovine oocyte maturation was also demonstrated to be hampered in vitro
after siRNA-mediated H1foo inhibition [17]. In contrast, a recent study showed that H1foo
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knockdown using siRNAs had no effect on oocyte growth, maturation, and fertilization [18].
Taken together, we can conclude that, in opposition to some previous in vitro assays and in
concordance with the most recent research lines, the absence of H1FOO can be tolerated
in vivo with the specific underlying compensatory mechanisms still to be further elucidated.

Meiotic prophase I is the longest and most complex stage of the gametogenic program,
as it encompasses a thoroughly regulated sequence of events, including homologous
pairing, and DSB generation and their processing to COs. According to its later expression
pattern, H1foo deficiency should not be a hindrance to early meiosis progression, as our
observations reveal normal synapsis and telomer dynamics along prophase I. Bearing in
mind that human H1FOO is transcribed in testes during spermatogenesis, and that H1FOO
is quickly assembled into the introduced paternal genome after fertilization replacing
the sperm-specific histone-like proteins [34,35], we sought to evaluate spermatogenesis
progression under H1foo absence in order to discard a potential sexual dimorphism in this
mutant. As expected, a male lacking H1FOO successfully reached the spermatozoa stage
without any disturbance, being completely fertile.

The oocyte has the capacity to give rise to undifferentiated embryonic cells although
it is a differentiated cell. This reprogramming implies a switch from somatic to oocyte
transcriptional components. Xenopus histone B4 (the homolog of murine H1FOO) was
demonstrated to be required for successful transcriptional reprogramming, probably by
making somatic chromatin accessible to the oocyte machinery and subsequently enabling
high amounts of Pol II loading [36]. It has been previously hypothesized that the absence
of H1foo might reduce the efficiency of chromatin reprogramming in zygotes [7], even
though the surviving H1foo−/− embryos and mice are completely viable. This fact could be
explained by the activation of a compensatory mechanism that increases protein synthesis
of other H1 variants to face the lack of H1FOO. Oocyte constituents play a crucial role
in reprogramming in somatic cell nuclear transfer (SCNT), a procedure similar to iPSCs
generation. Moreover, a rapid exchange of somatic linker histone with H1FOO in the
chromatin of an injected somatic nucleus occurs during SCNT, a process analogous to the
histone replacement occurring after fertilization. In this regard, H1foo exogenous expression
was proven to enhance the number and quality of mouse iPSCs when co-expressed with
Oct4, Sox2, and Klf4 [28]. Both in vitro and in vivo differentiation potential of the iPSCs is
enhanced after H1foo overexpression. In addition, ectopic expression of H1foo has been
demonstrated to prevent normal differentiation into embryoid bodies, illustrating the
impact of this histone on the epigenetic status [37]. This is in contrast to our observations,
as MEFs lacking H1foo do not significantly affect iPSCs generation, with the number of AP
colonies being even higher in the mutant than in the WT condition. This surprising result
could be explained by a countervailing mechanism driven by other constituents that cope
with the loss of this linker histone during reprogramming, as not only H1FOO but also
somatic histones are able to associate with chromatin in the nuclei of somatic cells [13,38].
Pooling all these observations, we can conclude that H1FOO is a dispensable factor for
iPSCs reprogramming.

Taken all together, in this study we gained further insights in H1FOO function and
dispensability for mouse fertility and iPSCs reprogramming, contributing to elucidat-
ing processes and regulatory mechanisms of chromatin remodeling during mammalian
oogenesis and enlightening the still open debate about H1FOO essentiality in meiosis.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/cells11223706/s1, Table S1: crRNAs and ssODN employed for
the generation of the H1foo edited mouse model; Table S2: Oligonucleotides employed for genotyping
the mutant H1foo mice; Table S3: F2 breeding of a H1foo−/− male and two different H1foo−/− females
showing an absence of a delayed phenotype; Figure S1: Double immunofluorescence of H1FOO
and SYCP3 in spermatocytes; Figure S2: Double immunofluorescence of SYCP1 and SYCP3 in
spermatocytes; Figure S3: Double immunofluorescence of SYCP1 and SYCP3 in 16.5 dpc oocytes and
stage distribution analysis; Figure S4: Double immunofluorescence of either γ-H2AX (a), SUN1 (b) or
ACA (c) and SYCP3 in 16.5 dpc oocytes.
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A truncating variant of RAD51B associated with primary ovarian
insufficiency provides insights into its meiotic and somatic
functions
Monica M. Franca1,2,11, Yazmine B. Condezo 3,11, Maëva Elzaiat4,11, Natalia Felipe-Medina3, Fernando Sánchez-Sáez 3,
Sergio Muñoz5, Raquel Sainz-Urruela 3, M. Rosario Martín-Hervás3, Rodrigo García-Valiente3, Manuel A. Sánchez-Martín 6,7,
Aurora Astudillo8, Juan Mendez 5, Elena Llano3,9, Reiner A. Veitia 4,10✉, Berenice B. Mendonca 1✉ and Alberto M. Pendás 3✉
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Primary ovarian insufficiency (POI) causes female infertility by abolishing normal ovarian function. Although its genetic etiology has
been extensively investigated, most POI cases remain unexplained. Using whole-exome sequencing, we identified a homozygous
variant in RAD51B –(c.92delT) in two sisters with POI. In vitro studies revealed that this variant leads to translation reinitiation at
methionine 64. Here, we show that this is a pathogenic hypomorphic variant in a mouse model. Rad51bc.92delT/c.92delT mice exhibited
meiotic DNA repair defects due to RAD51 and HSF2BP/BMRE1 accumulation in the chromosome axes leading to a reduction in the
number of crossovers. Interestingly, the interaction of RAD51B-c.92delT with RAD51C and with its newly identified interactors
RAD51 and HELQ was abrogated or diminished. Repair of mitomycin-C-induced chromosomal aberrations was impaired in RAD51B/
Rad51b-c.92delT human and mouse somatic cells in vitro and in explanted mouse bone marrow cells. Accordingly, Rad51b-c.92delT
variant reduced replication fork progression of patient-derived lymphoblastoid cell lines and pluripotent reprogramming efficiency
of primary mouse embryonic fibroblasts. Finally, Rad51bc.92delT/c.92delT mice displayed increased incidence of pituitary gland
hyperplasia. These results provide new mechanistic insights into the role of RAD51B not only in meiosis but in the maintenance of
somatic genome stability.

Cell Death & Differentiation; https://doi.org/10.1038/s41418-022-01021-z

INTRODUCTION
Meiosis is a sexual division that halves the diploid somatic
chromosomal complement to a haploid state. During this process,
each chromosome associates with its corresponding homologue
(pairing) whose ultimate physical hallmark is a chiasma. In
mammals, this process relies on the repair of DNA double-strand
breaks (DSBs) by homologous recombination (HR) that generates
crossover recombination events (COs) [1].
In molecular terms, the nuclease SPO11 generates DSBs

throughout the genome. After DNA resection of 5´termini [2],
the generated 3′ssDNA ends recruit the recombinases RAD51 and
DMC1. The resulting recombinase-coated ssDNA filaments can
invade the homologous chromosome dsDNA, searching for a
complementary sequence (chromosome pairing), which will foster
genetic material exchange. The nucleation of RAD51 is mediated
by its direct interaction with BRCA2. This supramolecular complex
promotes the initial binding of RPA to the resected DNA and,

importantly, fosters the displacement of RPA from ssDNA by
RAD51 nucleofilaments [3, 4]. However, the presence of many
paralogues of RAD51 in most taxa including vertebrates (RAD51B,
RAD51C, XRCC3, XRCC2, RAD51D, and the meiotic factor DMC1)
and the lethality of the constitutional mutant mice has hampered
the study of the physiological role of each RAD51 paralogue to
somatic and meiotic HR [5–10].
In mammals, functional analysis of the individual RAD51

paralogues in cell lines has shown similar but non-redundant
contributions in DNA repair processes such as HR efficiency,
RAD51 nuclear focus formation, sensitization to mitomycin C
(MMC) and protection of perturbed replications forks [11].
Accordingly, mutations in genes on this pathway can lead to
genome instability, which can result in both cancer- and infertility-
associated genetic syndromes [12, 13].
Infertility is defined as a failure of a couple to conceive and

affects 10–15% of couples [14]. POI is a disorder associated with
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female infertility that affects about 1% of women before the age
of 40 years. The genetic etiology of isolated POI is highly
heterogeneous. In fact, over 75 genes associated with POI have
been implicated in ovarian development and meiosis [15].
Particularly, pathogenic variants in genes involved in meiotic
recombination, such as STAG3, SYCE1, HFM1, MSH4, MSH5, DMC1,
MEIOB, BRCA2 and HSF2BP, have been associated with this
disorder [15–24]. Nevertheless, the presence of genetic defects
in the majority of POI patients remains to be established [15].
Here, we report the identification of a homozygous variant in

RAD51B- (c.92delT) in two sisters with POI. This RAD51B variant leads
to a premature termination codon (PTC) resulting in translation
reinitiation at codon AUG in position 64. The “humanized” knock-in
(KI; Rad51bc.92delT/c.92delT) mouse shows meiotic DNA repair defects
due to RAD51 and HSF2BP/BRME1 accumulation in the meiotic
chromosome axes leading to a significant reduction in the number
of COs. Interestingly, RAD51, RAD51C and HELQ interaction with
RAD51B was diminished with the N-terminally truncated RAD51B
protein. Moreover, RAD51B-c.92delT human lymphoblastoid cells,
humanized MEFs and explanted bone marrow cells from mutant
mice displayed an increased sensitivity to MMC-induced chromo-
some instability (CIN). The RAD51b-c.92delT variant was also found to
decrease replication fork progression of lymphoblastoid cell lines
and the reprogramming efficiency of primary mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) to produce induced pluripotent stem cells (iPSCs).
Finally, Rad51bc.92delT/c.92delT mice exhibited an increased incidence of
hyperplasia of the pituitary gland. These results provide new
mechanistic insights into RAD51B role in human ovarian insuffi-
ciency and in the maintenance of genome stability in the soma.

RESULTS
Genetic analysis
Whole-exome sequencing was performed in two sisters present-
ing with POI (II-1 and II-4) and in one unaffected sister (II-2). The
mean coverage of the capture regions was ≥150× in all samples
with at least 99.38% of the targeted positions being sequenced at
≥10× (Supplementary Table 1). Consistent with an autosomal
recessive inheritance, homozygous candidate variants were
selected in both affected sisters and a minor allele frequency
cut-off of 0.01% was applied. After an in-depth assessment of
coding (missense, nonsense and frameshift) and splice-site
variants, a homozygous frameshift pathogenic variant in the
RAD51B gene was identified in the two affected sisters and
retained as the best candidate (Supplementary Table 2). RAD51B is
located in chromosome 14, position 14q23-q24.2, and the c.92delT
variant is located in exon 3. As predicted by Mutalyzer, the
RAD51B-c.92delT variant creates a PTC at amino acid #39
(predicted alteration: p.Leu31Tyrfs*9). The variant c.92delT (i.e.,
14-68292183-CT-C) is reported in gnomAD with an extremely low
allele frequency of 4.05 × 10−6, which represents one allele count
of 1 in 247,158 alleles and has not been reported to exist in a
homozygous state [25, 26]. The presence of this variant was
screened by Sanger sequencing in other members of this family
(Fig. 1A). The father (I-1) and unaffected siblings (II-2, II-3, II-6, and
II-8) were heterozygous. DNA of mother (I-2) and one brother (II-5)
were unavailable (Fig. S1A). Furthermore, the RAD51B-c.92delT
variant was not found in 235 fertile Brazilian women controls
screened by Sanger sequencing. In order to rule out any additional
pathogenic variants, we evaluated 107 genes already associated
with POI [27]. No other clearly pathogenic variant, which could
underlie the phenotype, could be identified in this family
(Supplementary Table 9).

The c.92delT variant in RAD51B leads to translation re-
initiation at AUG64
In silico analyses predict that the c.92delT variant would provoke the
appearance of a PTC leading to a truncated protein of 39 residues

lacking functional motifs (Fig. S1B) [28]. Given that the depletion of
Rad51b in the mice is embryonic lethal [8] and that three close
downstream in-frame AUG codons (AUG39, AUG55 and AUG64) exist,
we hypothesized that the translation might restart at one of them. To
test this, HEK293 cells were transfected with constructs encoding
RAD51B: wild-type (WT), c.92delT and a mutant or WT RAD51B in
which the three secondary Methionine codons were replaced by GCN
encoding Alanines (individual and double Met to Ala substitutions)
and protein expression was analyzed by Western blot (Fig. 1B). This
experiment showed the production of a band in the c.92delT that was
smaller than the main product resulting from the expression of the
WT construct. This band disappeared only when replacing the codons
underlying M64 to A64 but not when the M39 or M55 were replaced
by Alanines (individually or double mutated; Fig. 1B). To demonstrate
the translation of the RAD51B-c.92delT endogenous protein and
given that we failed to detect by Western blot and immunofluores-
cence (IF) endogenous RAD51B protein with commercial or even
home-made antibodies, we analyzed by IP-coupled with Mass
spectrometry (MS) human lymphoblastoid cell extracts from
RAD51BWT/c.92delT and RAD51Bc.92delT /c.92delT. Our results clearly show
the presence of peptides corresponding to the C-Term of the protein,
demonstrating that translation is indeed taking place (Supplementary
Table 3). Altogether, these results reveal that the variant c.92delT
leads translation re-initiation at M64. To assess the impact of the
RAD51B-c.92delT variant on its subcellular localization, the human and
murine RAD51B variant and the WT forms (fused to GFP and
untagged) were expressed in Cos7 cells. RAD51B-c.92delT displayed
lower ratio of nuclear to cytoplasmic labelling in comparison to the
WT (Figs. 1C and S1C).

Rad51bc.92delT/c.92delT mice have no obvious ovarian and testis
morphological abnormalities
In order to evaluate the physiological relevance of the
RAD51B-c.92delT variant, we generated a humanized KI mouse
Rad51bc.92delT/c.92delT by CRISPR/Cas9 editing (Fig. S2A). Although
RAD51B is essential for mouse development [8], humanized KI
mice showed no somatic phenotype and were born with the
expected Mendelian ratios (Supplementary Table 4), which
strongly suggests that the reinitiation of the translation is also
operating in the mouse model. RT-PCR analysis using testis cDNA
derived from Rad51bc.92delT/c.92delT mice confirmed transcription
of the mutated and WT alleles (Fig. S2B).
Rad51bc.92delT/c.92delT male and female mice were able to reproduce.

Accordingly, the histological analysis of adult Rad51bc.92delT/c.92delT

testes revealed no apparent abnormalities in the seminiferous tubules
(Fig. S2C). Ovaries from Rad51bc.92delT/c.92delT exhibited no differences in
the number of follicles in comparison to WT mice (Fig. S2D).
Haematoxylin-eosin staining patterns of mouse ovaries were similar at
two time-points explored (5 dpp, in which primordial oocytes are
expected to be found, and 3-months). The quantification of the
primordial oocyte pool was also similar between genotypes (Fig. S2D).
Fertility assessment in females also showed no statistical differences in
litters per month and in pups per litter between mutant and WT mice,
though a trend towards a reduction in the number of pups per litter is
observed in the former (Fig. 1D).

Rad51bc.92delT/c.92delT mice show several defects in the DNA
repair process
RAD51B is ubiquitously expressed (see www.uniprotorg) in
somatic and reproductive tissues including meiocytes, though its
meiotic function has not been established. To further characterize
the involvement of RAD51B in meiosis, we analyzed Rad51bc.92delT/
c.92delT meiocytes for the assembly of the synaptonemal complex
by monitoring the distribution of SYCP1 and SYCP3. Even though,
no defects in synapsis and desynapsis from leptotene to diakinesis
were observed (Fig. S3A, B), a reduced number of pachynemas
accompanied by an elevated number of diplonemas were found
in both Rad51bc.92delT/c.92delT males and females. These results
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display subtle alteration of normal prophase I progression
(Fig. S3C, D).
We assessed DSBs generation and repair by detecting

phosphorylated histone γH2AX in Rad51bc.92delT/c.92delT meiocytes
(Quantifications at Supplementary Table 5) [29, 30]. We observed
similar labelling of γH2AX from leptotene to zygotene spermato-
cytes (Fig. S4A), but increased levels of labelling were detected in

meiocytes at pachytene. This accumulation was also observed in
oocytes at diplotene (Fig. 2A).
Meiotic DSB repair is orchestrated by a BRCA2-containing

supramolecular complex that dictates the sequential recruitment
of proteins to the DSBs, such as the binding of RPA for end
resection, exchange of RPA by RAD51/DMC1 and loading of the
complex MEIOB-SPATA22 to the RPA complexes with the interplay

Fig. 1 The variant c.92delT leads to translation re-initiation at AUG 64 and to altered nuclear localization. A Family Pedigree. A
homozygous recessive variant in RAD51Bwas shown to be present in two sisters from Brazil affected with POI. The black arrow indicates proband (II-
1). Pedigree numbers of individuals are indicated below the symbols. Samples sent for whole-exome sequencing (WES) are indicated by a hash and
samples sent for Sanger sequencing are indicated by an asterisk. Sanger electropherograms confirmed the presence of the homozygous variant in
both affected sisters II-1 and II-4. B HEK293T cells were transfected or not (Vehicle) with the different variants of RAD51B: the WT form (WT), the
c.92delT form and both the WT and c.92delT forms in which the three secondary Methionines were mutated into Alanines (individual Met to Ala
substituting the M39 to A39, the M55 to A55 and the M64 to A64; double Met to Ala substitutions following the above argument, both M39A39 and
M55A55, both M39A39 and M64A64 and both M55A55 and M64A64. Of note, the bigger size of the RAD51B products is due to the presence of GFP
tag (27 kDa). C COS7 cells were transfected to express human WT or mutant RAD51B fused to GFP tag. The WT construct showed a robust nuclear
signal in addition to a faint cytoplasmic pattern. In contrast, the mutant variant displayed a partial delocalization of the nuclear signal to the
cytoplasm. Quantification of the nucleus/cytoplasm signal rate is shown in the lower plot. Scale bars: 20 µm. D Fertility assessment in female mice of
WT and mutant Rad51b. The plots show the number of pups per litter and the litters per month. Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred as Rad51bKI/KI

for simplicity. Welch´s t-test analysis: ns, non-significant differences; ****p< 0.0001.
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of HSF2BP and its interactor/stabilizer BRME1 (meiotic double-
stranded break BRCA2/HSF2BP complex associated protein)
[3, 4, 24, 31]. We first analyzed the initial loading of RPA. Our
results showed that the recruitment of RPA and its associated
protein SPATA22 was unaltered in mutant RAD51B meiocytes
(Fig. S4B, C), suggesting that DSBs resection is unaffected. Then,
we analyzed the recombinases RAD51 and DMC1 to assess
the strand invasion process in our Rad51b mutant model. RAD51
foci formation was similar at leptotene and zygotene (Fig. S5A) but
foci persisted in pachytene nuclei in spermatocytes and in
diplotene nuclei in oocytes, indicating a slight defect in DSB
repair (Fig. 2B). By contrast, labelling of DMC1 foci was not
affected (Fig. S5B). This fact could reflect the activation of a
somatic-like HR DNA repair pathway at late-pachytene involving
RAD51 but not DMC1 [32], as described for other mouse mutants
(i.e., HSF2BP and BRME1 [33]). We next analyzed by IF these
essential meiotic recombination proteins in Rad51bc.92delT/c.92delT

mice (Fig. S5C). BRME1 and HSF2BP labelling accumulated at late
pachytene in Rad51bc.92delT/c.92delT mice meiocytes and persisted at
diplotene (Fig. 3A). DNA repair can eventually culminate with
the formation of COs; therefore, we analyzed the distribution of
MLH1 foci as a direct measure of CO formation. A statistically

significant difference in the number of CO events was found in
Rad51bc.92delT/c.92delT mice compared to WTs in both spermatocytes
(KI: 20.70 ± 1.79 vs WT: 22.98 ± 1.61) and oocytes (KI:22.39 ± 3.01 vs
WT: 23.82 ± 2.02) (Fig. 3B). We also evaluated the functional
relevance of this reduction of COs by measuring the number of
bivalents without MLH1 foci that would lead to univalents. Our
results revealed an increased number of bivalents that did not
show MLH1 foci in both Rad51bc.92delT/c.92delT oocytes and
spermatocytes (both sexual and autosomal bivalents) (Fig. 3B).
Taken altogether, these results suggest that RAD51B variant
provokes an increase of DSBs that are not effectively repaired as
COs in both oocytes and spermatocytes.

RAD51B interacts with the meiotic recombination machinery
We next immuno-precipitate RAD51B from mouse testis extracts
coupled with MS. We identified in addition to RAD51B itself,
RAD51C, a well-known interactor of RAD51B (Supplementary
Table 6) [34], which is essential for meiotic recombination [35].
Next, we adopted a candidate approach to identify additional
putative interactors of RAD51B. Thus, we co-transfected RAD51B
with cDNAs encoding BRCA2, PALB2, DMC1, RAD51, MEIOB,
BRME1, HSF2BP, HELQ, and RPA (Fig. S6) and also the MS-

Fig. 2 Rad51bKI/KI mice show defects in DNA repair. A Double immunolabelling of γH2AX (green) and SYCP3 (red) of spermatocyte and oocyte
spreads from WT and KI mice showing the accumulation of γH2AX patches in the mutant pachynemas. Plots below the panels show the
quantification of γH2AX intensity. B Double immunolabelling of RAD51 (green) and SYCP3 (red) of spermatocyte and oocyte spreads from
Rad51WT/WT and Rad51bKI/KI. RAD51 foci accumulate at pachytene in KI spermatocytes and at diplotene in KI oocytes (small green dots). Plots below
the panels represents the quantification of RAD51 foci on each genotype. Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred to as Rad51bKI/KI for simplicity.
Welch´s t-test analysis: ns, non-significant differences; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. Bar in panels, 10 μm. See Supplementary Table 5 for
raw data quantification.
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identified protein RAD51C. We detected positive co-
immunoprecipitations between RAD51B and the paralogues,
RAD51C, RAD51, HELQ and DMC1 (Fig. 4A–D).
Given that the N-term part of RAD51B (residues 1–75) interacts

with RAD51C [34], we analyzed the ability of mutant RAD51B to
maintain its interaction with the identified partners. RAD51C
immunoprecipitated WT RAD51B but not mutant RAD51B
indicating that the c.92delT variant drastically diminishes or
abrogates their interaction (Fig. 4A). This loss of interaction was
also verified by Co-IP coupled with MS of RAD51Bc.92delT/c.92delT

lymphoblastoid cells (Supplementary Table 3). Similarly, RAD51B-
c.92delT interaction was weaker with RAD51 and with the helicase
HELQ, but not with DMC1 (Fig. 4B–D). These results suggest that
RAD51B acts in concert with DMC1/RAD51/RAD51C recombinases
to promote/mediate meiotic recombination.

RAD51B-c.92delT human and mouse cells are sensitive to
MMC-induced DNA damage
Typically, RAD51-deficient cells are hyper-sensitive to DNA
interstrand crosslinking (ICL) agents such as MMC. Accordingly,

Rad51bc.92delT/c.92delT MEFs showed a relatively lower growth rate
in the presence of MMC (Fig. 5A). Clonogenic survival assays of
MMC-treated MEFsc.92delT/c.92delT also showed a reduced number
of colonies (Fig. 5B). We next monitored the efficiency of DNA
repair. MEFs were treated with MMC and analyzed at different
time points. The results of this experiment showed a delay in the
disappearance of γH2AX foci even at 72 h after MMC treatment,
indicating the presence of unrepaired DNA (Fig. 5C). In addition,
MMC-treated MEFs from Rad51bc.92delT/c.92delT showed more
chromosome break events (passage 2 and passage 4) (Fig. 6A).
The assessment of the impact of the variant affected on genome
stability in vivo showed that bone marrow-derived metaphase
plates from Rad51bc.92delT/c.92delT MMC-treated mice had a
significantly increased number of chromosomal breaks events
per cell compared to WT mice (Fig. 6B).
RAD51Bc.92delT/c.92delT immortalized lymphoblastoid cells from

the affected patient (II-4) also displayed more chromosome breaks
events in comparison with the heterozygous RAD51BWT/c.92delT

cells from the unaffected sister (II-2) in the presence of MMC and
even in their absence (Fig. 6C). Taken together, these results

Fig. 3 Rad51b mutant mice show an accumulation of BRME1 and HSF2BP and an abnormal CO formation. A Double labelling of BRME1
(green) and SYCP3 (red) of spermatocyte and oocyte spreads from WT and KI mice showing the accumulation of BRME1 in mutant late
pachynemas and diplonemas. Double labelling of HSF2BP (green) and SYCP3 (red) of meiocyte spreads from Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI mice
showing the accumulation of HSF2BP in mutant late pachynemas and diplonemas. Plots on the right side of the panels represent the
quantification of BRME1 and HSF2BP foci and intensity. B Double immunolabelling of MLH1 (green) and SYCP3 (red) of spermatocyte and
oocyte spreads from Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI. MLH1 foci are significant reduced in mutant Rad51b meiocytes. The plots on the right of the
panels represent the quantification of MLH1 foci at pachytene in both male and female meiocytes. Quantification of the % of spermatocytes
with any autosome or the sexual bivalent without MLH1 foci. n= 108–114 (autosomes), n= 66–96 (X-Y bivalent). Quantification of the % of
oocytes with any autosome without MLH1 foci. n= 51–54 (autosomes). Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred as Rad51bKI/KI for simplicity.
Welch´s t-test analysis: ns, non-significant differences; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. Bar in panels, 10 μm. See
Supplementary Table 5 for raw data quantification.
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confirm that the homozygous RAD51B-c.92delT variant leads to an
impaired repair of MMC-induced DNA damage and as a
consequence increase the levels of CIN in vitro and in vivo.
MMC stress leads to ICL lesions that inhibits the unwinding of

DNA strands and blocks the progression of replicative DNA
helicases. To further assess the involvement of Rad51b-c.92delT in
this phenotype, we also analyzed its susceptibility to hydroxyurea
(HU) and the specific DNA polymerase inhibitor Aphidicolin, two
inducers of replication fork DNA damage [36]. Our results show
that both drugs produce a lower percentage of surveillance in the
c.92delT MEFs (Fig. 7A).
Given these observations and that RAD51 paralogues partici-

pate in the response to replication stress [37, 38], we used
stretched DNA fibers to monitor fork speed in RAD51Bc.92delT/c.92delT

and RAD51BWT/c.92delT in immortalized lymphoblastoid cells treated
with MMC. In these conditions, cells derived from the affected
patient displayed shorter tracks and reduced fork progression rate
(Fig. 7B), which likely reflect a high frequency of fork stalling
events and/or impaired fork restart [38, 39]. This observation
suggests that Rad51b-c.92delT mutant protein is defective in the
DNA damage tolerance pathways that restart DNA synthesis at
stalled forks, impairing their subsequent repair and potentially
increasing the frequency of DNA breaks.
Given the involvement of the Rad51 family of paralogues in the

canonical pathway of HR between sister chromatids [40], we
analyzed this parameter in RAD51B-c.92delT lymphoblastoid cells
by the classical 5BrdU incorporation procedure. We observed no
differences between the WT and mutant RAD51B even in presence

of MMC indicating that the canonical HR pathway remains
unaffected (Fig. 7C).

Rad51b-c.92delT decreases reprogramming efficiency in
mouse embryonic fibroblasts
The expression of the Yamanaka factors [41] induce genome
instability providing a plausible explanation for the requirement of
an intact HR pathway and low replication stress to achieve
efficient reprogramming [42, 43]. In the light of this, we evaluated
the role of RAD51B during reprogramming using homozygous
Rad51bc92delT-c.92delT MEFs. The numbers of alkaline phosphatase
positive colonies were significantly reduced (up to ~2 fold) in
Rad51b-c.92delT homozygous mutant MEFs in comparison with
the WT (Fig. 8A). By picking colonies with iPS-like morphology (3D
shape, defined borders and refringence), we were able to establish
Rad51b-c.92delT mutant iPS cell lines with comparable efficiency
(~30%) to WT controls, suggesting they are similarly functional
bona fide iPS clones.

Rad51bc.92delT/c.92delT mice show increased incidence of
pituitary hyperplasia
The somatic phenotypes observed are all hallmarks of genome
instability. Thus, we evaluated the incidence of spontaneous
neoplasia in aged mice (from 18 to 22 months). We observed
a pituitary hyperplasia and frequent adenomas of the pituitary gland
in mutant homozygous mice (9 out of 14 Rad51bc.92delT/c.92delT mice
vs 1 out of 12 in wild type controls) (Fig. 8B). These benign tumors
ranged from micro- to macroadenomas (Fig. 8C–H) and showed

Fig. 4 Loss of interaction between RAD51B-c.92delT and RAD51C as well as a reduction of the interaction between RAD51B-c.92delT and
HR-specific interactors as revealed by co-immunoprecipitation. HEK293T cells were co-transfected with either RAD51B-WT or RAD51B-
c.92delT and A RAD51C-HA, B Flag-RAD51, C HA-HELQ or D Flag-DMC1. Protein complexes were immunoprecipitated with either an anti-
RAD51B, anti-Flag, anti-HA or IgGs (negative control), and analyzed by immunoblotting with the indicated antibody. The red > indicates the
band corresponding to RAD51B.
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immuno-histochemical overexpression of prolactin (Fig. 8I, J) in the
cytoplasm of tumor cells (but not of ACTH, GH, FSH and LH shown in
Fig. S7). Overall, the mice developed pituitary hyperplasia and
frequent adenomas, with typical features of prolactinomas. Interest-
ingly, a genetic variant in human RAD51B has been recently
associated with pituitary tumors [44].

DISCUSSION
We describe for the first time a homozygous variant in RAD51B
(c.92delT) found in two sisters affected with isolated POI. RAD51B
seems to be involved in the assembly of RAD51 nucleoprotein

filaments during HR and in replication fork remodeling and restart
[10, 38, 45]. Thus, RAD51B has been associated with CIN and
cancer predisposition [44, 46, 47]. However, its role on female
fertility and meiotic DSB repair has not been reported yet. Herein,
a perfect segregation of RAD51B-c.92delT and female infertility was
found in a family. Specifically, all affected subjects were
homozygous for the variant, while heterozygosity or absence of
this variant was observed in unaffected members.
The variant was predicted to lead to a PTC leading to the

expression of a short N-term protein of only 39 residues lacking the
two walker motifs essential for its ATPase activity [28], which would
result in null allele known to be lethal in the mouse [8]. Such a PTC

Fig. 5 Rad51b mutant MEFs show an increased susceptibility to MMC-induced DNA damage. A Cell proliferation assay of WT and mutant
Rad51b primary MEFs at passage 2 (p+ 2) incubated in presence of a continuous treatment with MMC. The results are expressed as a
percentage relative to the control (not treated with MMC). Each point on the graph represents the mean ± SD. B Percentage of colonies
obtained by clonogenic cell survival assays after treatment with MMC. The results are expressed as a percentage relative to the control
(untreated) of Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI immortalized cells. C Representative γH2AX immunolabelling of WT and mutant Rad51b at 72 h.
Quantification of γH2AX foci in Rad51bWT and mutant MEFs. Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI MEFs at p+ 2 were incubated in presence of MMC at
1 µg/ml for 1 h and then supplemented with fresh medium without MMC. The quantification was performed at different time points: 0 h: 0 h,
6 h: 6 h, 24 h: 24 h, 48 h; 48 h and 72 h: 72 h. Cells were classified in 5 groups: 0 foci, 1 to 10 foci, 10 to 30 foci, 30 to 150 foci and >150 foci. n=
3. Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred as Rad51bKI/KI for simplicity. Welch´s t-test analysis: *p < 0.05; **p < 0.01. Bar in panel, 10 µm.
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Fig. 6 MMC-induced CIN in mouse and human RAD51B-c.92delT cells. A Evaluation of metaphase chromosome breaks/gaps from Rad51WT/WT

and Rad51bKI/KI MEFs after MMC treatment (150 nM). Lower panel (graphs) shows the quantification of breaks/gaps at passage 2 (p+ 2) and
passage 4 (p+ 4). B Evaluation of metaphase chromosome aberrations from bone marrow of Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI after intraperitoneal
injection of MMC (4mg/kg). In addition, to breaks/gaps, triradial chromosomes were observed only in the mutant mice (shown by red asterisks).
C Homozygous RAD51B-c.92delT human-derived lymphoblastoid cells showed more chromosome alterations with and without MMC treatment
(200 nM) in comparison with the corresponding heterozygous sister. n= 3. Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred to as Rad51bKI/KI for simplicity.
Welch´s t-test analysis: ns, non-significant differences; *p < 0.5; **p < 0.01; ***p < 0.001. Bar in panels, 10 μm.
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might also generate a null allele by activating the nonsense
mediated decay (NMD), a surveillance pathway that reduces the
production of truncated proteins translated from mRNAs bearing
PTCs. NMD is more likely to be triggered when a PTC is located at
least 50 nucleotides upstream of the last exon-junction [48]. This
rule fits well for the location of the RAD51B-c.92delT variant.
However, the observed expression of the RAD51B mRNA in
Rad51bc.92delT/c.92delT mice and RAD51B-c.92delT human-derived
lymphoblastoid cells indicates that NMD is not operating, probably
abrogated by the restart of translation according to a recent model
based on truncating mutations in tumors [49]. This model would
explain the absence of NMD in the RAD51B-c.92delT variant
because translation reinitiation at AUG64 would abrogate NMD
and consequently allow the expression of a truncated RAD51B
protein lacking its N-terminal domain. This domain is involved in
protein-protein interactions with its paralogues, such as RAD51C
and in nuclear localization through a NLS [34]. This is consistent
with the observed altered nuclear localization of the RAD51B-
c.92delT in comparison to the WT in transfected cells and would
suggest a similar dysfunction of the endogenous protein in vivo.
The pathogenicity of the human RAD51B variant is supported

by the observed meiotic DNA repair defects during mouse
prophase I, the increased incidence of pituitary adenomas, and
the defects of MMC-induced damage repair in c.92delT human and
mouse cells. In addition, RAD51B-c.92delT variant reduced the
reprogramming efficiency of primary MEFs into iPSCs.
Similar to its Rad51 paralogues [6, 35], the disruption of Rad51b

in mice has shown early embryonic lethality [8]. The Rad51b
hypomorphic allele analyzed in this study causes a loss of RAD51B-
c.92delT interaction with RAD51C and a partial loss of interaction
with RAD51 and HELQ. In vivo, Rad51b-c.92delT mice did not show
any effect on DMC1 loading, but revealed accumulation of foci

containing γH2AX, RAD51 and the BRCA2-associated proteins
HSF2BP/BRME1 on the chromosome axes from pachytene onward
[24, 31, 33, 35]. The accumulation of these non-meiotic specific
repair proteins could be explained by the reactivation of a
somatic-like HR DNA-repair pathway at pachytene as a conse-
quence of the persistence of unrepaired meiotic DSBs [32].
Regarding HELQ, this helicase promotes efficient HR at damaged
replication forks by interacting directly with the RAD51-containing
BCDX2 complex. This complex and HELQ act together in the
resolution of DNA ICLs upon exposure to MMC [50]. The
diminished interaction between the mutant RAD51B-c.92delT
variant and HELQ sheds light into the presence of unrepaired
DNA in MEFs, bone marrow and human lymphoblastoid cells but
also into the persistence of unrepaired meiotic DSBs and reduced
number of COs. Interestingly, mice lacking HELQ exhibit MMC
sensitivity, pituitary adenomas as well as germ cell attrition with
subfertility [50] and worms lacking both HELQ and the RAD51
paralogue RFS1 results in a block to meiotic DSB repair after strand
invasion [51]. These inefficient interactions of RAD51B-c.92delT
together with the altered nuclear localization of the RAD51B
variant synergistically lead to a reduction of COs in both
spermatocytes and oocytes.
A recent study carried by our laboratory evaluating a POI-

inducing variant in the gene HSF2BP showed a comparable
reduction in the number of COs in comparison with the Rad51b-
c.92delT mice, which led to a very slight reduced female fertility
[24]. This trend of the reduction of litter size in the RAD51B-
c.92delT, albeit not statistically significant, could be due to non-
identical genetic backgrounds between both mouse models and
would support the idea of a slight impact on fertility.
RAD51 and its paralogues have been also associated with cancer

predisposition and Fanconi anemia [52]. RAD51B has been involved

Fig. 7 RAD51B-c.92delT have a role in replication fork homeostasis but not in SCE. A Cell proliferation assay of WT and mutant Rad51b
primary MEFs at passage 2 (p+ 2) and 3 (p+ 3) incubated in presence of a continuous treatment with hydroxyurea (HU) and in presence of a
continuous treatment with Aphidicolin. The results are expressed as a percentage relative to the control (not treated). Each point on the graph
represents the mean ± SD. B Top: Schematic of the stretched DNA fiber assay. Bottom: Examples of DNA fiber images from the indicated cells.
Bar in panels, 10 µM. Histogram shows the fork progression rate (median and distribution) in each experimental condition. n= 3 experimental
replicates (data pooled together). >400 structures scored per condition and replica. ***p < 0.001; in Mann-Whitney test. C Sister chromatid
exchange (SCE) per chromosome after treatment with MMC. RAD51BWT/c.92delT and RAD51Bc.92delT/c.92delT variants are referred to as RAD51BWT/KI

and RAD51BKI/KI for simplicity. Welch´s t-test analysis: ns, non-significant differences, *p < 0.5; **p < 0.01.
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in male and female breast cancer, ovary cancer, prostate cancer,
and pituitary adenoma [44, 46, 47, 53–57]. Consistently, RAD51B-
c.92delT somatic human-derived lymphoblastoid cells, as well as
MEFs and explanted bone marrow cells from humanized mice are
sensitive to MMC-induced CIN. Moreover, Rad51bc.92delT/c.92delT and
HELQ-deficient mice display an increased incidence of pituitary
hyperplasia suggesting a common pathological mechanism of
action. Of note, patient II-4 was diagnosed with a duodenal
tubulovillous adenoma with high-grade dysplasia (details in case

report section). Altogether, these data provide evidence for a
critical role of RAD51B in somatic genome instability and
tumorigenesis.
Previous studies have shown that efficient reprogramming of

MEFs to a pluripotent stage requires a proficient HR pathway.
Accordingly, efficient reprogramming requires key HR genes [42].
Interestingly, the expression of the 3 F reprogramming factors in
MEFs induces replication stress, and genetic reduction of stress
(overexpressing Chk1) increases the efficiency of iPSC generation

Fig. 8 RAD51B-c.92delT leads to a reduced reprogramming efficiency of MEFs and humanized Rad51bKI/KI mice show an increased
incidence of hyperplasia of the pituitary gland. A MEFs from the indicated genotypes were infected with the 3 reprogramming factors and the
numbers of alkaline phosphatase positive colonies were counted showing a significantly reduction (up to ~2 fold) in Rad51b-c.92delT homozygous
mutant MEFs in comparison with the wild-type control. n= 9. Welch´s t-test analysis: ***p < 0.001. B Macroscopic image of adenohypophysis
from Rad51bWT/WT and adenohypophysis rom Rad51bKI/KI mice. Reticulin staining (C–H) and Prolactin IHQ (I, J) of pituitary adenohypophysis from
Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI. C, D Normal adenohypophysis from Rad51bWT/WT show a reticulin staining pattern that is partially lost in zones of
hyperplasia where the cell size is increased (magnified in D, indicated by an arrow). E, FMicroadenoma from a Rad51bKI/KI showing a complete loss of
reticulin staining pattern that is still persistent in the neighbor misplaced adenohypophysis (magnified in F). G, HMacroadenoma from a Rad51bKI/KI

showing total loss of reticulin staining pattern and complete absence of normal adenohypophysis tissue. The neoplasm shows different adenoid and
pseudopapillary growing patterns (magnified in H). I, J IHQ of prolactin in normal pituitary glands from Rad51bWT/WT showing labelled cells unevenly
distributed whereas adenomas from Rad51bKI/KI revealed a high density of prolactin expressing cells. Bar in panels, 250 μm (C, E, G) and 50 μm
(D, F, H, I, J). Rad51bc.92delT/c.92delT variant is referred as Rad51bKI/KI for simplicity.
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[43]. Besides, it is known that replication forks may be stalled at
DNA lesions generated by cellular metabolism (aldehydes) or DNA
damaging agents including MMC [58]. One pathway to resume
DNA synthesis involves fork remodeling events mediated in part
by RAD51 paralogues [38]. Our in vivo and in vitro observations of
the effects caused by Rad51b-c.92delT in reprogramming, fork
progression, chromosomal breakage and clonogenic survival
suggest also a somatic function of this paralogue in assisting fork
progression through certain DNA lesions, as part of the DNA
damage tolerance response.
In summary, we describe for the first time two sisters with an

isolated POI phenotype caused by a novel homozygous variant in
RAD51B (c.92delT). Humanized mice reveal that the RAD51B
pathogenic variant evades NMD probably owing to the reinitiation
of the translation at a secondary downstream AUG. The resulting
truncated protein lacks most of the N-term domain involved in
protein-protein interactions and proper nuclear localization. As a
result, homozygous Rad51b-c.92delT mice shows meiotic DNA
repair defects with RAD51 and HSF2BP/BRME1 accumulation in
the chromosome axes which leads to a significant reduction in
COs. In addition, RAD51B-c.92delT human-derived lymphoblastoid
cells and mutant MEFs are sensitive to MMC-induced CIN and
revealed a reduced reprogramming efficiency to iPSCs as well as a
decrease in replication fork progression. Of interest, humanized
mice exhibit an increased incidence of hyperplasia of the pituitary
gland likely as a consequence of the RAD51B-c.92delT-induced
genome instability.

METHODS
Case report
Written informed consent was obtained from all subjects before sample
collection for DNA analysis. This study was approved by the Ethics
Committee of Hospital das Clínicas, Sao Paulo University School of
Medicine, Brazil (protocol number 2015/12837/1.015.223). The proposita
(II-1) and her younger sister (II-4) were born from first-degree cousins from
Northeastern of Brazil (Fig. 1A). On examination at 23 and 21 years of age
respectively, they were diagnosed with POI presenting with primary
amenorrhea. These siblings had no menarche and physical examination
revealed Tanner stage 1 for breast development (II-1 and II-4) and Tanner
stage IV pubic hair. Consistent with the diagnosis of hypergonadotropic
hypogonadism, basal gonadotropin levels were elevated in the proband
and her affected sister (FSH= 44 and 31 U/L, LH= 21 and 17 U/L,
respectively) while estradiol levels were undetectable. At first appoint-
ments, physical examination showed normal height (149 and 156 cm
respectively), and body weight (60 and 47 Kg, respectively). Pelvic
ultrasound scans showed an infantile uterus, and the ovaries could not
be visualized. Thyroid, adrenal or ovarian autoimmune disorders had been
excluded in these patients. On karyotyping analysis performed in 30
metaphases, both sisters were 46,XX. Treatment with conjugated estrogens
followed by progesterone replacement resulted in complete breast
development and menstrual bleeding. However, the proband and her
affected sister developed hypertension, insulin resistance, primary
hypothyroidism with absence of thyroid antibodies, and obesity over the
years, being current BMI= 41 and 34 kg/m2, respectively. During the
course of this investigation, the affected sister was also diagnosed with a
duodenal tubulovillous adenoma with high-grade dysplasia and under-
went surgery. Thereafter, she was found to have an indeterminate hepatic
nodule and hepatic steatosis. She has been followed and no additional
radiotherapy or chemotherapy has been done. The proband has not been
diagnosed with any neoplasia. Regarding their family’s history, one first-
degree cousin and three-second degree cousins were found to have 46,XY
DSD due to 5-alpha-reductase type 2 deficiency.

Genetic analysis
DNA extraction: Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes from all patients using standard procedures. Whole-exome
sequencing: Libraries were prepared on both sisters (II-1 and II-4) and her
unaffected sister (II-2, as shown in Fig. 1A). Briefly, genomic DNA was
sheared to 200–300 bp using the Covaris acoustic adaptor. Exons were
captured using SureSelect Human All exons kit (Agilent Technologies) and

sequenced by Illumina platform (HiSeq2500, Illumina). Alignment of raw
data and variant calling were performed following the steps described by
Franca and collaborators [59]). Briefly, the reads were aligned to the human
reference genome GRCh37/hg19 using Burrows-Wheeler aligner [60].
Variant calling was performed with Freebeys and annotated ANNOVAR.
SNVs were run through independent protein pathogenicity predictors:
Polyphen-2, SIFT, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM, Radial SVN,
and LRT. Sanger sequencing: Sanger sequencing was done to validate only
the primary variant of interest in all subjects. Primers flanking the RAD51B
variant (ENSG00000182185/NM_133509: exon3:c.92delT:p.Leu31Tyrfs*9)
were used for PCR amplification. Sanger sequencing was performed to
validate only the primary variant of interest in all family subjects for whom
DNA was available. Primers flanking the RAD51B variant
(ENSG00000182185/NM_133509: exon3:c.92delT:p.Leu31Tyrfs*9) were
used for PCR amplification. Moreover, Sanger sequencing was used to
screen 235 fertile Brazilian control women for the presence of the putative
damaging variant. All PCR products were sequencing using BigDye
terminator v1.1 followed by automated sequencing at the ABI PRISM 310
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

RNA extraction from patient blood samples
Blood samples were centrifuged at 400 × g for 10 min at room temperature
with the brake off for leukocyte isolation. The buffy coats were removed,
and RNA extractions were performed by adding TRI-reagent according to
the manufacturer’s recommendation (Sigma). Total RNA was reverse-
transcribed using MMLV RT enzyme (Takara) and standard procedures. The
expression and integrity of patients RAD51B transcript were studied by RT-
PCR using the high-fidelity Herculase II fusion DNA polymerase (Agilent)
and the couple of primers RAD51B-Fext: 5′-GCATGGGTAGCAAGAAACT
AAAA-3′ and RAD51B-Rext: 5′-GATCCACAAGCCACACCAC-3′ encompassing
the c.92delT variant. The oligo RAD51B-Fint: 5′-GAGCTGTGTGACCGTCTG
AG-3′ was used to verify the PCR product by Sanger sequencing (Eurofins
genomics).

Generation of CRISPR/Cas9-edited mice
For developing the Rad51bKI/KI model, Rad51b-sgRNA1 5′-CTAGAACT-
TATGAAAGTGAC-3′ and sgRNA2 5′-GAGACTTAAAAAGTGCTAAA-3′ tar-
geting the exon 3 were predicted at https://eu.idtdna.com/site/order/
designtool/index/CRISPR_SEQUENCE. The designed ssODN contains the
muted base (c.92delT) and mutations that humanize the locus
(TTTTAAGTCTCTCCCCACTAGAACTTATGAAA > TTTATGTCTCTCCCCACTG-
GAGCTTATGAAG). The crRNAs, the tracrRNAs and the ssODNs (Supple-
mentary Table 7) were produced by chemical synthesis by IDT. The
crRNA and tracrRNA were annealed to obtain the mature sgRNA. A
mixture containing the sgRNAs (20 ng/µl of each annealed sgRNA), 30
ng/µl of recombinant Cas9 protein (IDT) and 10 ng/µl of the ssODN were
microinjected into B6/CBA F2 zygotes (hybrids between strains C57BL/6
J and CBA/J) [61] at the Transgenic Facility of the University of
Salamanca. Edited founders were identified by PCR amplification (Taq
polymerase, NZYtech) with primers flanking the edited region (Supple-
mentary Table 7). PCR products were directly sequenced or subcloned
into pBlueScript (Stratagene) followed by Sanger sequencing. Selected
founders, carrying the desired alleles, were crossed with wild-type
C57BL/6 J to eliminate possible unwanted off-targets. Heterozygous
mice were re-sequenced and crossed to generate the edited homo-
zygotes. Genotyping was performed by agarose gels analysis or Sanger
sequencing (in Rad51b humanized mutant) of PCR products from
genomic DNA extracted from tail biopsies.

Histology
For histological analysis, after the necropsy of the mice their testes were
fixed in Bouin’s fixative, ovaries and pituitary glands were fixed in 10%
formol. Tissues were processed into serial paraffin sections and stained
with haematoxylin-eosin (ovaries) or Periodic acid–Schiff (PAS) and
haematoxylin (testes). Jones’ reticulin staining was performed automati-
cally on the ArtisanTM Link Pro Special Staining System (Dako). Prolactin
and ACTH detection by IHC was carried out in an Artisan Link Pro (DAKO) at
pH6 using a polyclonal rabbit against prolactin (A0569) and a mouse
monoclonal against ACTH (clone 02A3; 1:100), respectively. GH, FSH, and
LH detection was carried out in an ultra-view BenchMark (Roche) using a
rabbit polyclonal antibody against ACTH (206A-74), a rabbit polyclonal
against GH (208A-74), a rabbit polyclonal against SH (EP257), and a rabbit
polyclonal against LH (209A-14). All the immunohistochemical stainings for
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pituitary hormones ACTH, TSH, GH, LH, FSH were negative, using normal
pituitary as a control. The samples were analyzed using a microscope
OLYMPUS BX51 and images were taken with a digital camera OLYMPUS
DP70. Primordial cell evaluation was carried out by serially slicing into 5 µ
thick sections the inner third of each ovary.

Fertility assessment
Rad51bWT/WT and Rad51bKI/KI females (8 weeks old) were mated with wild
type males, respectively, over the course of 4–12 months. 8 mice per the
wild type and 10 mice in the case of Rad51bKI/KI were crossed. The
presence of copulatory plug was examined daily and the number of pups
per litter was recorded.

RAD51B localization in Cos7 cells
Localization of RAD51B variants was studied in COS7 cells transfected with
Jetpei (PolyPlus) according to the manufacturer’s protocol. 5 × 104 cells
were plated on 0.5% fish gelatin-treated (Sigma-Aldrich) 35 mm culture
dishes and were subsequently transfected the day after with 0.2 µg of GFP-
fused expression vectors. The culture media was replaced after 24 h. COS7
cells were fixed 48 h post-transfection with 4% formaldehyde solution
(ThermoFisher) for 7 min at 4 °C. They were washed three times in 1X PBS
before a permeabilization with 0.2% Triton X-100 in KB buffer (0.1 M NaCl,
20mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% BSA). Cells were then washed again and
blocked in 7% FBS-supplemented 1X PBS for 30min at RT. After that, they
were incubated with a rabbit anti-GFP antibody (Invitrogen) 1:300-diluted
in 7% FBS in PBS for 1 h in a wet chamber at RT. After three washes in 1X
PBS, the cells were incubated with a secondary FITC anti-rabbit antibody
(Jackson Immunoresearch) diluted 1:100 in 7% FBS in PBS for 1 h. The
slides were rinsed 3 times in PBS and finally mounted with Vectashield®
and DAPI. Images were taken at 63X magnification with the Laser Scan
Confocal Microscopy Leica SP8 (Leica).

Immunocytology and antibodies
Testes were detunicated and processed for spreading using a conventional
“dry-down” technique. Oocytes from fetal ovaries (E18 and E18.5 embryos)
were digested with collagenase, incubated in a hypotonic buffer,
disaggregated, and fixed in paraformaldehyde. Rabbit polyclonal anti-
bodies (R1 and R2 generated from two different host rabbits) against
HSF2BP and BRME1 were developed by ProteintechTM against a fusion
protein of poly-His with full length HSF2BP or BRME1 (pUC57 vector) of
mouse origin. Rabbit polyclonal antibody against DMC1 was developed by
ProteintechTM against a DMC1 peptide (EESGFQDDEESLFQDIDLLQKHGIN-
MADIKKLKSVGICTIKG). Both meiocytes were incubated with the following
primary antibodies for IF: rabbit anti-γH2AX (ser139) IgG #07–164 (1:500,
Millipore), mouse anti-γH2AX (ser139) IgG #05–636 (1:400, Millipore), rabbit
αRAD51 PC130 (1:100, Calbiochem), rabbit αBRME1 R2 (1:200, Protein-
techTM), rabbit αHSF2BP R2 (1:30, ProteintechTM), mouse αMLH1 51-
1327GR (1:30, BD Biosciences), rabbit αRPA serum ¨Molly¨ (1:30, provided
by Dr. Edyta Marcon, Medical Research University of Toronto, Canada), rat
RPA2 2208 S (1:100, Cell Signaling), rabbit αSPATA22 16989-1-AP (1:60,
Proteintech), rabbit αDMC1 (1:500, ProteintechTM), mouse αSYCP3 IgG sc-
74569 (1:1000, Santa Cruz), rabbit serum αSYCP3 K921 (1:500), rabbit
αSYCP1 IgG ab15090 (1:200, Abcam). We could not find any reliable
antibody that detect endogenous mouse HELQ in chromosome spreads,
squashes or cytospin preps. The secondary antibodies used were goat
Alexa 555 α-mouse A-32727, goat Alexa 488 α-mouse A-11001, donkey
Alexa 555 α-rabbit A-31572, goat Alexa 488 α-rat A-11006 (1:200,
ThermoFisher), goat Alexa 488- Fab α-rabbit 111-547-003 (1:100, Jackson
Immunoresearch). Slides were mounted with DAPI and visualized at room
temperature using a microscope (Axioplan2; Carl Zeiss, Inc.) with 63x
objectives with an aperture of 1.4 (Carl Zeiss, Inc.). Images were taken with
a digital camera (ORCA-ER C4742-80; Hamamatsu) and processed with
Leica LAS X Life Science Software and Adobe Photoshop CS6 (Adobe).
Quantification of fluorescence signals was performed using Fiji (ImageJ)
software.

Generation of plasmids
The cDNAs encoding RAD51B (full length and truncated constructs) were
RT-PCR amplified from lymphoblastoid cells (derived from patients) RNA.
Full-length cDNAs encoding RAD51B (WT and mutant constructs), RPA1,
BRCA2 (N, M and C constructs), PALB2, RAD51, BRME1, RAD21, DMC1,
HELQ, RAD51C, MEIOB and HSF2BP were RT-PCR amplified from murine
testis RNA using the primers listed in Supplementary Table 7. The cDNAs

were cloned into the EcoRV pcDNA3, EcoRV pcDNA3-2XFlag, SmaI
pcDNA3-2XHA, SmaI pEGFP-C1 or SmaI pEGFP-N1 expression vectors
under the CMV promoter. In frame cloning was verified by Sanger
sequencing.

Site-directed mutagenesis analysis
Point-mutations were introduced to hRAD51B cloned in pEGFP-N1 using
primers listed in Supplementary Table 8 (with the desired mutation) in
which the three secondary methionine codons were PCR replaced by CGN
encoding alanine codons (individual and double Met to Ala substitutions).
The parent template was removed using a methylation-dependent
endonuclease DpnI. Plasmids are isolated from the resulting colonies
and screened for the desired modification. Positive clones are verified by
Sanger sequencing.

Immunoprecipitation
HEK293T cells were transiently transfected with WT or KI constructs of
RAD51B in combination with full-length cDNAs encoding RPA1, BRCA2 (N,
M and C constructs), PALB2, RAD51, BRME1, RAD21, DMC1, HELQ, RAD51C,
MEIOB and HSF2BP. Whole cell extracts were prepared in a 50mM Tris-HCl
pH 7.4, 150mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 buffer supplemented
with protease inhibitors. Those extracts were cleared with protein G
Sepharose beads (GE Healthcare) for 1 h. Immunoprecipitations were
performed using rabbit αFlag IgG (3.2 µg; F7425, Sigma-Aldrich), rabbit
αRad51b R2 IgG (3 µg; ProteintechTM), ChromPure rabbit IgG (3.4 µg/1mg
prot; 011-000-003). These were incubated with the extracts for 2 h and
immunocomplexes were isolated by adsorption to protein G-Sepharose
beads overnight. After washing, the proteins were eluted from the beads
with 2xSDS gel-loading buffer 100mM Tris-HCl (pH 7.0), 4% SDS, 0.2%
bromophenol blue, 200mM β-mercaptoethanol and 20% glycerol, and
loaded onto reducing polyacrylamide SDS gels.

Western blot
HEK293T cells were transfected with WT and mutated constructs encoding
human RAD51B generated with the site-directed mutagenesis. They were
cultured for 48 h before lysis in RIPA buffer (50mM Tris HCl pH 7.4. 150mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100) supplemented with protease inhibitors.
Cell lysates were sonicated to disrupt cell membranes and shear DNA. After
total protein quantification using Bradford assay, 5 µg of protein extracts
were loaded onto reducing polyacrylamide SDS gels. Primary antibodies
used for western blotting were mouse αFlag IgG (1:3000; F1804, Sigma-
Aldrich), mouse αHA IgG (1:3000; 11 101 R, Covance), rabbit αRAD51B
R2 (1:2000, ProteintechTM), rabbit αGFP IgG (1:3000; A11122, Invitrogen),
rabbit αHSF2BP R2 (1:2000, ProteintechTM). Secondary fluorochrome-
conjugated α-mouse DyLightTM 680 (35518, ThermoFisher), α-rabbit
DyLightTM 800 (35571, ThermoFisher) antibodies were used at 1:10000 dilu-
tion and incubated in dark. The fluorescent signal of the antibodies
was obtained through Odyssey Infrared Imaging system. Full length
original western blots for these results are provided in Supplementary
information.

Immunoprecipitation coupled to Mass spectrometry analysis
Testis extracts and human lymphoblastoid cells were prepared in 50 mM
Tris-HCL (pH8), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X100 and 10 mg of
extracts were incubated 2 h with 30 µg of antibody against mouse
RAD51B (residues 122 to 350, ProteintechTM) or IgG from rabbit. The
corresponding immunocomplexes were incubated with 60 µl of sephar-
ose beads overnight. After washing, beads were eluted in 100 mM
glycine pH 2.5–3 and analyzed by Lc-MS/MS shotgun in LTQ Velos
Orbitrap at the Proteomics facility of Centro de Investigación del Cáncer
(CSIC/University of Salamanca). Raw data were analyzed using MaxQuant
v 1.6.2.6 (Cox and Mann, 2008) against SwissProt Mouse database
(UP000000589, Oct, 2019) and MaxQuant contaminants. All FDRs were of
1%. Variable modifications considered were oxidation of M and
acetylation of the N-term, while fixed modifications included only
carbamidomethylation of C. The maximum number of modifications
allowed per peptide was 5. The proteins related with DNA repair were
quantified using iBAQ [62].

Cell culture
Primary MEFs were derived from embryonic day 13.5 (E13.5) embryos
following standard procedures. MEFs, HEK 293 T and Cos7 cell lines were
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cultured at atmospheric oxygen pressure in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO), and
2mM Glutamine. MEFs were immortalized at passage 2 using SV40 and
hTERT for clonogenical survival assay. Lymphoblast cell lines were derived
from donor B-lymphocytes by Epstein Bar virus transformation according
to standard procedures and cultured in RPMI medium (GIBCO) supple-
mented with 10% inactivated fetal bovine serum (GIBCO), and 2mM
Glutamine. Cell lines were tested for mycoplasma contamination using the
Mycoplasma PCR ELISA (Sigma).

Cell proliferation assay and DNA damage recuperation
For cell proliferation assays, 2.5 × 104 cells/well were seeded in 12-well
plates in duplicates in complete media. Continuous treatment was
started in 18 h at the following doses: 0, 5, 10, 20, and 30 ng/ml for MMC;
0, 5, 10 and 20 µM for HU; 0, 50, 100, 500 nM for Aphidicolin. Cells from
one plate were trypsinized and counted as a “before treatment” day1
reference. Three days later (4th day after seeding) the remaining cells
were counted the same way. Day1 reference numbers were subtracted
from day 3 cell numbers to evaluate growth of each cell line. The
resulting cell counts were expressed as percentages from the untreated
wells. For monitoring the efficiency of DNA repair, 1.4 × 104 MEFs
cells/well were treated with 1 µg/ml for one hour and the recuperation
of the DNA was measured by quantification of γH2AX foci at 0, 6, 12, 48
and 72 h.

Clonogenic survival assay
Clonogenic survival following an exposure to MMC was assessed in
immortalized wild-type and mutant Rad51b MEFs. 700 cells were plated
per well in 60mm plates. The day after plating, cells were treated with 0,
50, 100, 150 and 300 nM of MMC and allowed to incubate for 2 h. After
drug treatment, media was removed, cells were washed several times with
phosphate buffered saline (PBS), and fresh media was added. Once
colonies were detectable by the naked eye (7–12 days), media was
removed, and cells were washed with PBS and incubated for 30min at
room temperature in a fixation solution (8% paraformaldehyde in cell
media). The fixation solution was removed, and colonies were stained with
Giemsa (0.02% Giemsa solution in PBS) for 30min at room temperature.
Plates were then rinsed with water and allowed to dry. Colonies were
counted by hand.

Karyotyping of mice bone marrow, lymphoblastoid cells and
MEFs
Mice between 6–12 weeks old were injected intraperitoneally with a
single dose of 4 mg of MMC per kilogram of body weight. After 24 h
were injected with 0.1 ml of 0.5% colchicine solution intraperitoneally
and the karyotyping derived from bone marrow was realized following
standard procedures protocol [63]. Metaphases were obtained after
MMC treatment, 150 nM for MEFs at passage 2–5 and 200 nM for
lymphoblastoid cells by standard procedures. Active growing cultures
were arrested using colcemide (1 µg/mL) for 4 h for MEFs and 3 h for
lymphoblastoid cells, trypsinized, treated with hypotonic solution (0.75
mM KCl), and fixed with Methanol/Acetic. Metaphase spreads were
Giemsa-stained and analyzed for microscopically visible chromosomal
aberrations. Chromatid gap, chromatid break and triradial/quatriradial
chromosomes were classified as previously described [64]. At least 100
metaphases were counted from three independent mice and embryos of
each genotype.

Single-molecule analysis of DNA replication
Lymphoblastoid cells were treated with 1 µg/ml MMC for 2 h. In the last 40
min, cells were pulse-labelled sequentially with 50 μM CldU (20 min) and
250 μM IdU (20min). Labelled cells were resuspended in PBS and lysed in
0.2 M Tris pH 7.4, 50 mM EDTA, 0.5% SDS (6 min/ RT). DNA fibers were
prepared and stained as described [65] with the following modification:
slides were incubated in stringency buffer (10mM Tris-HCl pH 7.4; 0.1 M
NaCl; 0.2% Triton X-100) for 6 min at RT, washed and incubated in blocking
solution for 15min at RT prior to secondary antibodies incubation. Images
were obtained in a DM6000 B Leica microscope with an HCX PL APO 40x,
0.75 NA objective. Conversion factor 1 μm= 2.59 kb was used [66]. Fork
rate values were obtained by dividing the length of green tracks in
ongoing forks by the time of the IdU pulse. Primary antibodies and
dilutions used: CldU (rat monoclonal anti-BrdU, 1:100, ab6326, Abcam), IdU
(mouse monoclonal anti-BrdU, 1:100, BD 347580), ssDNA (1:100, MAB3034,

Millipore). Secondary antibodies and dilutions used: goat anti-rat IgG AF-
594 (1:300, A11007, Molecular Probes); goat anti-mouse IgG AF-488 (1:300,
A121121, Molecular Probes), goat anti-mouse IgG2a AF-647 (1:300, A21241,
Molecular Probes).

Sister chromatid exchange analysis
Exponentially growing lymphoblastoid cells were inoculated at a density of
3 × 105 and were treated with 10 µM of BrdU (5-bromodeoxyuridine,
Sigma) for 48 h (approximately two cell divisions). 5 and 10 ng/ml of MMC
was added 24 h after BrdU treatment followed by a 3 h incubation with 1
µg/ml of colcemide. Metaphase spreads were stained with 0.1 mg/ml of
acridine orange (ThermoFisher) in dH2O for 5 min at RT. Slides were
washed for 2 min under running dH2O tap water, incubated 1min in
Sorenson Buffer (0.1 M Na2HPO4, 0.1 M NaH2PO4, pH 6.8) and mounted in
Sorenson Buffer. Slides were immediately visualized under FITC filter and at
least 30 reciprocal exchange events were counted of each genotype.

iPSC generation from MEFs
For iPSC generation, 2.5 × 105 MEFs were infected with retroviral particles
produced by HEK293T transfected with constitutive retroviral expression
vectors pMXs KLF4, OCT4 and SOX2. The iPSC media (DMEM, GIBCO; 15%
KSR, Invitrogen; 1% Non-essential aminoacids, MEM NEE 100X GIBCO; 1%
PSG; 0,002% β-mercaptoethanol 50mM, GIBCO; 1000 units/mL LIF, Merck)
was changed every 24 h until iPS cell colonies appeared (after ∼14 days of
treatment). Three weeks after plating the MEFs, reprogramming plates
were stained for alkaline phosphatase activity (AP detection kit, MERCK).

Statistics
In order to compare counts between genotypes, we used the Welch´s t-
test (unequal variances t-test), which was appropriate as the count data
were not highly skewed (i.e., were reasonably approximated by a normal
distribution) and in most cases showed unequal variance. We applied a
two-sided test in all the cases. Asterisks denote statistical significance: *p-
value < 0.05, **p-value < 0.01, ***p-value < 0.001 and ****p-value < 0.0001.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature Research
Reporting Summary linked to this article.

DATA AVAILABILITY
Genomic DNA sequences of H. sapiens (human, 317761), M. musculus (mouse, 75801)
are available on GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Amino acid
sequences of H. sapiens (Q8N1H7), M. musculus (NP_083381) were obtained from the
UniProt database (http://www.uniprot.org/). All remaining data generated during this
study are included in this Article and its Supplementary Information files or available
from the authors upon request from the authors.
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Abstract Primary Ovarian Insufficiency (POI) is a major cause of infertility, but its etiology

remains poorly understood. Using whole-exome sequencing in a family with three cases of POI, we

identified the candidate missense variant S167L in HSF2BP, an essential meiotic gene. Functional

analysis of the HSF2BP-S167L variant in mouse showed that it behaves as a hypomorphic allele

compared to a new loss-of-function (knock-out) mouse model. Hsf2bpS167L/S167L females show

reduced fertility with smaller litter sizes. To obtain mechanistic insights, we identified C19ORF57/

BRME1 as a strong interactor and stabilizer of HSF2BP and showed that the BRME1/HSF2BP

protein complex co-immunoprecipitates with BRCA2, RAD51, RPA and PALB2. Meiocytes bearing

the HSF2BP-S167L variant showed a strongly decreased staining of both HSF2BP and BRME1 at

the recombination nodules and a reduced number of the foci formed by the recombinases RAD51/

DMC1, thus leading to a lower frequency of crossovers. Our results provide insights into the

molecular mechanism of HSF2BP-S167L in human ovarian insufficiency and sub(in)fertility.

Introduction
The process of gametogenesis is one of the most complex and highly regulated differentiation pro-

grams. It involves a unique reductional cell division, known as meiosis, to generate highly specialized

cells: the gametes. Indeed, the outcome of meiosis is the production of oocytes and spermatozoa,

which are the most distinctive cells of an adult organism and are essential for the faithful transmis-

sion of the genome across generations.
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The meiotic division is an orderly process that results in the pairing and synapsis of homologous

chromosomes and crossover (CO) formation, which ultimately enable homologous chromosomes

segregation (Hunter, 2015; Loidl, 2016; Zickler and Kleckner, 2015). In mammals, pairing of

homologs is dependent on the repair of self-induced double-strand breaks (DSBs) during prophase I

by homologous recombination (Handel and Schimenti, 2010) and it leads to the intimate alignment

of homologous chromosomes (synapsis) through the zipper-like synaptonemal complex (SC)

(Cahoon and Hawley, 2016). The SC is a proteinaceous tripartite structure that provides the struc-

tural framework for DSBs repair (Baudat et al., 2013), as epitomized by the tight association of the

recombination nodules (RNs, multicomponent recombinogenic factories) and the axial elements of

the SC (Zickler and Kleckner, 2015).

Meiotic DSBs repair is an evolutionarily conserved pathway that is highly regulated to promote

the formation of at least one CO per bivalent. This chromosome connection between bivalents

through chiasmata is required for a correct reductional division. As other DNA repair processes,

proper meiotic recombination is essential for genome stability and alterations can result in infertility,

miscarriage and birth defects (Geisinger and Benavente, 2017; Handel and Schimenti, 2010;

Webster and Schuh, 2017).

Infertility refers to failure of a couple to reproduce and affects 10–15% of couples (Isaksson and

Tiitinen, 2004). Infertility can be due to female factors, male factors, a combination of both or to

unknown causes, each category representing approximately 25% of cases (Isaksson and Tiitinen,

2004; Matzuk and Lamb, 2008). There are several underlying causes and physiological, genetic and

even environmental and social factors can play a role. Forward and reverse genetic analyses in model

organisms have identified multiple molecular pathways that regulate fertility and have allowed to

infer reasonable estimates of the number of protein-coding genes essential for fertility (de Rooij and

de Boer, 2003; Schimenti and Handel, 2018).

Primary ovarian insufficiency (POI) is a major cause of female infertility and affects about 1–3% of

women under 40 years of age. It is characterized by cessation of ovarian function before the age of

40 years. POI results from a depletion of the ovarian follicle pool and can be isolated or syndromic.

Genetic causes of POI account for approximately 20% of cases (Rossetti et al., 2017). Although

infertility-causing pathogenic variants are inherently unlikely to spread in a population, they can be

observed within families, especially when there is consanguinity. Such cases provide crucial insights

into the function of the genes and molecular mechanisms that they disrupt. Over the last decade,

causative variants in several genes have been found using whole exome sequencing in ‘POI pedi-

grees’. In particular, pathogenic variants in genes involved in DNA replication, recombination or

repair, such as STAG3, SYCE1, HFM1, MSH5 and MEIOB have been formally implicated in this condi-

tion by ourselves and others (Caburet et al., 2014; Caburet et al., 2019a; de Vries et al., 2014;

Guo et al., 2017; Primary Ovarian Insufficiency Collaboration et al., 2014).

In this study, we have identified in a consanguineous family with POI the candidate S167L mis-

sense variant in HSF2BP, an essential yet poorly studied meiotic gene. HSF2BP encodes an interactor

of the heat-shock response transcription factor HSF2 (Yoshima et al., 1998). During the course of

this work and, in agreement with our results, two independent groups showed that HSF2BP is essen-

tial for meiotic recombination through its ability to interact with BRCA2 (Brandsma et al., 2019;

Zhang et al., 2019). Here, we report that the introduction of the missense variant HSF2BP-S167L in

mouse leads to subfertility and DNA repair defects during prophase I. In addition, we identified a

protein complex composed of BRCA2, HSF2BP, and the as yet unexplored C19ORF57/BRME1 (mei-

otic double-stranded break BRCA2/HSF2BP complex associated protein) as a key component of the

meiotic recombination machinery. Our studies show that a single substitution (S167L) in HSF2BP

leads to a reduced loading of both BRME1 and HSF2BP at the RNs. Furthermore, our results suggest

that meiotic progression requires a critical threshold level of HSF2BP/BRME1 for the ulterior loading

of the recombinases to the RNs.

Results

Clinical cases
The parents are first-degree cousins of Israeli Arab origin. Of the five daughters, three are affected

with POI and presented with early secondary amenorrhea. They had menarche at normal age (at 13–
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14) but with irregular menses that stopped around 25. Only one of the patients affected by POI

could have a child with the help of a fertility treatment (see pedigree in Figure 1). In order to identify

the genetic basis of this familial POI case, we performed whole exome sequencing on genomic DNA

from two POI patients, III-2 and III-3, and their fertile sister III-10 (Supplementary file 1a). Variants

were filtered on the basis of (i) their homozygosity in the patients, (ii) their heterozygosity or absence

in the fertile sister, (iii) their absence in unrelated fertile in-house controls and (iv) a minor allele fre-

quency (MAF) below 0.01 in all available databases (Supplementary file 1b). This filtering process

led to the identification of a missense substitution located in the HSF2BP gene: rs200655253

(21:43630396 G > A, GRCh38). The variant lies within the sixth exon of the reference transcript

ENST00000291560.7 (NM_007031.2:c.500C > T) and changes a TCG codon into a TTG

(NP_008962.1:p.Ser167Leu). It is very rare (Variant Allele Frequency/VAF 0.0001845 in the GnomAD

database and 0.0005 in the GME Variome dedicated to Middle-East populations) and absent in a

Figure 1. Pedigree of the consanguineous family with the variant HSF2BP-S167L. III-1 and III-2 are monozygotic twins, who appear phenotypically

dizygotic. Clinical investigation confirmed POI, with normal 46, XX karyotype (500 bands and SKY spectral karyotyping). Year of birth and age of

menarche are indicated when known. III-1 became amenorrheic at age 24 and III-2 at age 25, both after irregular menstruations since menarche. III-1

presents with a short stature (152 cm, within the 3–5 percentile), a normal neck, cubitus valgus and metacarpal shortening of 4–5. Ultrasound

investigation showed normal uterus and ovaries. Her g-banding karyotyping was normal 46, XX (500 bands) and variants in FMR1 gene were ruled out.

III-2 displays a normal secondary sexual development with no dysmorphic sign. Clinical investigation confirmed POI, with normal 46, XX karyotype (500

bands and SKY spectral karyotyping). The elder sister III-3 was also diagnosed with POI, with no further clinical information. She is 160.5 cm. She had

one normal pregnancy with the help of ‘fertility treatment’, and a second unsuccessful attempt. The two fertile sisters, III-6 and III-10 had their menarche

at 14–15 and 13–14 respectively, with regular menstruations ever since. They are respectively 150 cm and 151 cm, with no clinical sign, and each one

had several children without difficulties. The fertile brother III-7 is 171 cm and shows no health or fertility problem. He developed frontal baldness since

the age of 30. The genotype of each individual at the variant genomic position in HSF2BP is shown in red, as determined by Sanger sequencing for

available DNAs (See Figure 1—figure supplement 1).

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 1:

Figure supplement 1. Segregation of the S167L Variant in HSF2BP in the consanguineous family shows the chromatograms obtained by Sanger

sequencing of the HSF2BP-S167L variant in the family.

Figure supplement 2. Strong conservation of the Ser167 residue in HSF2BP protein in 99 mammals.

Figure supplement 3. Strong conservation of the Ser167 residue in HSF2BP in 48 birds and reptiles and 64 fish species.
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homozygous state from all available databases. The variant was verified by Sanger sequencing and

was found to segregate in a Mendelian fashion within the family: the affected twin III-1 was homozy-

gous for the variant and both parents and fertile siblings were heterozygous carriers (Figure 1—fig-

ure supplement 1). Therefore, there was no homozygous males identified in this family, preventing

the analysis of the impact of this variant on male fertility. Serine 167 is a highly conserved position

and the S167L variant is predicted to be pathogenic or deleterious by 11 out of the 18 pathogenicity

predictors available in dbNSFP 3.5. (Supplementary file 1c, Figure 1—figure supplement 2 and

Figure 1—figure supplement 3).

Mice with the HSF2BP S167L variant show a partial reduction of
fertility
During the course of this work, two independent groups showed that HSF2BP is essential for meiotic

recombination through its ability to interact with the armadillo repeats of BRCA2 (Zhang et al.,

2019). Both groups showed that genetic disruption of Hsf2bp in mouse leads to the accumulation in

the chromosomes axes of DNA repair proteins such as gH2AX (ATR-dependent phosphorylation of

H2AX marks DSBs) and the single stranded-DNA binding protein RPA, a strong reduction of the

recombinases DMC1 and RAD51 at the RNs and a lack of COs as labelled by MLH1 (Baker et al.,

1996). The end result is male sterility (Brandsma, 2006; Brandsma et al., 2019; Zhang et al.,

2019). However, loss of HSF2BP in female mice showed a milder meiotic phenotype (Zhang et al.,

2019 and our own data, see below) and a weak albeit non-statistical significant reduction of fertility

(Brandsma et al., 2019) despite all of the mutants are nulls though in different genetic

backgrounds.

In order to confirm the causality of the S167L variant in this POI family, we generated a knock-in

mouse Hsf2bpS167L/S167L by genome editing (Figure 2—figure supplement 1a). We also generated

a loss-of-function model (Hsf2bp-/-) for direct comparison (Figure 2—figure supplement 1b–d).

Hsf2bpS167L/S167L male and female mice were able to reproduce but females showed a significant

reduction in the number of litters (Figure 2a), whilst males only showed a slight non-significant

reduction in fertility (Figure 2a), suggesting that the S167L variant impacts murine fertility.

Histological analysis of Hsf2bpS167L/S167L ovaries revealed no apparent differences in the number

of follicles in comparison to wild-type (WT) animals (Figure 2b–c and Figure 2—figure supplement

2a), in contrast with the drastic reduction of the follicle pool in Hsf2bp-/- ovaries (Figure 2b–c). Tes-

tes from Hsf2bpS167L/S167L mice displayed a reduced size (21% reduction compared to WT mice; tes-

tis/body weight ratio: S167L 0.26% ± 0.07 (n = 12) vs 0.33% ± 0.05 for WT controls (n = 14),

**p<0,01, Figure 2d and Figure 2—figure supplement 2b) and this reduction was stronger in

Hsf2bp-/- testes (70% reduction compared to WT, testis/body weight ratio: Hsf2bp-/- 0.10% ± 0.005

(n = 6) vs 0.33% ± 0.05 for WT controls (n = 14) ****p<0,001, Figure 2d and Figure 2—figure sup-

plement 2b). Histological analysis of adult Hsf2bpS167L/S167L testes revealed seminiferous tubules

with a partial arrest with apoptotic spermatocytes (meiotic divisions) and their epididymis exhibited

scarcer spermatozoa (Figure 2e). Consistent with these results, Hsf2bpS167L/S167L males showed

increased numbers of meiotic divisions positive for TUNEL staining (Figure 2f) and a reduction in the

number of spermatozoa in the epididymis (3.3 � 106 in the Hsf2bpS167L/S167L mutant vs 4.3 � 106 in

the WT; Figure 2g). During mouse spermatogenesis, the 12 stages of the epithelial cycle can be dis-

tinguished in seminiferous tubule sections by identifying groups of associated germ cell types

(Ahmed and de Rooij, 2009). Following these criteria, the seminiferous epithelium of Hsf2bp-/- mice

showed a stage IV arrest, characterized by a massive apoptosis of zygotene-like spermatocytes

occurring at the same time that In spermatogonia divide into B spermatogonia (Figure 2e). The

presence of spermatogonia, spermatocytes, Sertoli and Leydig cells was not altered in any of the

mutants (Figure 2e). These results suggest that mice bearing the POI-causing variant only partially

phenocopy the human disease.

Hsf2bpS167L/S167L meiocytes show an altered meiotic homologous
recombination
To further characterize meiotic defects, Hsf2bpS167L/S167L meiocytes were first analyzed for the

assembly/disassembly of the SC by monitoring the distribution of SYCP1 and SYCP3. We did not

observe any difference in synapsis and desynapsis from leptotene to diplotene in both oocytes and
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Figure 2. Mice carrying the HSF2BP S167L variant show a partial reduction of fertility. (a) Fertility assessment of males and female Hsf2bpS167L/S167L and

WT mice showing the number of litters per month and the number of pups per litter (see Materials and methods). Mice: Hsf2bp+/+n = 6 females/6

males, Hsf2bpS167L/S167Ln = 7 females/6 males. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05. (b) Hematoxylin and eosin stained sections of ovaries from

adult (8 weeks) Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- females. Hsf2bp-/- ovaries but not Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L showed a strong depletion

Figure 2 continued on next page
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spermatocytes (Figure 3—figure supplement 1a–b). However, we observed an elevated number of

apoptotic meiotic divisions in Hsf2bpS167L/S167L males (Figure 2—figure supplement 2c). These

results are consistent with the partial arrest observed in the histological analysis (Figure 2e). As

expected, this phenotype was exacerbated in Hsf2bp-/- spermatocytes that were arrested at a zygo-

tene-like stage (Figure 3—figure supplement 1c). Hsf2bp-/- oocytes showed a delay in prophase I

progression with the majority of cells at zygotene stage in 17.5 days post-coitum (dpc) females,

whilst the WT oocytes were mainly at pachytene stage. Additionally, we observed increased num-

bers of oocytes showing synapsis defects in the Hsf2bp-/- oocytes (Hsf2bp-/-: 45,5% ± 1,5 vs WT:

7,5% ± 1,5; n = 2 (both genotypes), **p<0,01, Figure 3—figure supplement 1d). These results

strongly suggest that the POI variant S167L is a hypomorphic allele.

Next, we analyzed whether the POI-inducing variant affects the loading/stability of HSF2BP by

immunolabeling meiocytes from Hsf2bpS167L/S167L mice. We observed a striking reduction of HSF2BP

staining at the axes during prophase I in both spermatocytes and oocytes (Figure 3a–b). Western

blot analysis of WT, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- in whole testis extracts from 13 days post-par-

tum (dpp) animals (Figure 3c) revealed that the reduced labeling observed by immunofluorescence

correlated with a reduced protein expression level, suggesting that the mutation leads to a reduced

expression and/or stability.

Given that HSF2BP is essential for DNA repair, we carried out a comparative staining analysis of

gH2AX, the ssDNA-binding protein RPA, the recombinases RAD51 and DMC1, the ssDNA-binding

protein SPATA22 (complexed to RPA during resection) and CO formation in meiocytes from

Hsf2bpS167L/S167L, Hsf2bp-/- and WT animals (Figures 4, 5 and 6, Figure 4—figure supplement 1,

Figure 5—figure supplement 1 and Figure 6—figure supplement 1). Our results revealed that

Hsf2bpS167L/S167L spermatocytes showed an increased labeling of gH2AX at pachytene (Figure 4a),

an accumulation of RPA at the chromosome axis (Figure 4b and Figure 4—figure supplement 1a),

a reduction of the recombinases DMC1 and RAD51 staining (Figure 5a–b and Figure 5—figure sup-

plement 1a–b), an accumulation of SPATA22 (Figure 6a and Figure 6—figure supplement 1a), and

a decreased number of COs (measured as MLH1, Figure 6b and Figure 6—figure supplement 1b).

In accordance with the reduction of COs, we observed the presence of univalents in the XY pair at

pachynema as well as univalents in metaphase I spermatocytes from Hsf2bpS167L/S167L mice

(Figure 6d and Figure 6—figure supplement 1c). These results would explain the elevated number

of apoptotic metaphases observed (Figure 2e–f and Figure 2—figure supplement 2c).

Our analysis in females showed accumulation of gH2AX staining (Figure 4c) but no accumulation

in RPA labeling in Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- oocytes (Figure 4d and Figure 4—figure supple-

ment 1b). Similar to the spermatocytes, DMC1 and RAD51 staining showed a reduction in both

Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- oocytes (Figure 5c–d and Figure 5—figure supplement 1c–d).

SPATA22 labeling in females showed a clear accumulation in Hsf2bp-/- but only a trend towards

accumulation in Hsf2bpS167L/S167L oocytes (Figure 6a and Figure 6—figure supplement 1a). In

Figure 2 continued

of follicles. Bar in panels 100 mm. (c) Quantification of the number of follicles (primordial, primary, secondary and antral follicles) per ovary in Hsf2bp+/+,

Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- females at 5 dpp and 6 weeks of age showing no differences between Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L but a strong

reduction in the oocyte pool in Hsf2bp-/- females. Ovaries: five dpp/6 weeks = 5/5 ovaries from Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L and 4/3 from Hsf2bp-/-.

Two-tailed Welch’s t-test analysis: ns, no significant differences, **p<0.01, ***p<0.001. (d) Testis size of Hsf2bpS167L/S167L (left, 21% reduction) and

Hsf2bp-/- mice (right, 70% reduction) in comparison with their WT counterparts. See Figure 2—figure supplement 2b for the quantification. (e) PAS

and Hematoxylin stained testis sections. The S167L variant leads to a partial spermatogenic arrest with an elevated number of apoptotic meiotic

divisions (blue asterisks) and a reduction of the number of spermatozoa in the epididymides in comparison with the WT control (Hsf2bp+/+). The null

allele (Hsf2bp-/-) showed a complete spermatogenic arrest at epithelial stage IV and absence of spermatozoa. Massive apoptosis of spermatocytes is

indicated (blue arrowheads). Bar: upper panels 10 mm, lower panels 20 mm. (St) Seminiferous tubules, (Ep) Epididymides. (f) Immunohistochemical

detection of apoptotic cells by TUNEL staining showing an increase of apoptotic meiotic divisions in stage XII tubules from Hsf2bpS167L/S167L males

(magnified panel). Plot under the panel represents the quantification. Mice: n = 3 adult mice for each genotype. Two-tailed Welch’s t-test analysis:

***p<0.001. Bar in panel, 25 mm. (g) Quantification of epididymal sperm in Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L adult mice. Epididymides: n = 8 for each

genotype. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 2:

Figure supplement 1. Generation and genetic characterization of Hsf2bp S167L and Hsf2bp-deficient mice.

Figure supplement 2. Fertility defects in Hsf2bpS167L/S167L mice.
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agreement with the lower presence of recombinases, the number of COs (measured as interstitial

CDK2 foci) was also reduced in Hsf2bpS167L/S167L oocytes, and a stronger reduction was observed in

Hsf2bp-/- oocytes (Figure 6c and Figure 6—figure supplement 1d). Overall, male and female

Hsf2bpS167L/S167L mice share alterations in the meiotic recombination pathway although with differ-

ent reproductive outcome.

We next sought to understand how the HSF2BP pathogenic variant was mediating the observed

meiotic alteration. HSF2BP has been shown to bind BRCA2, an essential protein for meiotic homolo-

gous recombination (Martinez et al., 2016; Sharan et al., 2004), by a direct interaction that involves

Arg200 in HSF2BP and the Gly2270-Thr2337 region within the C-terminal fragment of BRCA2

Figure 3. Meiocytes from Hsf2bpS167L/S167L mice show a decrease in the expression of HSF2BP. (a–b) Double immunofluorescence of HSF2BP (green)

and SYCP3 (red) in Hsf2bp+/+and Hsf2bpS167L/S167L (a) spermatocyte and (b) oocyte spreads showing a strong reduction in the labeling of HSF2BP at the

chromosome axis. Plots under the panels show the quantification. Nuclei analyzed: 30 zygonemas and 40 pachynemas from two adult male mice of

each genotype. In females 38/39 zygonemas and 37/35 pachynemas from two 17.5 dpc embryos of Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L, respectively. Two-

tailed Welch’s t-test analysis: ****p<0.0001. (c) Western blot analysis of protein extracts from 13 dpp WT, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- testes using

polyclonal antibodies against HSF2BP. Tubulin was used as loading control. Graph on the right represents the relative quantification of the

immunoblotting. Mice: n = 2 Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/-. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05. Bar in panels a-c, 10 mm.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 3:

Figure supplement 1. Hsf2bpS167L/S167L mice do not show synapsis defects.
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Figure 4. DNA repair in Hsf2bpS167L/S167L mice. (a, c) Double labeling of gH2AX (green) and SYCP3 (red) in (a) spermatocyte and (c) oocyte spreads

from WT, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- mice. (a) Males display an accumulation of gH2AX patches in Hsf2bpS167L/S167L pachynemas and a strong

accumulation in the whole nucleus in Hsf2bp-/- zygotene-like arrested cells. Plots on the right of the panel represent the percentage of pachynemas

with gH2AX labeling (Nuclei: 364 Hsf2bp+/+ and 376 Hsf2bpS167L/S167L from three adult mice) and the quantification of gH2AX intensity on autosomes at

Figure 4 continued on next page
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(Brandsma et al., 2019). Given the impossibility to detect endogenous BRCA2 by immunofluores-

cence in mouse spermatocytes, we carried out co-localization/interaction assays in a heterologous

system by transfecting BRCA2-C (i.e. its C-term) and HSF2BP in U2OS/HEK293T. Our results showed

that BRCA2-C co-immunoprecipitates with both HSF2BP-WT and HSF2BP-S167L in similar ways (Fig-

ure 6—figure supplement 2a). In single transfections, HSF2BP localized in the nucleus and cyto-

plasm whereas BRCA2-C showed nuclear localization. This pattern changed drastically to a nuclear

dotted pattern when co-transfected (Figure 6—figure supplement 2b). This re-localization was

independent of the HSF2BP variant, suggesting that the HSF2BP variant effects are not directly

mediated by BRCA2 delocalization.

BRME1, a novel interactor of HSF2BP
In order to further understand the mechanism underlying the pathogenicity of the HSF2BP-S167L

variant, we searched for proteins that interact with the murine HSF2BP through a yeast two hybrid

(Y2H) screening. The analysis of the clones with putative interactors revealed that 19 out of 98 ana-

lyzed clones matched the uncharacterized gene 4930432K21Rik, which corresponds to human

C19ORF57, hereby dubbed BRME1 for Break Repair Meiotic recombinase recruitment factor 1. This

HSF2BP interactor consists of 600 amino acids with a high content of acidic residues, has no recog-

nizable functional domains and is intrinsically disordered. The interaction was validated by transiently

transfecting plasmids driving the expression of HSF2BP and BRME1. Both HSF2BP-S167L and WT

interacted with BRME1 (Figure 7a). We further validated this interaction in vivo by co-immunopre-

cipitation (co-IP) of both proteins from mouse whole testis extracts (Figure 7b). To identify the

regions required for this interaction, we split the BRME1 protein into three fragments (N-terminal,

central region and C-terminal). We mapped the HSF2BP/BRME1-interacting domain to the C-term

fragment of BRME1 (spanning residues 475–600 of the murine protein, Figure 7c). In line with this,

the Brme1D142-472/D142-472 mutant mice, expressing the BRME1 protein devoid of its central part,

were fertile and did not show defects in chromosome synapsis or an alteration of HSF2BP loading to

axes, further indicating that a large fraction of the coding protein of BRME1 is not essential for

BRME1/HSF2BP function in vivo (Figure 7—figure supplement 1).

We also sought to characterize the involvement of BRME1 in meiosis through immunofluores-

cence. BRME1 localized to the chromosome axes of WT meiocytes from zygotene to pachytene with

a pattern of discrete foci that mimics the RNs (Figure 7—figure supplement 2a–b). In agreement

with the yeast two hybrid and co-IP results, BRME1 perfectly co-localized with HSF2BP on the chro-

mosome axes (Figure 7d and Supplementary file 1d for quantification). This co-localization was ver-

ified by super-resolution microscopy (Figure 7e). In accordance with the tight association of BRME1

with HSF2BP and with a role in DSB repair, both HSF2BP and BRME1 colocalized with RPA and

DMC1 foci. During prophase I, HSF2BP and BRME1 showed higher levels of spatio-temporal colocal-

ization at the RNs with RPA than with DMC1 (Figure 7—figure supplement 3a–b and

Supplementary files 1d-e for quantification). We also analyzed the HSF2BP-dependent localization

of BRME1 in Hsf2bp-/- and Hsf2bpS167L/S167L mutants. Immunofluorescence analysis of meiocytes

Figure 4 continued

early and mid-pachytene stages (Nuclei: 53 early and 60 mid pachynemas from three adult mice of each genotype). Two-tailed Welch’s t-test analysis:

*p<0.05, ****p<0.0001. (c) In females there is an accumulation of gH2AX in Hsf2bpS167L/S167L pachynemas that is stronger in those from Hsf2bp-/-

females. Nuclei: n = 21/20/19 pachynemas from 2 Hsf2bp+/+/Hsf2bpS167L/S167L/Hsf2bp-/- embryos (17.5 dpc). Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05,

****p<0.0001. (b, d) Double immunolabeling of RPA1 (green) and SYCP3 (red) in (b) spermatocyte and (d) oocyte spreads from Hsf2bp+/+, Hsf2bp S167L/

S167L and Hsf2bp-/-. (b) In males, RPA1 accumulates at early and mid-pachytene in S167L spermatocytes and in the zygotene-like arrested cells from

Hsf2bp-/-. Plot on the right of the panel represents the quantification. Nuclei: n = 31/34/37 leptonemas, n = 29/29/37 zygonemas/zygonemas-like from

three adult Hsf2bp+/+, Hsf2bp S167L/S167L and Hsf2bp-/- mice respectively, n = 33 early and 46 mid pachynemas from three adult Hsf2bp+/+ and Hsf2bp
S167L/S167L mice. Two-tailed Welch’s t-test analysis: ns, no significant differences; **p<0.01, ****p<0.0001. (d) In females, RPA1 labeling is similar in

Hsf2bp+/+, Hsf2bp S167L/S167L and Hsf2bp-/- oocytes at zygotene and pachytene. Plot on the right of the panel represents the quantification. Nuclei:

Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/ Hsf2bp-/- n = 42/41/23 zygonemas from two embryos (16.5 dpc) and n = 25/25/24 pachynemas from two embryos (17.5

dpc). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ns, no significant differences. Bar in all panels, 10 mm. Extended panels for RPA1 figures in Figure 4—figure

supplement 1.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 4:

Figure supplement 1. RPA localization in Hsf2bp mutants.
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showed a complete lack of BRME1 staining in the absence of HSF2BP and a significant reduction of

foci number in the presence of HSF2BP-S167L variant (35% reduction in males and 72% in females at

pachytene; Figure 7f–g and Figure 7—figure supplement 4a). Western blot analysis also revealed

a drastic reduction of BRME1 expression in Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- spermatocytes, suggest-

ing an HSF2BP-dependent stabilization of BRME1 (Figure 7h).

To assess if HSF2BP and/or BRME1 had DNA-binding activity (targeting to DSBs), we carried out

an in vitro binding assay using HSF2BP and BRME1 proteins expressed in a transcription and transla-

tion coupled reticulocyte system (TNT; Loregian et al., 2004; Souquet et al., 2013) in which there

Figure 5. The loading of recombinases is compromised in Hsf2bpS167L/S167L mice. Double immunolabeling of (a, c) DMC1 or (b, d) RAD51 (green) and

SYCP3 (red) in Hsf2bp+/+, Hsf2bp S167L/S167L and Hsf2bp-/- (a, b) spermatocytes and (c, d) oocytes showing a strong reduction (Hsf2bp-/-) and mild

reduction (Hsf2bp S167L/S167L) in the number of foci in comparison with their WT counterparts. Plots on the right of the panels represent the

quantification of foci on each genotype and stage. Male nuclei DMC1: Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/-, respectively, n = 43/38/37 early

zygonemas, 41/43/37 late zygonemas/zygonemas-like and 44/37 early pachynemas from two adult mice of each genotype. Male nuclei RAD51:

Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/- respectively n = 39 early zygonemas from all genotypes, 37/40/43 late zygonemas/zygonema-like and 37/39 early

pachynemas from two adult mice of each genotype. Oocyte nuclei DMC1: Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/- n = 18/18/22 zygonemas from two

embryos and n = 21/30/23 pachynemas from two embryos (17.5 dpc). Oocyte nuclei RAD51: Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/- n = 35/35/42

zygonemas and n = 42/42/40 pachynemas from two embryos (17.5 dpc). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ns, no significant differences, **p<0.01,

***p<0.001, ****p<0.0001. Bar in all panels, 10 mm. Extended panels for these figures in Figure 5—figure supplement 1.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 5:

Figure supplement 1. Defective loading of recombinases in Hsf2bpS167L/S167L mice.
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Figure 6. Recombination proficiency is decreased in Hsf2bpS167L/S167L mice. (a) Double labeling of SPATA22 (green) and SYCP3 (red) in spermatocyte

(upper panel) and oocyte (lower panel) spreads from WT, Hsf2bp-/- and Hsf2bpS167L/S167L mice. SPATA22 is accumulated in knock-out spermatocytes

and oocytes and shows a milder accumulation in the Hsf2bpS167L/S167L spermatocytes. Hsf2bpS167L/S167L oocytes show a slight but not significant

accumulation. Plots on the right of the panel represents the quantification of SPATA22 labeling. Males nuclei: n = 20 cells for each stage from two adult

mice of each genotype. Females nuclei: Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/- n = 41/40/40 zygonemas from two embryos and n = 40/39/38

pachynemas from two embryos (17.5 dpc). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ns, no significant differences, **p<0.01, ****p<0.0001. (b) Double

immunofluorescence of MLH1 (green) and SYCP3 (red) in spermatocyte spreads from WT, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/-. MLH1 foci are significantly

reduced in the Hsf2bpS167L/S167L spermatocytes and absent in the knock-out. The plot on the right shows the quantification. See also Figure 6—figure

supplement 1b for the plot showing the percentage of bivalents without CO. Nuclei: n = 61 for Hsf2bp+/+, 89 for Hsf2bpS167L/S167L and 60 for Hsf2bp-/-

from three adult mice of each genotype. Two-tailed Welch’s t-test analysis: ****p<0.0001. (c) Double labeling of CDK2 (green) and SYCP3 (red) in

oocyte spreads from 17.5 dpc Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- embryos. During meiotic prophase I, CDK2 localizes to the telomeres of

chromosomes from leptotene to diplotene. However, around mid-pachytene additional interstitial CDK2 signals appear at CO sites, colocalizing with

MLH1. As a measure of COs, just interstitial CDK2 foci (non-telomeric) have been counted. Hsf2bp-/- and Hsf2bpS167L/S167L females show a high and

moderate reduction in the number of COs, respectively. Plot on the right of the panel show the quantification. See also Figure 6—figure supplement

1d for the plot showing the percentage of bivalents without CO. Nuclei: Hsf2bp+/+/Hsf2bp S167L/S167L/Hsf2bp-/- n = 79/67/46 from three embryos (17.5

dpc). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ***p<0.0001, ****p<0.0001. (d) Double immunofluorescence of gH2AX (green) and SYCP3 (red) in spermatocyte

spreads from WT and Hsf2bpS167L/S167L mice. At pachytene, gH2AX allows the identification of the XY bivalent. Diagram on the right represents the

quantification of the pachynemas with unsynapsed sex chromosomes from Hsf2bpS167L/S167L and WT mice. Nuclei: n = 150 pachynemas from three

adult mice of each genotype. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05. Bar in all panels, 10 mm.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 6:

Figure supplement 1. Meiotic recombination is affected in Hsf2bpS167L/S167L mice.

Figure supplement 2. Comparative interaction of HSF2BP-S167L and HSF2BP-WT with BRCA2.
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Figure 7. BRME1, a novel HSF2BP interactor that colocalizes to the recombination nodules. (a) HEK293T cells were transfected with Flag-HSF2BP (WT,

upper panel; S167L, lower panel) and its novel interactor GFP-BRME1. Protein complexes were immunoprecipitated (IP: green text) with either anti-Flag

or anti-EGFP or IgGs (negative control) and analysed by immunoblotting with the indicated antibody (WB: red text). Both HSF2BP variants (WT and

S167L) co-immunoprecipitated similarly with BRME1. (b) IP of testis extracts with antibodies against BRME1, HSF2BP and IgGs as a negative control (IP:

Figure 7 continued on next page
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are no nuclear proteins and chromatin (Melton et al., 1984) and used RPA as positive control. Our

results show that both proteins lacked direct DNA-binding abilities, in contrast to the strong activity

of RPA (Figure 7—figure supplement 4b–c).

To determine the role of BRME1 in recombination and DNA repair, we analyzed its cytological

distribution pattern in different mutants lacking synapsis/recombination-related proteins. These

mutants were the meiotic cohesin REC8 (Bannister et al., 2004), the central element protein of the

SC SIX6OS1 (Gómez-H et al., 2016), the E3 ligases involved in the stabilization of recombinogenic

proteins RNF212 and HEI10 (Qiao et al., 2014), the spermatoproteasomal subunit PSMA8

(Gómez-H et al., 2019), and the nuclease SPO11 required for DSBs generation (Rnf212-/-, Hei10-/-

and Spo11-/- mouse mutants are described in this work, see Materials and methods and Figure 7—

figure supplement 5 and Figure 7—figure supplement 6a, Baudat et al., 2000). HSF2BP staining

was also carried out for a direct comparison. We were able to show that none of the recombination-

deficient mutants abrogate BRME1 labeling at zygotene (or the corresponding meiotic stage at

which the mutant spermatocytes are arrested), in contrast to its absence of loading in SPO11-defi-

cient mice (Figure 7—figure supplement 6b, left). These results are very similar to those obtained

for HSF2BP in these mutants (Figure 7—figure supplement 6b, right) and indicate that SPO11-

dependent DSBs are essential for targeting HSF2BP/BRME1 to the RNs, and that the heterocomplex

can be positioned at early events soon after DSBs generation.

To functionally analyze the role of BRME1 in mouse fertility, we generated a Brme1-/- null mutant

by genome editing (Figure 8—figure supplement 1a–d). Brme1-/- females, despite being fertile,

showed a strong reduction of the follicle pool (Figure 8a). Male Brme1-/- mice were infertile, the

average size of their testes was severely reduced (76% reduction compared to WT; testis weight/

body weight ratio: Brme1-/- 0,08% ± 0004 (n = 6) vs 0,33% ± 0,05 for WT controls (n = 14),

****p<0.0001, Figure 8b and Figure 2—figure supplement 2b), and lacked spermatozoa

(Figure 8c). Histological analysis showed a meiotic arrest at epithelial stage IV with apoptotic sper-

matocytes (Figure 8c). Double immunolabeling of SYCP3 and SYCP1 revealed that spermatocytes

were partially synapsed and showed a partner-switch phenotype in which synapsis is not restricted

to homologous pairs (Figure 8d). The arrest corresponds to a zygotene-like stage though a small

fraction of cells (3,7% ± 1,9; n = 3) were able to escape this blockage reaching early pachytene.

Brme1-/- oocyte spread analysis revealed the presence of a subset of fully synapsed pachynemas but

an increased number of cells with different degree of asynapsis (47,9% ± 2,2 vs 12% ± 5,7 in the WT;

n = 2 (both genotypes), *p<0,05 Figure 8e and Figure 8—figure supplement 1e). Given the

Figure 7 continued

green text) and western blot with the indicated antibodies (WB: red text) (c) Schematic representation of full-length BRME1 protein and the

corresponding deletion (D) constructs (filled boxes) generated to decipher the essential BRME1 region for interacting with HSF2BP (green positive

interaction and red no interaction). Western blots under the scheme show the Co-IP experiments. HEK293T cells were transfected with GFP-HSF2BP

and the different delta constructs of Flag-BRME1. The D475–600 abolishes the interaction, indicating that the C terminus of BRME1 is the essential

region of interaction with HSF2BP. (d) Triple immunofluorescence of BRME1 (green), HSF2BP (red) and SYCP3 (blue) in WT spermatocyte spreads

showing high colocalization between BRME1 and HSF2BP at late zygotene and pachytene (See Supplementary file 1d for quantification). Bar in panel,

10 mm. (e) Double immunolabeling of spermatocyte spread preparations with HSF2BP (green) and BRME1 (red) analyzed by Stimulated emission

depletion (STED) microscopy. Bar in panel, 5 mm. (f–g) Double immunofluorescence of BRME1 (green) and SYCP3 (red) in (f) spermatocytes and (g)

oocyte spreads from Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- showing a strong reduction of BRME1 staining in the S167L mutant and absence in the

Hsf2bp knock-out. Plots next to the panel represent the quantification. See also extended Figure 7—figure supplement 4a. Male nuclei: Hsf2bp+/+/

Hsf2bpS167L/S167L/Hsf2bp-/-: n = 16/16/20 early and 15/15/16 late zygonemas, 16/16 /- pachynemas from two adult mice. Female nuclei: n = 18

pachynemas from two embryos (17.5 dpc) of each genotype. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05, ****p<0.0001. Bar in panels, 10 mm. (h)

Western blot analysis of protein extracts from 13 dpp WT, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/- testes using an antibody against BRME1. Tubulin was used as

loading control. Graph on the right represents the relative quantification of the immunoblotting. Mice: n = 2 Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L and Hsf2bp-/-.

Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 7:

Figure supplement 1. Brme1 D142–472 mutants do not show meiotic defects.

Figure supplement 2. C19ORF57/BRME1 localizes at meiotic RNs.

Figure supplement 3. Colocalization analysis of BRME1 and HSF2BP with RPA and DMC1.

Figure supplement 4. BRME1 localization depends on HSF2BP and none of them has DNA-binding abilities.

Figure supplement 5. Generation and genetic characterization of Rnf212-/- and Hei10-/- mice.

Figure supplement 6. BRME1 loading depends on DSBs generation but not on synapsis.
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Figure 8. Brme1-/-mice show severe fertility defects. (a) Hematoxylin+eosin stained sections of ovaries from adult Brme1-/- females showing a strong

depletion of follicles. Plot on the right represents the quantification in 3 months-old females. Ovaries: n = 3 ovaries for each genotype. Two-tailed

Welch’s t-test analysis: *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. Bar in panels, 50 mm. (b) Testes from adult Brme1-/- males show a strong reduction of the

testis size. See quantification of testis weight/body weight at Figure 2—figure supplement 2b. (c) Spermatogenesis is arrested at epithelial stage IV in

Figure 8 continued on next page
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interaction between HSF2BP and BRME1, we tested whether HSF2BP localization depended on

BRME1 by immunolabeling of HSF2BP in Brme1-/- spermatocytes and oocytes. Our results showed a

strong reduction of HSF2BP staining in BRME1-null spermatocytes (Figure 8f) and a total absence in

oocytes (Figure 8g). Western blot analysis of HSF2BP in 13 dpp testis extracts from Brme1-/- mice

showed a strong reduction in comparison with the WT control (Figure 8h), suggesting again that

BRME1 is necessary for HSF2BP protein stabilization.

Immunostaining of Brme1-/- spermatocytes for gH2AX, RPA, the recombinases RAD51 and DMC1

or SPATA22 revealed an accumulation of gH2AX and RPA on zygonema-like spermatocytes (Fig-

ure 9—figure supplement 1a–b), a drastic reduction of RAD51/DMC1 foci in early and late zygo-

nema (Figure 9a and c, Figure 9—figure supplement 2a and c) and a strong accumulation of

SPATA22 (Figure 9e and Figure 9—figure supplement 2e). According to the meiotic arrest at the

zygotene-like stage, MLH1 staining revealed a total absence of COs (Figure 9g). As in males,

Brme1-/- oocytes showed an accumulation of gH2AX (Figure 9—figure supplement 1c) and

SPATA22 (Figure 9f and Figure 9—figure supplement 2f) and a reduced staining of DMC1 and

RAD51 leading to a reduced number of COs (measured as interstitial CDK2; Figure 9b, d and h, Fig-

ure 9—figure supplement 2b and d). However, Brme1-/- oocytes did not show RPA accumulation

(Figure 9—figure supplement 1d). These results are similar to the phenotypes described for

HSF2BP mutants (Figures 4, 5 and 6, Figure 4—figure supplement 1, Figure 5—figure supple-

ment 1, Figure 6—figure supplement 1 and (Brandsma et al., 2019) see Supplementary file 1f for

a complete comparison among mutants and their meiotic alterations). Thus, both HSF2BP and

BRME1 mutant mice show a highly similar phenotype including sexual dimorphism.

BRME1 and HSF2BP form a multimeric complex with PALB2 and BRCA2
To further delineate the interactome of BRME1, we immuno-precipitated BRME1 from testis extracts

coupled to mass-spectrometry. We identified as expected HSF2BP as the main interactor, but also

BRCA2, PALB2, RAD51 and RPA, strongly suggesting that they form a large multimeric complex

(Supplementary files 1g-1h). For validation, we transfected the corresponding expression plasmids

in HEK293T cells for co-IP analysis. BRME1 co-immunoprecipitated with BRCA2 and HSF2BP when

they were all co-transfected, but importantly BRME1 alone did not co-immunoprecitate with BRCA2

(Figure 10a–b). The reciprocal co-IP of BRCA2 with HSF2BP and BRME1 was also positive. We also

observed modest but positive co-IP of HSF2BP with RPA, PALB2 and RAD51; and of BRME1 with

RAD51 and RPA but not with PALB2 (Figure 10—figure supplement 1a). These interactions were

further analyzed in a cell-free TNT system coupled to co-immunoprecipitation assays. We observed

an absence of direct interaction between any of them, with the exception of BRME1 and HSF2BP, as

expected from the Y2H analysis (Figure 10—figure supplement 1b). These results suggest that

these proteins belong to a complex (or complexes) in vivo (likely through BRCA2) and that the

HSF2BP-S167L variant could be altering BRME1 interaction with partners of major BRCA2-containing

recombination complexes.

Finally, given the interaction of BRME1 and HSF2BP, we analysed their interdependence in U2OS

cells. Transfected HSF2BP was localized diffusely in the cytoplasm and the nucleus (Figure 10c).

Figure 8 continued

Brme1-/- as shown in PAS+hematoxylin stained testis sections. Massive apoptosis of spermatocytes is indicated (red asterisks). The spermatogenic arrest

leads to empty epididymides and non-obstructive azoospermia. (St) Seminiferous tubules. (Ep) Epididymides. Bar in panels, 10 mm. (d–e) Double

labeling of (d) spermatocyte and (e) oocyte spreads from WT and Brme1-/- mice with SYCP3 (red) and SYCP1 (green). Brme1-/- spermatocytes arrest in a

zygotene-like stage and show synapsis between non-homologous chromosomes. (e) Brme1-/- females showed a subset of fully-synapsed pachynemas

(18.5 dpc) but increased numbers of synapsis-defective cells. See extended panel for females at Figure 8—figure supplement 1e. Bar in panels, 10

mm. (f–g) Double labeling with HSF2BP (green) and SYCP3 (red) of (f) spermatocyte and (g) oocyte spreads from Brme1-/- mice showing faint HSF2BP

labeling in spermatocytes and total absence of labeling in oocytes. Plot on the right of (f) panel represents de quantification of HSF2BP foci in Brme1-/-

spermatocytes. Nuclei: n = 30 zygonemas/zygonemas-like from two adult mice of each genotype (Brme1+/+ values from Figure 3a) Two-tailed Welch’s

t-test analysis: ****p<0.0001. Bar in panels, 10 mm. (h) Western blot analysis of protein extracts from 13 dpp WT, Brme1-/- and Hsf2bp-/- testes with a

specific antibody against HSF2BP. Tubulin was used as loading control. Graph on the right represents the relative quantification of the immunoblotting.

Mice: n = 2 Brme1+/+, Brme1-/- and Hsf2bp-/-. Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 8:

Figure supplement 1. Generation and genetic characterization of Brme1 knock-out mice.
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Figure 9. BRME1 is essential for meiotic recombination. (a–b) Double immunofluorescence of DMC1(green) and SYCP3 (red) in Brme1+/+ and Brme1-/-

(a) spermatocytes and (b) oocytes showing a reduction in the number of DMC1 foci. Plots under each panel represent the quantification. See also

extended panels on Figure 9—figure supplement 2a–b. Male nuclei for DMC1: Brme1+/+/Brme1-/- n = 43/50 early and 41/52 late zygonemas/

zygonemas like from two adult mice of each genotype (Brme1+/+ values from Figure 5a). Female nuclei for DMC1: Brme1+/+/Brme1-/- n = 18/30

Figure 9 continued on next page
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However, when HSF2BP was co-overexpressed with BRME1, its pattern changed to an intense nucle-

oplasm staining with nuclear invaginations that resemble nucleoplasmic reticulum

(Figure 10c; Malhas et al., 2011). Interestingly, such invaginations were reduced when BRME1 was

co-transfected with HSF2BP-S167L (Figure 10c). In addition, the intensity of the fluorescence signal

of HSF2BP-S167L was lower than for HSF2BP-WT and both intensities increased when HSF2BP was

co-expressed with BRME1 (Figure 10c). Western blot analysis indicated a reduced protein stability

of the S167L variant (Figure 10d), in agreement with the results observed in vivo (Hsf2bpS167L/S167L

mutant, Figure 3). Interestingly, the protein expression level of transfected HSF2BP increased when

co-transfected with BRME1 and was partially dependent on proteasome degradation (Figure 10d),

indicating a role of BRME1 in stabilizing HSF2BP. Taken altogether and given the low protein

expression of BRME1 in the Hsf2bpS167L/S167L, these results suggest a functional interdependence

between BRME1 and HSF2BP that leads to their lower protein stability/expression in mutant meio-

cytes, which might induce recombination defects.

Discussion
Using exome sequencing, we identified the S167L missense variant in HSF2BP in a consanguineous

family with three cases of POI with secondary amenorrhea. All affected family members are homozy-

gous for the variant, and the healthy relatives are heterozygous carriers. The causality of the

HSF2BP-S167L variant is supported by the meiotic phenotype and the subfertility observed in

Hsf2bpS167L/S167L female mice. Furthermore, the DNA repair defects in murine Hsf2bpS167L/S167L

meiocytes, displayed by the reduced number of RAD51/DMC1 foci on DSBs and the subsequent

reduction in the number of COs, provide evidence that this missense variant alters meiotic recombi-

nation. This conclusion was further supported by the comparative analysis of the S167L allele with

the Hsf2bp null allele, which revealed that the missense variant can be considered as a hypomorphic

allele. This is in agreement with the secondary amenorrhea observed in the patients, and the residual

(medically-assisted) fertility in one of the affected sisters. Our identification of HSF2BP as a gene

implicated in POI is in line with recent reports of POI-causing variants in genes that are required for

DNA repair and recombination, such as MCM8, MCM9, SYCE1, MSH4, PSMC3IP, FANCM or NBN

(AlAsiri et al., 2015; Carlosama et al., 2017; de Vries et al., 2014; Fouquet et al., 2017; He et al.,

2018; Tenenbaum-Rakover et al., 2015; Tucker et al., 2018; Wood-Trageser et al., 2014;

Zangen et al., 2011).

Meiotic mouse mutants often exhibit sexually dimorphic phenotypes (Cahoon and Libuda, 2019).

These differences can have a structural basis, given that the organization of the axial elements is

known to be different between sexes. This is supported by the difference in length of the axes and

Figure 9 continued

zygonemas and 21/31 pachynemas from two embryos (17.5 dpc) of each genotype (Brme1+/+ values from Figure 5c). Two-tailed Welch’s t-test analysis:

***p<0.001, ****p<0.0001. Bar in panels, 10 mm. (c–d) Double immunofluorescence of RAD51 (green) and SYCP3 (red) in Brme1+/+ and Brme1-/- (c)

spermatocytes and (d) oocytes showing a reduction in the number of RAD51 foci in the Brme1-/- in comparison to the WT. Plots under each panel

represent the quantification. See also extended panels on Figure 9—figure supplement 2c–d. Male nuclei for RAD51: Brme1+/+/Brme1-/- n = 39/39

early and 37/45 late zygonemas/zygonemas like from two adult mice of each genotype (Brme1+/+ values from Figure 5b). Female nuclei for RAD51:

Brme1+/+/Brme1-/- n = 35/31 zygonemas and 42/40 pachynemas from two embryos (17.5 dpc) of each genotype (Brme1+/+ values from Figure 5d).

Two-tailed Welch’s t-test analysis: ****p<0.0001. (e–f) Quantification of SPATA22 intensity in (e) spermatocytes and (f) oocyte spreads from Brme1+/+

and Brme1-/-. See immunofluorescences in Figure 9—figure supplement 2e–f. Nuclei: Males, n = 20 cells from two adult mice of each genotype

(Brme1+/+ from Figure 6a). Females, Brme1+/+/Brme1-/- n = 41/40 zygonemas and 40/40 pachynemas from two embryos of each genotype (17.5 dpc)

(Brme1+/+ from Figure 6a). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ****p<0.0001. (g) Double immunofluorescence of MLH1 (green) and SYCP3 (red) in

Brme1+/+ and Brme1-/- spermatocytes showing the absence of MLH1 labeling in the knock-out. (h) Double labeling of CDK2 (green) and SYCP3 (red) in

oocyte spreads from 17.5 dpc Brme1+/+ and Brme1-/- embryos. During meiotic prophase I, CDK2 localizes to the telomeres of chromosomes from

leptotene to diplotene. However, around mid-pachytene additional interstitial CDK2 signals appear at CO sites, colocalizing with MLH1. As a measure

of COs, just interstitial CDK2 foci (non-telomeric) have been counted. Brme1-/- females show a strong reduction in the number of COs. Plot under the

panel show the quantification. Nuclei: Brme1+/+/Brme1-/- n = 79/49 from three embryos (17.5 dpc) in WT and two embryos in Brme1-/- (Brme1+/+ from

Figure 6c). Two-tailed Welch’s t-test analysis: ***p<0.0001. Bar in all panels, 10 mm.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 9:

Figure supplement 1. DSBs are formed but not properly repaired in Brme1-deficient mice and mimic the phenotype of Hsf2bp-deficient mice.

Figure supplement 2. Altered dynamic of recombinational proteins in the absence of BRME1.
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Figure 10. BRME1 forms a complex with BRCA2 and HSF2BP and stabilizes HSF2BP. (a–b) HEK293T cells were co-transfected with GFP-BRME1, Flag-

BRCA2-C and HA-HSF2BP. Protein complexes were immunoprecipitated (IP: green text) with either an anti-Flag, anti-EGFP, anti-HA or IgGs, and

analyzed by western blot with the indicated antibody (WB: red text). (a) BRME1 does not co-immunoprecipitate with BRCA2-N, BRCA2-M or BRCA2-C.

(b) In the presence of HA-HSF2BP (triple co-transfection) BRCA2-C and BRME1 coimmunoprecipitate (co-IPs between HSF2BP and BRCA2-C are shown

in Figure 6—figure supplement 2a). (c) Transfected U2OS cells with plasmids encoding Flag-HSF2BP (WT or S167L) and EGFP-BRME1 alone or

together were immuno-detected with antibodies against Flag (red) and EGFP (green). Transfected HSF2BP (WT and S167L) labels the whole cell (S167L

less intense) whereas BRME1 shows nuclear localization. When co-expressed, BRME1 and HSF2BP change their patterns and form nuclear invaginations

that resemble nucleoplasmic reticulum. This phenotype is milder in the presence of HSF2BP-S167L than with the WT (graph under the panel:

quantification of the number of cells showing a nucleoplasmic reticulum pattern). n > 400 cells from two independent transfections of each condition.

Two-tailed Welch’s t-test analysis: *p<0.05. Bar in panel, 20 mm. (d) HEK293T cells were transfected with Flag-HSF2BP (WT and S167L) alone or with

GFP-BRME1. Additionally, cells transfected with Flag-HSF2BP were treated with the proteasome inhibitor (MG132, 10 mM) and analyzed by western

blot. Cherry was used as transfection efficiency control. HSF2BP-WT was expressed at higher levels than HSF2BP-S167L and their detection (both the

WT and the S167L variant) was increased when co-transfected with BRME1. The increase was greater for the HSF2BP-S167L variant in comparison with

the WT. Incubation with MG132 increased the detection levels of transfected HSF2BP mimicking the effect of co-transfecting BRME1. n = 3

independent transfections for each condition. Two-tailed Welch’s t-test analysis: **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 10:

Figure supplement 1. Co-immunoprecipitations of BRME1, HSF2BP, RPA, RAD51 and PALB2 expressed from transfected HEK293 cells and from TNT

assays.
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by the essential role that the meiotic cohesin subunit RAD21L plays in males but not in females

(Herrán et al., 2011). In general, meiotic recombination mutants appear to proceed further in

female than in male, because in males the asynapsis of the sex bivalent leads to a loss of silencing of

the Y chromosome, and perhaps also because of the presence of less stringent checkpoints in

oogenesis (Hunt and Hassold, 2002). A sexually dimorphic phenotype is also observed here in our

HSF2BP-S167L mutant mice. Both sexes show a significant decrease in the number of COs and con-

sequently an increase in the frequency of meiocytes showing bivalents without CO. This leads to a

significant reduction of spermatozoa in the epididymis, while the number of oocytes and their distri-

bution in the follicular pool are not affected in females. Our failure to detect any significant impact

of the variant on male fertility could be due to the high variability in litter frequency and size in our

study. However, it is known that a strong reduction of the spermatozoa count (up to 60%) does not

affect male mouse fertility (Schürmann et al., 2002), which would explain the normal fertility of male

mice bearing the HSF2BP-S167L variant despite the presence of overt meiotic alterations. By con-

trast, female mice with the HSF2BP-S167L variant show a mild sub-fertility phenotype with a reduc-

tion of litter frequency. This can be due to the very much fewer gametes available for fertilization in

females in comparison to males but also to molecular differences in the meiotic recombination pro-

cess in both sexes (Cahoon and Libuda, 2019), as displayed by the absence of RPA accumulation or

the more pronounced decrease in DMC1 foci observed in HSF2BP-S167L oocytes.

Although we cannot exclude that a POI-like phenotype would appear over time in HSF2BP-S167L

female mice, the sub-fertility observed in HSF2BP-S167L females appears to be milder in comparison

to the phenotype of the human patients. This could be explained by a lower sensitivity of mice to

hypomorphic alleles compared to humans, in a similar manner to the known lower gene dosage sen-

sitivity of the former in the context of genes that are haploinsufficient in human (Veitia, 2003). In

addition, the initial events of human female meiosis appear to be more error-prone than in mice, or

even than human males, as evidenced by the increased incidence of synaptic defects in the human

oocytes or the fact that MLH1 foci appear much earlier in prophase I (Hassold et al., 2007). Further-

more, it has recently been shown that human oocytes exhibit a specific CO maturation inefficiency

(Wang et al., 2017). Indeed, despite a higher total number of COs in women, the frequency of biva-

lents without CO is paradoxically higher in women than in men. Altogether, these observations could

explain the stronger phenotype of the human POI patients compared to the Hsf2bpS167L/S167L female

mice.

The absence of homozygous male carriers in the consanguineous family studied here prevents

the direct comparison of the impact of the HSF2BP-S167L variant on fertility phenotypes between

human and mouse males. Although future studies might identify infertile men homozygous for the

S167L variant, it is interesting to note that another variant of HSF2BP (G224*) was shown to affect

recombination rate in males and that two siblings homozygous for this HSF2BP variant in the ana-

lyzed Icelandic population were healthy but without descendants, suggesting they were infertile

(Halldorsson et al., 2019). This reinforces a conserved function of HSF2BP in human male fertility.

We have shown through a biochemical analysis that BRME1 immunoprecipitates mainly with its

partner HSF2BP (constituting or belonging to a complex) but also with PALB2, RAD51, RPA and

BRCA2 (in testis extracts). These interactions could possibly be mediated by the multidomain hub

protein BRCA2 (Siaud et al., 2011) as HSF2BP interacts directly with BRCA2 (Brandsma et al.,

2019) and with BRME1 (this work). In addition, BRCA2 also directly interacts with the DSBs recruiter

PALB2, with the recombinases RAD51 and DMC1 (through different specific domains), and with

DNA (Siaud et al., 2011). This BRCA2-containing complex participates in the orderly orchestration

of events at DSBs such as the initial binding of RPA to the resected DNA, the exchange of RPA by

RAD51/DMC1, and the loading of the MEIOB-SPATA22 complex to the RPA complexes

(Martinez et al., 2016; Zhao et al., 2015). Interestingly, genes with recently identified variants in

POI patients are implicated in the repair of induced DSBs at the early stages of meiosis and encode

BRCA2-interacting factors, such as MEIOB, DMC1 or BRCA2 itself (Caburet et al., 2019a;

Caburet et al., 2020; Caburet et al., 2019b; He et al., 2018). This highlights the crucial importance

and the high sensitivity of this particular meiotic step, and the hub role of BRCA2 as a tightly regu-

lated platform for correct meiotic recombination.

We have also shown by several complementary approaches that the proteins HSF2BP/BRME1

constitute in vivo a functional complex in which both subunits are essential for meiotic recombination

and for their mutual protein expression and/or stability in vivo. Accordingly, the genetic depletion of
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BRME1 or HSF2BP leads to similar if not identical phenotypes in which oogenesis is altered with

severe defects in chromosome synapsis that promotes premature loss of ovarian follicles and sper-

matogenesis is arrested at zygotene-like stage resulting in a lack of spermatozoa. These meiocytes

are not able to load the recombinases RAD51/DMC1, impairing the proper repair of DSBs leading

to the generation of no COs or very few in males and females, respectively. As a consequence, zygo-

nema-like spermatocytes accumulate the single strand binding proteins SPATA22 and RPA, whereas

oocytes accumulates only SPATA22. During the course of the reviewing of this work, three Brme1

knockouts have been described (Zhang et al., 2020; Shang et al., 2020; Takemoto et al., 2020).

All the described male mutants show strong fertility defects and similar molecular alterations

although with different severity. In females, the two works that address their analysis (Shang et al.

and Takemoto et al.), describe normal fertility which is in contrast with the strong reduction in the

follicle pool and meiotic defects observed in our Brme1-/- females. The higher severity of our male

and female mutants could be explained on the basis of the different genetic background of the mice

given that all of them are apparently similar.

The S167L human recessive POI variant behave as a hypomorphic allele in mice, which results in a

reduction of the protein expression/stability of itself and of its partner BRME1 in vivo and in trans-

fected cells. As a consequence, both male and female Hsf2bpS167L/S167 mice show a similar but

milder phenotype than that of the Hsf2bp-/-or Brme1-/-, consisting in a reduction in the spermatozoa

count while being fertile and a subtle reduction in female fertility. Molecularly, the reduction

observed in the meiocytes of the mutant Hsf2bpS167L/S167L mice of RAD51/DMC1, the reduction of

COs (both in males and females), the accumulation of RPA (only in males) and SPATA22 (in males

and females) are also weaker than in the null mutant. The observed accumulation of RPA in males is

likely to occur at the early stages of recombination because SPATA22 loading to the DSBs is also

increased in the mutants of HSF2BP and BRME1. RPA, as part of a trimeric replication protein com-

plex (RPA1-RPA2-RPA3), binds and stabilizes ssDNA intermediates that form during DNA repair. In

meiosis, RPA is also forming a complex with two other essential meiotic players MEIOB (homologue

of RPA) and SPATA22. However, the loading of this complex to DSBs is RPA-independent

(Shi et al., 2019). It has been postulated that RPA functions in meiosis at two different stages; (i)

during the early recombination stages when the DSBs ends are resected by the MRN complex and

(ii) during the strand invasion into the homologous duplex that is carried out by RAD51/DMC1 and

ssDNA is generated at the displacement loops (Shi et al., 2019). The observed lack of DNA-binding

ability of HSF2BP/BRME1 points towards a model in which the absence of the complex HSF2BP/

BRME1 through a direct interaction with BRCA2 impairs the replacement of RPA by RAD51/DMC1

in the foci that form on the DSBs of the spermatocytes. Similarly, the reduced expression at the pro-

tein level of HSF2BP/BRME1 as a consequence of the POI variant, which does not affect their hetero-

dimerization, would make them less proficient in replacing RPA in the spermatocytes by the

recombinases RAD51/DMC1 leading to a lower frequency of COs. Given the unknown function that

RPA plays in vivo during oogenesis (Shi et al., 2019), it is tempting to speculate that the role of RPA

in mediating the replacement of RAD51/DMC1 in female meiosis would be carried out by another

protein complex such as SPATA22/MEIOB in a HSF2BP/BRME1-dependent manner.

Very recently, a high-resolution genome-wide recombination map revealed novel loci involved in

the control of meiotic recombination and highlighted genes involved in the formation of the SC

(SYCE2, RAD21L, SYCP3, SIX6OS1) and the meiotic machinery itself as determinants of COs

(Halldorsson et al., 2019). Within the second category, variants of the SUMO ligase RNF212 and

the ubiquitin ligase HEI10 have been largely documented as genetic determinants of the recombina-

tion rate in humans and, importantly, so were variants of HSF2BP. Consequently, gene dosage of

RNF212 and HEI10 affects CO frequency through their activity in CO designation and maturation

(Lake and Hawley, 2013; Reynolds et al., 2013). We found that both BRME1 and HSF2BP localiza-

tion are unaffected in the loss-of-function mouse mutants of Rnf212 and Hei10 (Ccnb1ip1). This

observation together with the proper co-localization of BRME1/HSF2BP with RPA allows us to map

these proteins upstream in the recombination pathway.

It is worth noting that some of the genes affecting the recombination rate have also been

described as ‘fertility genes’, such as SYCP3, HFM1 and HSF2BP (Geisinger and Benavente, 2017;

Primary Ovarian Insufficiency Collaboration et al., 2014 and this work). Altogether, we propose

that different variants of the same meiotic gene (alleles responsible for mild or strong phenotypes)

can give rise to either an altered genome-wide recombination rate with no detrimental effect, or

Felipe-Medina et al. eLife 2020;9:e56996. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.56996 20 of 39

Research article Cell Biology

https://doi.org/10.7554/eLife.56996


cause infertility when the decreased recombination rate falls below the lower limit of one COs per

bivalent. In the present POI family, the S167L variant in HSF2BP seems to be below that limit. To our

knowledge, HSF2BP is one of the very few human genes with variants known to affect both the

genome-wide recombination rate in the human population and meiotic chromosome missegregation

(fertility) through a reduction of the recombination rate (Halldorsson et al., 2019). Along similar

lines, it is conceivable that variants with additive effects (Schimenti and Handel, 2018) can lead to a

genome-wide reduction of the recombination rate and thus to aneuploidy and infertility. Specifically,

variants in genes involved in meiotic recombination and SC constituents could be responsible for a

large fraction of genetic infertilities. These variants should be under purifying selection and would

be removed or substantially reduced from the population. However, this is not the case for genes

with sexual phenotypic dimorphism (Gershoni and Pietrokovski, 2014) as is apparent for a wide

number of meiotic genes (Cahoon and Libuda, 2019), including HSF2BP and BRME1, where individ-

uals of one of the sexes are fertile carriers.

In summary, we describe for the first time a human family where POI co-segregates with a genetic

variant in HSF2BP (S167L) in a Mendelian fashion. Humanized mice reveal that the HSF2BP variant is

a hypomorphic allele that promotes the lower protein expression and/or stability of the HSF2BP/

BRME1 complex and phenocopy in a milder manner the meiotic defects observed in mice lacking

either HSF2BP or its direct interactor BRME1.

Materials and methods

Whole exome sequencing
Written informed consent was received from participants prior to inclusion in the study and the insti-

tutions involved. Genomic DNA was extracted from blood samples by standards protocols.

For individuals III-3 and III-10, library preparation, exome capture, sequencing and initial data

processing were performed by Beckman Coulter Genomics (Danvers, USA). Exon capture was per-

formed using the hsV5UTR kit target enrichment kit. Libraries were sequenced on an Illumina HiSEQ

instrument as paired-end 100 bp reads. For individual III-2, library preparation, exome capture,

sequencing and data processing were performed by IntegraGen SA (Evry, France) according to their

in-house procedures. Target capture, enrichment and elution were performed according to manufac-

turer’s instructions and protocols (SureSelect Human All Exon Kits Version CRE, Agilent). The library

was sequenced on an Illumina HiSEQ 2500 as paired-end 75 bp reads. Image analysis and base call-

ing was performed using Illumina Real Time Analysis (RTA 1.18.64) with default parameters.

Bioinformatic analysis
For the three individuals, sequence reads were mapped onto the human genome build (hg38/

GRCh38) using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA) tool. Duplicated reads were removed using sam-

bamba tools. Whole exome sequencing metrics are provided in Supplementary file 1a. Variant call-

ing, allowing the identification of SNV (Single Nucleotide Variations) and small insertions/deletions

(up to 20 bp) was performed via the Broad Institute GATK Haplotype Caller GVCF tool (3.7).

Ensembl VEP (Variant Effect Predictor, release 87) program was used for initial variant annotation.

This tool considers data available in dbSNP (dbSNP147), the 1000 Genomes Project

(1000G_phase3), the Exome Variant Server (ESP6500SI-V2-SSA137), the Exome Aggregation Con-

sortium (ExAC r3.0), and IntegraGen in-house databases. Additional annotation data was retrieved

using dbNSFP (version 3.5, https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP) and Varsome (https://

varsome.com/). Minor allele frequencies were manually verified on GnomAD (http://gnomad.broad-

institute.org), ISB Kaviar (http://db.systemsbiology.net/kaviar/), and Great Middle Eastern variant

database GME Variome (http://igm.ucsd.edu/gme/).

Variant filtering was performed on the following criteria:

. minimum depth at variant position of 10,

. correct segregation in the family, on the basis of homozygosity by descent: variants should be
homozygous in both affected sisters III-2 and III-3, and heterozygous or homozygous for Refer-
ence allele in the fertile sister III-10,

. absence in unrelated in-house fertile controls,
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. Minor Allele Frequency (MAF) below 1% in global and in each population in the GnomAD
database,

. presence in the coding sequence (i.e not in UTRs, introns, intergenic,.)

. high predicted functional impact on the protein. Impact was evaluated based on the predictors
included in dbNSFP3.5 (Cahoon and Libuda, 2019; Carlosama et al., 2017; Cox and Mann,
2008) (considered as pathogenic when the majority of the predictors agreed).

The number of variants fulfilling those criteria is provided in Supplementary file 1b. Visual inspec-

tion of the variant was performed using the IGV viewer.

Sanger sequencing analysis
To confirm the presence and segregation of the variant, direct genomic Sanger DNA sequencing of

HSF2BP was performed in the patients, the parents and non-affected siblings using specific primers:

HSF2BP-ex6F: 5’-ctagaatcttctgtatcctgca-3’ and HSF2BP-ex6R2: 5’-ggtctggaagcaaacaggcaa-3’. The

resulting chromatograms are shown in Figure 1—figure supplement 1.

Predictions of pathogenicity and sequence conservation
The S167L variant was predicted to be pathogenic or deleterious and highly conserved by 11 out of

the 18 pathogenicity predictors available in dbNSFP 3.5 (Supplementary file 1c). Upon verification,

it appears that the conflicting interpretation of this variant might stem from the single occurrence of

a Leu at this position in zebrafish. As the change in zebrafish is the variant that we have in the human

family, we checked all the available sequences (Ensembl Release 99, January 2020, removing the

one-to-many relationships). Ser167 is very highly conserved in mammals, birds and reptiles and fish

and is present in 208 of 212 orthologous sequences (Figure 1—figure supplement 2 and Figure 1—

figure supplement 3).

Generation of CRISPR/Cas9-edited mice
For developing all the mutant mice models (Hsf2bp-/-, Hsf2bpS167L/S167L, Brme1D142-472/D D142-472,

Brme1-/-, Spo11-/-, Rnf212-/- and Hei10-/-) the different crRNAs were predicted at https://eu.idtdna.

com/site/order/ designtool/index/CRISPR_CUSTOM. The crRNAs, the tracrRNA and the ssODNs

were produced by chemical synthesis at IDT (crRNAs and ssODNs sequences are listed in

Supplementary files 1i-1j). For the Hsf2bpS167L we introduced a mutation in the mouse counterpart

residue (p.Ser171Leu) of the POI mutation found in the clinical case (p.Ser167Leu). However, for the

shake of simplicity, on this manuscript we refer to the mutant allele by the acronym of the human

mutation (S167L). The ssODN contains the mutation on the corresponding position of the mouse

sequence (c.512C > T, p.Ser171Leu, see character in red in Supplementary file 1j) and the PAM

mutations avoiding amino acid changes (see characters in bold in the Supplementary file 1j). For

the Spo11-/- mice generation, the ssODN contains the mutations in the active site

(TACTAC >TTCTTC p.YY137-138FF, see Supplementary file 1j) and the PAM mutations (bold char-

acters in Supplementary file 1j). In all cases the crRNA and tracrRNA were annealed to obtain the

mature sgRNA. A mixture containing the sgRNAs, recombinant Cas9 protein (IDT) and the ssODN

(30 ng/ml Cas9, 20 ng/ml of each annealed sgRNA and 10 ng/ml ssODN) were microinjected into B6/

CBA F2 zygotes (hybrids between strains C57BL/6J and CBA/J) (Singh et al., 2015) at the Trans-

genic Facility of the University of Salamanca. Edited founders were identified by PCR amplification

(Taq polymerase, NZYtech) with primers flanking the edited region (see Supplementary file 1k for

primer sequences). The PCRs products were direct sequenced or subcloned into pBlueScript (Strata-

gene) followed by Sanger sequencing, selecting the founders carrying the desired alelles. The

selected founders were crossed with wild-type mice to eliminate possible unwanted off-targets. Het-

erozygous mice were re-sequenced and crossed to give rise to edited homozygous. Genotyping was

performed by analysis of the PCR products produced from genomic DNA extracted from tail biop-

sies. The primers and the expected amplicon sizes are listed in the Supplementary file 1k. Mouse

mutants for Rec8, Six6os1 and Psma8 have been previously described (Bannister et al., 2004;

Gómez-H et al., 2019; Gómez-H et al., 2016).
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Ethics statement
All the experiments were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of the Uni-

versity of Salamanca (USAL) and the Ethics committee of the Spanish Research Council (CSIC) under

protocol #00–245. Accordingly, all the mouse protocols used in this work have been approved by

the Animal Experimentation committees mentioned above. Specifically, mice were always housed in

a temperature-controlled facility (specific pathogen free, spf) using individually ventilated cages,

standard diet and a 12 hr light/dark cycle, according to EU law (63/2010/UE) and the Spanish royal

law (53/2013) at the “Servicio de Experimentación Animal, SEA. In addition, animal suffering was

always minimized, and we made every effort to improve animal welfare during the life of the animals.

The mice analysed were between 2 and 4 months of age, except in those experiments where the

age is indicated.

Histology
For histological analysis, after the necropsy of the mice their testes or ovaries were removed and

fixed in Bouin´s fixative or formol 10%, respectively. They were processed into serial paraffin sections

and stained with haematoxylin-eosin (ovaries) or Periodic acid–Schiff (PAS) and hematoxylin (testes).

The samples were analysed using a microscope OLYMPUS BX51 and images were taken with a digi-

tal camera OLYMPUS DP70. For TUNEL assay, sections were deparaffinized and apoptotic cells

were detected with the In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) and counterstained with DAPI.

Follicle counting
The inner third of each ovary was serially sliced into 5 mm thick sections and follicles were counted

every five sections and classified into four stages (primordial, primary, secondary and antral). Only

those follicles in which the nucleus of the oocyte was clearly visible were counted.

Epididymal sperm count
The epididymides were removed, minced and incubated in 1,5 ml of KSOM for 30 min at 37˚C to

release sperm into the medium. The suspension was incubated for 10 min at 60˚C and the total

sperm count was quantified by using a hemacytometer.

Fertility assessment
Hsf2bp+/+ and Hsf2bpS167L/S167L males and females (8 weeks old) were mated with WT females and

males, respectively, over the course of 4–12 months. six mice per genotype (seven mice for Hsf2bp
S167L/S167L females) were crossed. The presence of copulatory plug was examined daily and the num-

ber of pups per litter was recorded.

Immunocytology and antibodies
Testes were detunicated and processed for spreading using a conventional ‘dry-down’ technique or

for squashing (Gómez-H et al., 2016). Oocytes from fetal ovaries (E16.5, E17.5 and E19.5 embryos)

were digested with collagenase, incubated in hypotonic buffer, disaggregated and fixed in parafor-

maldehyde. Rabbit polyclonal antibodies against HSF2BP and BRME1 were developed by Protein-

techTM against a fusion protein of poly-His with full length HSF2BP or BRME1 (pUC57 vector) of

mouse origin. Two antibodies (named R1 and R2) were generated against each protein (HSF2BP or

BRME1) by immunization of two different host rabbits. Rabbit polyclonal antibody against DMC1

was developed by ProteintechTM against a DMC1 peptide (EESGFQDDEESLFQDIDLLQKHGINMA-

DIKKLKSVGICTIKG). The primary antibodies used for immunofluorescence were rabbit aHSF2BP R2

(1:30, ProteintechTM), rabbit aBRME1 R2 (1:100, ProteintechTM), mouse aSYCP3 IgG sc-74569

(1:100, Santa Cruz), rabbit a-SYCP3 serum K921 (provided by Dr. José Luis Barbero, Centro de

Investigaciones Biológicas, Spain), rabbit aSYCP1 IgG ab15090 (1:200, Abcam), rabbit anti-gH2AX

(ser139) IgG #07–164 (1:500, Millipore), mouse aMLH1 51-1327GR (1:20, BD Biosciences), mouse

aCDK2 (1:20; Santa Cruz Sc-6248) rabbit aRAD51 PC130 (1:50, Calbiochem), rabbit aRPA1 serum

¨Molly¨ (1:30, provided by Dr. Edyta Marcon, Medical Research University of Toronto, Canada), rat

aRPA2 2208S (1:100, Cell Signaling), rabbit aDMC1 (1:500, ProteintechTM), rabbit aSPATA22

16989–1-AP (1:60, Proteintech), mouse aFlag IgG (1:100; F1804, Sigma-Aldrich).
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Image acquisition and analysis
Slides were visualized at room temperature using a microscope (Axioplan 2; Carl Zeiss, Inc) with

63 � objectives with an aperture of 1.4 (Carl Zeiss, Inc). Images were taken with a digital camera

(ORCA-ER; Hamamatsu) and processed with OPENLAB 4.0.3 and Photoshop (Adobe). The slides

from the different genotypes used for comparative analyses were all freshly prepared in parallel and

immunofluorescence were also carried out in parallel with the same freshly prepared cocktail of anti-

bodies. Slides were not frozen to avoid differences in the background and antigen reactivity. All the

images acquired were taken with constant exposure times for comparison. Quantification of foci and

fluorescence intensity were performed using Image J software. Only the axis-associated foci were

counted. For colocalization analysis, the same nucleus was quantified without rotation (experiment)

and after rotating 90 degrees one of the images. This condition allows to determine non-specific

colocalization (random). Background was subtracted for intensity quantification. Squashed prepara-

tions were visualized with a Delta vision microscopy station. Stimulated emission depletion (STED)

microscopy (SP8, Leica) was used to generate the super-resolution images. Secondary antibodies for

STED imaging were conjugated to Alexa 555 and 488 (Invitrogen) and the slides were mounted in

Prolong Antifade Gold without DAPI.

Generation of plasmids
Full-length cDNAs encoding HSF2BP, BRME1 (full length and delta constructs), RPA1, BRCA2 (N, M

and C constructs), PALB2, RAD51, and PSMA8 were RT-PCR amplified from murine testis RNA. The

cDNAs were cloned into the EcoRV pcDNA3-2XFlag, SmaI pcDNA3-2XHA or SmaI pEGFP-C1

expression vectors under the CMV promoter. In frame cloning was verified by Sanger sequencing.

Y2H assay and screening
Y2H assay was performed using the Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech) accord-

ing to the manufacturers’ instructions. Mouse Hsf2bp cDNA was subcloned into the vector pGBKT7

and was used as bait to screen a mouse testis Mate and Plate cDNA library (Clontech Laboratories

Inc). Positive clones were initially identified on double dropout SD (synthetic dropout)/–Leu /– Trp/X-

a-Gal/Aureobasidin A plates before further selection on higher stringency quadruple dropout SD /–

Ade /– His /– Leu /– Trp/X-a-Gal/Aureobasidin A plates. Pray plasmids were extracted from the can-

didate yeast clones and transformed into Escherichia coli. The plasmids from two independent bac-

teria colonies were independently grown, extracted and Sanger sequenced.

DNA pull-down assay
ssDNA/dsDNA pull down assays were performed using the protocol previously described by

Souquet et al., 2013. A HPLC-purified biotinylated oligonucleotide was used for the DNA pull

down assays: ss60-mer F: 50-GAT CTG CACGACGCACACCGGACGTATCTGCTATCGCTCATG

TCAACCGCTCAAGCTGC/3’BiotinTEG/ (IDT) and ss60-mer R (No biotinylated): 50- GCAGC

TTGAGCGGTTGACATGAGCGATAGCAGATACGTCCGGTGTGCGTCGTGCAGATC-3’. Double-

stranded DNA annealing was carried out in 50 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, pH 7.5 buffer with com-

plementary sequences at molecular equivalence by a denaturing step (5 min at 95˚C) and a slow

return to room temperature. DNA was immobilized onto Dynabeads M-280 Streptavidin (Dynal) fol-

lowing the manufacturer instructions (0.2 pmol per 1 mg of beads). Protein extracts were obtained

from in vitro coupled transcription/translation systems (TNT T7 Coupled Reticulocyte Lysate Sys-

tems, Promega) according to manufacturer’s protocol. 15 ml of Flag-tagged proteins from TNT

assays were pre-incubated on ice for 10 min in modified DBB (DBB: 50 mM Tris HCl, 100 mM NaCl,

10% (w/v) glycerol, Complete Protease inhibitor, 1 mM 2-mercaptoethanol pH 7,4 modified with 25

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA plus 5 mg/ml BSA). After this preincubation 500 mg Dynabeads with

immobilized ss- or ds-DNA were added and incubated for 1 hr at 4˚C under agitation. Then the

beads were washed three times (5 min rotating at RT) in 700 ml of modified DBB without BSA, before

being washed once in 700 ml of rinsing buffer (modified DBB with 150 mM NaCl). Finally, DNA-bind-

ing proteins were eluted by resuspending the beads in 30 ml of Laemmli buffer boiling the samples

for 5 min. The samples were analyzed by western blot.
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Cell lines and transfections
HEK293T and U2OS cell lines were obtained from the ATCC and transfected with Jetpei (PolyPlus)

according to the manufacturer protocol. Cell lines were tested for mycoplasma contamination using

the Mycoplasma PCR ELISA (Sigma).

Immunoprecipitation and western blotting
HEK293T cells were transiently transfected and whole cell extracts were prepared in a 50 mM Tris-

HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 buffer supplemented with protease inhibi-

tors. Those extracts were cleared with protein G Sepharose beads (GE Healthcare) for 1 hr. The cor-

responding antibodies were incubated with the extracts for 2 hr and immunocomplexes were

isolated by adsorption to protein G-Sepharose beads o/n. After washing, the proteins were eluted

from the beads with 2xSDS gel-loading buffer 100 mM Tris-Hcl (pH 7), 4% SDS, 0.2% bromophenol

blue, 200 mM b-mercaptoethanol and 20% glycerol, and loaded onto reducing polyacrylamide SDS

gels. The proteins were detected by western blotting with the indicated antibodies. Immunoprecipi-

tations were performed using mouse aFlag IgG (5 mg; F1804, Sigma-Aldrich), mouse aGFP IgG (4

mg; CSB-MA000051M0m, Cusabio), ChromPure mouse IgG (5 mg/1 mg prot; 015-000-003). Primary

antibodies used for western blotting were rabbit aFlag IgG (1:2000; F7425 Sigma-Aldrich), goat

aGFP IgG (sc-5385, Santa Cruz) (1:3000), rabbit aMyc Tag IgG (1:3000; #06–549, Millipore), rabbit

aHSF2BP R2 (1:2000, ProteintechTM), rabbit aBRME1 R1 (1:3000, ProteintechTM), rat aRPA2

(1:1000, Cell Signaling (Cat 2208S)). Secondary horseradish peroxidase-conjugated a-mouse (715-

035-150, Jackson ImmunoResearch), a-rabbit (711-035-152, Jackson ImmunoResearch), a-goat (705-

035-147, Jackson ImmunoResearch) or a-rat (712-035-150, Jackson ImmunoResearch) antibodies

were used at 1:5000 dilution. Antibodies were detected by using Immobilon Western Chemilumines-

cent HRP Substrate from Millipore. Secondary DyLight conjugated a-mouse (DyLight 680, 35518

Thermo-Scientific) and a-rabbit (DyLight 800, 35571 Thermo-Scientific) were used at 1:10,000 dilu-

tion. Antiboides were detected using a LI-COR Oddysey fluorescent Imager.

Testis immunoprecipitation
Testis extracts were prepared in 50 mM Tris-HCl (pH8), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA 1% Triton X100.

4 mg of protein were incubated with 10 mg of the specific antibody against the protein to be immu-

noprecipitated for 2 hr at 4˚C rotating. Then 50 ml of sepharose beads (GE Healthcare) were added

to the protein-Ab mixture and incubated overnight at 4˚C with rotation. After that, the protein-

bounded beads were washed four times with 500 ml of the extraction buffer by centrifugating 1 min

at 10,000 rpm and 4˚C. Finally, the co-immunoprecipitated proteins were eluted from the beads by

resuspending the beads in 50 ml Laemmli buffer and boiling for 5 min. The samples were analyzed

by western blot.

Testis immunoprecipitation coupled to mass spectrometry analysis
200 mg of antibodies R1 and R2 against BRME1 (two independent IPs) and IgG from rabbit (negative

control) were crosslinked to 100 ul of sepharose beads slurry (GE Healthcare). Testis extracts were

prepared in 50 mM Tris-HCl (pH8), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA 1% Triton X100. 20 mg of protein

extracts were incubated o/n with the sepharose beads. Protein-bound beads were packed into col-

umns and washed in extracting buffer for three times. Proteins were eluted in 100 mM glycine pH3

and analysed by Lc-MS/MS shotgun in LTQ Velos Orbitrap at the Proteomics facility of Centro de

Investigación del Cáncer (CSIC/University of Salamanca).

Mass spectrometry data analysis
Raw data were analysed using MaxQuant v 1.6.2.6 (Cox and Mann, 2008) against SwissProt Mouse

database (UP000000589, Oct, 2019) and MaxQuant contaminants. All FDRs were of 1%. Variable

modifications taken into account were oxidation of M and acetylation of the N-term, while fixed

modifications included considered only carbamidomethylation of C. The maximum number of modi-

fications allowed per peptide was of 5. Proteins were quantified using iBAQ (Schwanhäusser et al.,

2011). Potential contaminants, reverse decoy sequences and proteins identified by site were

removed. Proteins with less than two unique peptides in the R1 and R2 groups were not considered

for ulterior analysis. Proteins with less than two unique peptides in the control group and more than
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two in both groups R1 and R2 were selected as high-confidence candidates (group R1 and R2 only).

An additional group of putative candidates was selected for those proteins with two or more unique

peptides in one of the R1 or R2 groups and no unique peptides in the control sample (groups R1

only and R2 only, respectively).

Statistics
In order to compare counts between genotypes, we used the Two-tailed Welch’s t-test (unequal var-

iances t-test), which was appropriate as the count data were not highly skewed (i.e., were reasonably

approximated by a normal distribution) and in most cases showed unequal variance. We applied a

two-sided test in all the cases. Asterisks denote statistical significance: *p-value<0.05, **p-

value<0.01, ***p-value<0.001 and ****p-value<0.0001.

Acknowledgements
We thank Dr. Barbero and Dr. Edyta Marcon, for providing antibodies against SYCP3 and RPA,

respectively, Dr. Emmanuelle Martini for helpful advice with the DNA binding assay,Dr. Fabien Fau-

chereau for the genetic analysis of the family and Dr. Alex N Zelenskyy for helpful discussion. This

study was supported by Universite� Paris Diderot and the Fondation pour la Recherche Me�dicale

(Labelisation Equipes DEQ20150331757, SC, A-LT and RAV). This work was supported by MINECO

(BFU2017-89408-R) and by Junta de Castilla y León (CSI239P18). NFM, FSS and LGH are supported

by European Social Fund/JCyLe grants (EDU/310/2015, EDU/556/2019 and EDU/1083/2013). YBC is

funded by a grant from MINECO (BS-2015–073993). The proteomic analysis was performed in the

Proteomics Facility of Centro de Investigación del Cáncer, Salamanca, Grant PRB3(IPT17/0019 -

ISCIII-SGEFI/ERDF). CIC-IBMCC is supported by the Programa de Apoyo a Planes Estratégicos de

Investigación de Estructuras de Investigación de Excelencia cofunded by the Castilla–León autono-

mous government and the European Regional Development Fund (CLC–2017–01). The funders had

no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the

manuscript.

Additional information

Funding

Funder Author

Ministerio de Economı́a y
Competitividad

Alberto M Pendás

The funders had no role in study design, data collection and

interpretation, or the decision to submit the work for publication.

Author contributions

Natalia Felipe-Medina, Resources, Formal analysis, Supervision, Investigation, Methodology, Writing

- review and editing; Sandrine Caburet, Formal analysis, Investigation, Methodology, Writing - origi-

nal draft, Writing - review and editing; Fernando Sánchez-Sáez, Yazmine B Condezo, Laura Gómez-
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Appendix 1

Key resources table

Appendix 1—key resources table

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Genetic
reagent
(M. musculus)

Hsf2bp-/- This paper Materials and methods section
Figure 2—figure supplement 1
Available from the
authors upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Hsf2bpS167L/S167L This paper Materials and methods section
Figure 2—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Brme1-/- This paper Materials and methods section
Figure 8—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Brme1D142-472/D142-472 This paper Materials and methods section
Figure 7—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Rnf212-/- This paper Materials and methods section
Figure 7—figure supplement 5
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Hei10-/- This paper Materials and methods section
Figure 7—figure supplement 5
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Spo11-/- This paper Materials and methods section
Figure 7—figure supplement 6
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Genetic
reagent
(M. musculus)

Psma8-/- PMID:31437213

Genetic
reagent
(M. musculus)

Six6os1-/- PMID:27796301

Genetic
reagent
(M. musculus)

Rec8-/- PMID:15515002 Dr. John C. Schimenti
(Cornell university)

Cell line (H.
sapiens)

U2OS ATCC HTB-96
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Cell line (H.
sapiens)

HEK293T ATCC CRL-11268

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1 Clontech Catalog:
6084–1

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 Invitrogen A-150228

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3-2xFlag This paper
Generated from
pcDNA3

Materials and methods section
Figure 6—figure supplement 2
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1
HSF2BP

This paper Materials and methods section
Figure 7
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
HSF2BP

This paper Materials and methods section
Figure 7
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
HSF2BP-S167L

This paper Materials and methods section
Figure 7
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xHA
HSF2BP

This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1
BRME1

This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
BRME1

This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
BRME1D142–472

This paper Materials and methods section
Figure 7
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1
HSF2BP

This paper Materials and methods section
Figure 10
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1
HSF2BP-S167L

This paper Materials and methods section
Figure 10
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1 BRCA2-C This paper Materials and methods section
Figure 6—figure supplement 2
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
BRCA2-C

This paper Materials and methods section
Figure 10
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
BRCA2-M

This paper Materials and methods section
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
BRCA2-N

This paper Materials and methods section
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
RPA1

This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA3 2xFlag
RAD51

This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pEGFP-C1 PALB2 This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Recombinant
DNA reagent

pcDNA 2xHA PALB2 This paper Materials and methods section
Figure 10—figure supplement 1
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Antibody Anti-HSF2BP-R2
(rabbit polyclonal)

This paper
(ProteintechTM)

Materials and methods section
IF (1:30)
WB (1:2000)
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Antibody Anti-BRME1-R1
(rabbit polyclonal)

This paper
(ProteintechTM)

Materials and methods section
WB (1:3000)
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Antibody Anti-BRME1-R2
(rabbit polyclonal)

This paper
(ProteintechTM)

Materials and methods section
IF (1:100)
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Antibody Anti-DMC1
(rabbit polyclonal)

This paper
(ProteintechTM)

Materials and methods section
IF (1:500)
Available from the authors
upon request
Dr. Alberto M. Pendás
(amp@usal.es)

Antibody Anti-SYCP3
(mouse monoclonal)

Santa cruz sc-74569 IF (1:100)

Antibody Anti-SYCP3
(rabbit polyclonal)

PMID:27796301 K921 Dr. José Luis Barbero
(Centro de
Investigaciones Biologicas)
IF (1:60)

Antibody Anti-SYCP1
(rabbit polyclonal)

Abcam ab15090 IF (1:200)

Antibody anti-gH2AX (ser139)
(rabbit polyclonal)

Millipore #07–164 IF (1:500)

Antibody Anti-MLH1
(mouse monoclonal)

BD Biosciences 51-1327GR IF (1:20)

Antibody Anti-CDK2
(mouse monoclonal)

Santa Cruz sc-6248 IF (1:20)

Antibody aRAD51
(rabbit polyclonal)

Calbiochem PC130 IF (1:50)

Antibody aRPA1 serum
(rabbit polyclonal)

¨Molly¨ Dr. Edyta Marcon
(Medical Research
University of Toronto)
IF (1:30)

Antibody aRPA2
(rat monoclonal)

Cell Signalling 2208S IF (1:100)
WB (1:1000)

Antibody Anti-SPATA22
(rabbit polyclonal)

Proteintech
Europe

16989–1-AP IF (1:60)

Antibody Anti-Flag
(mouse monoclonal)

Sigma-Aldrich F1804 IF (1:100)
IP (5 mg)

Antibody Anti-GFP
(mouse monoclonal)

Cusabio CSB-
MA000051M0m

IP (5 mg)

Antibody Anti-HA
(mouse monoclonal)

BioLegend MMS-101P IP (5 mg)

Continued on next page
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Antibody Mouse IgGs
(mouse polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

015-000-003 IP (5 mg)

Antibody Anti-Flag
(rabbit polyclonal)

Sigma-Aldrich F7425 WB (1:2000)

Antibody Anti-GFP
(goat polyclonal)

Santa Cruz sc-5385 WB (1:3000)

Antibody Anti-GFP
(rabbit polyclonal)

Life
technologies

A-11122 WB (1:3000)

Antibody Anti-HA
(rabbit polyclonal)

Sigma-Aldrich H6908 WB (1:3000)

Antibody Goat a-mouse
Alexa555
(goat polyclonal)

ThermoFisher A-32727 IF (1:200)

Antibody Goat a-mouse
Alexa488
(goat polyclonal)

ThermoFisher A-11001 IF (1:200)

Antibody Donkey a-rabbit
Alexa555
(donkey polyclonal)

ThermoFisher A-31572 IF (1:200)

Antibody Goat a-rabbit
Alexa488
(goat polyclonal)

ThermoFisher A-32731 IF (1:200)

Antibody Goat a-rabbit
Alexa488 Fab
(goat polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

111-547-003 IF (1:100)

Antibody Goat a-mouse
AMCA
(goat polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

115-155-146 IF (1:100)

Antibody Donkey a-rabbit
AMCA
(donkey polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

711-155-152 IF (1:100)

Antibody Goat a-rat
Alexa488
(goat polyclonal)

ThermoFisher A-11006 IF (1:200)

Antibody Secondary
horseradish
peroxidase-
conjugated a-mouse
(donkey polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

715-035-150 WB (1:5000)

Antibody Secondary
horseradish
peroxidase-
conjugated a-rabbit
(donkey polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

711-035-152 WB (1:5000)

Antibody Secondary
horseradish
peroxidase-
conjugated a-goat
(donkey polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

705-035-147 WB (1:5000)

Antibody Secondary
horseradish
peroxidase-
conjugated a-rat
(donkey polyclonal)

Jackson
Immunoresearch

712-035-150 WB (1:5000)

Continued on next page
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Antibody Secondary
DyLightTM
680 conjugated a-
mouse
(goat polyclonal)

Thermo
Scientific

35518 WB (1:10000)

Antibody Secondary
DyLightTM
800 conjugated a-
rabbit
(goat polyclonal)

Thermo
Scientific

35571 WB (1:10000)

Sequence-
based reagent

sgRNA1
Hsf2bp

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 2—figure supplement 1
5’-TCACAAAACTCTCCATCGTC-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA2
Hsf2bp

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 2—figure supplement 1
5’-ATTGGATGGGGATGTCAAGG-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA3
Brme1

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 1
5’-AACCTCAGGGACTCTCTCTG-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA4
Brme1

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 1
5’-GAAGTCTAGTTCCATTGCTG-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA5
Spo11

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 6
5’-TATGTCTCTATGCAGATGCA-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA6
Spo11

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 6
5’- ACACTGACAGCCAGCTCTTT-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA7
Rnf212

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 5
5’- ACCCACGTGAGACTCGCGCG-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA8
Rnf212

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 5
5’- CCTCAAAGGTCCGCGTATTC-3’

Sequence-
based reagent

sgRNA9
Hei10

This paper
(IDT)

CRISPR-Cas9
crRNA

Materials and methods section
Supplementary file 1i
Figure 7—figure supplement 5
5’- GAAAGGGTACTGTTGCAAGC-3’

Continued on next page
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Sequence-
based reagent

ssODN
Hsf2bpS167L/S167L

This paper
(IDT)

Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 2—figure supplement 1
5’CTTTGGAAAGATGTGACAG
TTCTATCTTTTTTATCTTTCA
GGACAAAGCATTGAAGTTTT
TCAACATAACTGGACAGACGA
TGGAGAGTTTTGTGAAGTTA
TTGGATGGGGATGTCAAGGAAG
TTGATTCTGATGAAAATCAATTTGTC
TTTGCACTGGCTGGAATTGTAAC
AAGTAGGTAACTTTT
CAGATACAGCGCT3’

Sequence-
based reagent

ssODN
Brme1D142-472 /D142-

472

This paper
(IDT)

Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 1
5’CTTCAGAGTGCTTGCTTAT
TGAAGGCCAGGACTGAATCT
TCTTTTTCCACAGGAAACAA
GGCCAGAGCTGGGAGCCCTC
AAAGCAGCCAGCCAGCCACA
GGCAATGGAACTAGACTTCC
TGCCTGACAGCCAGATACAG
GATGCCCTGGATGCCACTAA
CATGGAGCAGGTAAGAGCT
TTCTGTACTCAAATGTACACCC3’

Sequence-
based reagent

ssODN
Spo11-/-

This paper
(IDT)

Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 6
5’GTTTCCTGCGGTATGTGT
TCTCTGCCGTGGTCTGTGTT
TGTCACCGTCCAGGAGCAA
TGCTCATTCTGTGTTGAGCT
TGCATCTGCATAGAGACAT
ATTCTTCACTGACAGCCAGCT
CTTTGGCAACCAGGCTGCG
GTGGACAGCGCCATCGATG
ACATTTCCTGTATGCTGA
AAGTGCCCAGGAGGAG
TCTGCACGTGG-3’

Sequence-
based reagent

HSF2BP-F1 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 2—figure supplement 1
5’-
TTCTTTGGAAAGATGTGACAGTTC-
3’

Sequence-
based reagent

HSF2BP-R1 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 2—figure supplement 1
5’-
ACCTGGGTTTCCTTTAGATCAGTTA-
3’

Sequence-
based reagent

BRME1- F2 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 1
5’-GAAAGTTCTTCAGAGTGCTTGCT-
3’

Continued on next page
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Sequence-
based reagent

BRME1- R2 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 1
5’-AGCCCTATCTTGTCACCTAAAG-
3’

Sequence-
based reagent

BRME1- F3 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 1
5’-CCCAGCAGATGCCTCTCTTAT-3’

Sequence-
based reagent

BRME1- R3 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 1
5’-CTCAGCAGAGTTCCAATGCAG-3’

Sequence-
based reagent

SPO11-F4 This paper PCR primer Materials and methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 6
5’- AGAGCCCCCAGTGCTCTTAAC-3’

Sequence-
based reagent

SPO11-R4 This paper PCR primer Materials and
methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 6
5’- GGCAGACCCCTCTACCTCTGT-3’

Sequence-
based reagent

RNF212-F5 This paper PCR primer Materials and
methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 5
5’- TTTCTTTGCCTCCGTACTTTTGG-
3’

Sequence-
based reagent

RNF212-R5 This paper PCR primer Materials and
methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 5
5’- CCCAGGCTTTACTTCAACAACAA
�3’

Sequence-
based reagent

HEI10-F6 This paper PCR primer Materials and
methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 5
5’- CTGCCTGTTCTCACATCTTC-3’

Sequence-
based reagent

HEI10-R6 This paper PCR primer Materials and
methods section
Supplementary file 1j
Figure 7—figure supplement 5
5’- AGCTTTCCAGAAAGGGTACTG
�3’

Sequence-
based reagent

ss60-mer F PMID:24068956 DNA Binding
assay primer

Materials and
methods section
Figure 7—figure supplement 4
50-GAT CTG CACGACGC
ACACCGGACGTATCTGCTATC
GCTCATGTCAACCGCT
CAAGCTGC/3’BiotinTEG/

Sequence-
based reagent

ss60-mer R PMID:24068956 DNA Binding
assay
primer

Materials and
methods section
Figure 7—figure supplement 4
50- GCAGCTTGAGCGGTTGACAT
GAGCGATAGCAGATACGTCCG
GTGTGCGTCGTGCAGATC-3’

Continued on next page
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Appendix 1—key resources table continued

Reagent type
(species) or

resource Designation
Source or
reference Identifiers Additional information

Sequence-
based reagent

HSF2BP-EX6F This Paper Sanger
sequencing
primer

Material and methods section
Figure 1—figure supplement 1
5’-CTAGAATCTTCTGTATCCTGCA-3’

Sequence-
based reagent

HSF2BP-EX6R2 This Paper Sanger
sequencing
primer

Material and methods section
Figure 1—figure supplement 1
5’-GGTCTGGAAGCAAACAGGCAA-
3’

Commercial
assay or kit

TNT T7 Coupled
Reticulocyte
Lysate Systems

Promega L4610 Figure 7—figure supplement 4

Commercial
assay or kit

In Situ Cell Death
Detection Kit

Roche 11684795910 Figure 2

Commercial
assay or kit

Matchmaker Gold
Yeast Two-Hybrid
System

Clontech 630489 Materials and
methods section

Commercial
assay or kit

Mouse testis
Mate and Plate
cDNA library

Clontech 638852 Materials and
methods section

Commercial
assay or kit

Jetpei PolyPlus 101–40N Materials and
methods section

Commercial
assay or kit

GammaBind
G Sepharose

GE Healthcare 17-0885-02 Materials and
methods section

Commercial
assay or kit

Dynabeads M-280
Streptavidin

Thermo Fisher 11205D Materials and
methods section
Figure 7—figure supplement 4

Chemical
compound,
drug

MG132 Sigma-Aldrich
PMDI:28059716

M8699 Figure 10

Other DAPI stain Invitrogen D1306 Materials and
methods section

Other Vectashield
Mounting Medium

Vector
Laboratories

H1000 Materials and
methods section

Other ProLong Gold
antifade reagent

Invitrogen P10144 Materials and
methods section
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A Human Hereditary Cardiomyopathy Shares a 
Genetic Substrate With Bicuspid Aortic Valve
Marcos Siguero-Álvarez , PhD; Alejandro Salguero-Jiménez , PhD; Joaquim Grego-Bessa , PhD;  
Jorge de la Barrera , MSc; Donal MacGrogan , PhD; Belén Prados , PhD; Fernando Sánchez-Sáez , MSc;  
Rebeca Piñeiro-Sabarís , MSc; Natalia Felipe-Medina , PhD; Carlos Torroja , PhD; Manuel José Gómez , PhD;  
María Sabater-Molina , PhD; Rubén Escribá , PhD; Ivonne Richaud-Patin , PhD; Olalla Iglesias-García , PhD;  
Mauro Sbroggio , PhD; Sergio Callejas , PhD; Declan P. O’Regan , MD, PhD; Kathryn A. McGurk , PhD;  
Ana Dopazo , PhD; Giovanna Giovinazzo , PhD; Borja Ibañez , MD, PhD; Lorenzo Monserrat , MD, PhD;  
José María Pérez-Pomares , PhD; Fátima Sánchez-Cabo , PhD; Alberto M. Pendas , PhD; Angel Raya , PhD;  
Juan R. Gimeno-Blanes , MD, PhD; José Luis de la Pompa , PhD

BACKGROUND: The complex genetics underlying human cardiac disease is evidenced by its heterogenous manifestation, 
multigenic basis, and sporadic occurrence. These features have hampered disease modeling and mechanistic understanding. 
Here, we show that 2 structural cardiac diseases, left ventricular noncompaction (LVNC) and bicuspid aortic valve, can be 
caused by a set of inherited heterozygous gene mutations affecting the NOTCH ligand regulator MIB1 (MINDBOMB1) and 
cosegregating genes.

METHODS: We used CRISPR-Cas9 gene editing to generate mice harboring a nonsense or a missense MIB1 mutation 
that are both found in LVNC families. We also generated mice separately carrying these MIB1 mutations plus 5 additional 
cosegregating variants in the ASXL3, APCDD1, TMX3, CEP192, and BCL7A genes identified in these LVNC families by 
whole exome sequencing. Histological, developmental, and functional analyses of these mouse models were carried out by 
echocardiography and cardiac magnetic resonance imaging, together with gene expression profiling by RNA sequencing 
of both selected engineered mouse models and human induced pluripotent stem cell–derived cardiomyocytes. Potential 
biochemical interactions were assayed in vitro by coimmunoprecipitation and Western blot.

RESULTS: Mice homozygous for the MIB1 nonsense mutation did not survive, and the mutation caused LVNC only in 
heteroallelic combination with a conditional allele inactivated in the myocardium. The heterozygous MIB1 missense allele 
leads to bicuspid aortic valve in a NOTCH-sensitized genetic background. These data suggest that development of LVNC 
is influenced by genetic modifiers present in affected families, whereas valve defects are highly sensitive to NOTCH 
haploinsufficiency. Whole exome sequencing of LVNC families revealed single-nucleotide gene variants of ASXL3, APCDD1, 
TMX3, CEP192, and BCL7A cosegregating with the MIB1 mutations and LVNC. In experiments with mice harboring the 
orthologous variants on the corresponding Mib1 backgrounds, triple heterozygous Mib1 Apcdd1 Asxl3 mice showed LVNC, 
whereas quadruple heterozygous Mib1 Cep192 Tmx3;Bcl7a mice developed bicuspid aortic valve and other valve-associated 
defects. Biochemical analysis suggested interactions between CEP192, BCL7A, and NOTCH. Gene expression profiling of 
mutant mouse hearts and human induced pluripotent stem cell–derived cardiomyocytes revealed increased cardiomyocyte 
proliferation and defective morphological and metabolic maturation.

CONCLUSIONS: These findings reveal a shared genetic substrate underlying LVNC and bicuspid aortic valve in which MIB1-
NOTCH variants plays a crucial role in heterozygous combination with cosegregating genetic modifiers.

Key Words: bicuspid aortic valve ◼ cardiomyopathy ◼ genetic modifiers ◼ left ventricular non compaction ◼ MIB1 ◼ NOTCH ◼ valves
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The genetic basis of cardiovascular disease is 
poorly understood, and it is only with the advent of 
new high-throughput DNA sequencing techniques 

that a picture has begun to emerge of its complexity and 
the difficulty of establishing direct genotype-phenotype 
correlations. Cardiomyopathies were initially thought to 
be monogenic disorders; however, phenotypic expres-
sivity and penetrance have been found to be affected 
by variable presentation within a family with the same 
mutation,1 the influence of multiple genetic variants and 
their epistatic relationships, and epigenetic and envi-
ronmental factors.2,3

Left ventricular noncompaction (LVNC) is the third 
most common cardiomyopathy (prevalence, 0.05%4) and 
is characterized by the presence of excessive trabeculae 
with deep recesses in the left ventricle.5,6 Trabeculae are 
endocardial cell–covered cardiomyocyte bundles in the 
vertebrate ventricle that facilitate oxygen and nutrient 
exchange.7 As development proceeds, the outer compact 
myocardium layer expands by proliferation, contributing 
to the integration of trabeculae in the ventricular wall 

through the poorly understood process of compaction,8,9 
which coincides with the invasion of the myocardium 
by the coronary vasculature.8,10 Familial LVNC has been 
attributed to defective ventricular maturation and com-
paction in utero5,11 and is characterized by a dilated left 
ventricle and associated systolic dysfunction.5 In addi-
tion, zones of fibrotic tissue related to disease severity 
might be dispersed on the endocardial surfaces.12 One 
of the echocardiographic diagnosis criteria for LVNC is a 
ratio of noncompacted to compacted myocardium of ≥2 
at end-systole.13,14 Clinical presentation of LVNC ranges 
from asymptomatic cases to severe heart failure requir-
ing heart transplantation.15–17

LVNC is genetically heterogeneous, with a predomi-
nantly autosomal-dominant inheritance pattern,18 and has 
been linked to sarcomere gene mutations, particularly in 
MYH7.19,20 Other mutations implicated in LVNC affect 
genes encoding the scaffold protein α-dystrobrevin and 

Clinical Perspective

What Is New?
• Heterozygous mutations in the NOTCH regulator 

MIB1 lead to human left ventricular noncompac-
tion (LVNC), but cause LVNC or bicuspid aortic 
valve (BAV) in a NOTCH-sensitized mouse genetic 
background.

• Whole exome sequencing of LVNC families has 
identified heterozygous missense mutations in 5 
genes, cosegregating with MIB1 and LVNC. The 
corresponding mouse models show LVNC or BAV 
in a NOTCH-sensitized genetic background.

• Gene profiling shows increased cardiomyocyte 
proliferation and defective morphological and 
metabolic maturation in mouse hearts and human 
induced pluripotent stem cell–derived cardiomyo-
cytes. Biochemistry suggests a direct interaction 
between NOTCH and some of the identified gene 
products.

• These data support a shared genetic basis for 
LVNC and BAV with MIB1-NOTCH playing a cru-
cial role.

What Are the Clinical Implications?
• Novel insights into the genetic basis and oligogenic 

nature of LVNC.
• Identification of heterozygous mutations leading 

to LVNC (MIB1 ASXL3 APCDD1) or BAV (MIB1 
CEP192 TMX3; BCL7A) may allow expansion of the 
genetic testing panel repertoire for better diagnosis 
and stratification of patients with LVNC and BAV.

• Whether patients with LVNC have a higher preva-
lence of BAV remains uncertain, and further evalu-
ation is required.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

APCDD1 APC down-regulated 1
ASXL3 ASXL transcriptional regulator 3
BAV bicuspid aortic valve
BCL7A  BAF chromatin remodeling complex 

subunit BCL7A
CEP192 centrosomal protein 192
co-IP coimmunoprecipitation
CT C-terminal fragment
E embryonic day
EMT  EPITHELIAL_TO_ 

MESENCHYMAL_TRANSITION
GATK Genome Analysis Toolkit
GERP genomic evolutionary rate profiling
hiPSC human induced pluripotent stem cell
hiPSC-CM  human induced pluripotent stem cell–

derived cardiomyocyte
iPSC induced pluripotent stem cell
LVNC left ventricular noncompaction
MIB1 MIB E3 ubiquitin protein ligase 1
N1ICD NOTCH1 intracellular domain
NOTCH1 NOTCH receptor 1
PCR polymerase chain reaction
RNA-seq RNA sequencing
RBPJ  recombining binding protein suppressor 

of hairless
SNP single nucleotide polymorphism
ssODN single-stranded donor oligonucleotides
TMX3  thioredoxin related transmembrane pro-

tein 3
Tnnt2 cardiac troponin T
WB Western blot
WES whole exome sequencing
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the nuclear protein lamin A/C.21,22 The proposed devel-
opmental origin of LVNC has prompted suggestions of 
the involvement of genetic alterations of the signals and 
transcription factors that regulate cardiovascular devel-
opment.23–25 A key mediator of cell fate specification and 
tissue patterning in metazoans is the highly conserved 
signaling pathway NOTCH,26,27 and NOTCH signaling 
disruption in humans leads to developmental abnormali-
ties affecting the heart and vessels.28–31 Studies in tar-
geted mutant mice have shown that NOTCH is crucial 
for the endocardium-to-myocardium signaling processes 
that govern cardiac valve and ventricle development and 
have shed light on the disease mechanisms associated 
with NOTCH dysfunction (see reviews32,33). We showed 
that LVNC in mice and humans can be caused by muta-
tions in the ubiquitin ligase MIB1 (MIB E3 ubiquitin 
protein ligase 1),34 which is required for NOTCH ligand 
endocytosis and signaling activation.35

Here, we used CRISPR-Cas9 gene editing and whole 
exome sequencing (WES) to study LVNC inheritance in 2 
large families carrying MIB1-inactivating mutations.34 The 
Mib1R530X nonsense mutation causes LVNC in mice in 
heteroallelic combination with a conditional Mib1flox allele, 
whereas the Mib1V943F missense allele leads to bicuspid aor-
tic valve (BAV) in a NOTCH-sensitized genetic background. 
We identified single-nucleotide variants in the ASXL3 
(ASXL transcriptional regulator 3), APCDD1 (APC down-
regulated 1), TMX3 (Thioredoxin Related Transmembrane 
Protein 3), CEP192 (Centrosomal protein 192), and BCL7A 
(BAF chromatin remodelling complex subunit BCL7A) 
genes that cosegregate with the MIB1 mutations and LVNC 
in our pedigrees. Triple heterozygous Mib1 Apcdd1 Asxl3 
mutant mice develop features of LVNC, whereas quadru-
ple heterozygous Mib1 Cep192 Tmx3;Bcl7a mice develop 
BAV and valve-associated defects. Coimmunoprecipita-
tion (co-IP) analysis confirmed interaction among CEP192 
(centrosomal protein 192), BCL7A (BAF chromatin remod-
eling complex subunit BCL7A), and NOTCH protein prod-
ucts. Gene profiling of mouse hearts and human induced 
pluripotent stem cell (hiPSC)–derived cardiomyocytes 
(hiPSC-CM) revealed a common defect in metabolism and 
cardiomyocyte maturation. These findings provide evidence 
for a shared genetic substrate underlying LVNC and BAV 
composed of MIB1-NOTCH and a set of genetic modifiers.

METHODS
Data Availability
The authors declare that all data that support the findings of 
this study are available within the article and its Supplemental 
Material. The data, analytical methods, and study materials will 
be available to other researchers for purposes of reproducing 
the results or replicating the procedure. The RNA sequenc-
ing (RNA-seq) data are deposited in the NCBI GEO database 
under accession number GSE185395. The UK Biobank data 
in this article are available from http://www.ukbiobank.ac.uk/.

Ethics and DNA collection
Clinical evaluations and genetic studies were performed in 
accordance with the principles of the Helsinki Declaration, and 
after informed consent of participating subjects for inclusion 
according to the protocol approved by the Ethics Committee 
of Clinical Research from the Hospital Universitario Virgen de 
la Arrixaca (218/C/2020). All patients underwent a clinical 
evaluation, including an ECG and 2-dimensional and Doppler 
echocardiography. A pedigree was drawn for each patient, and 
first-degree relatives were screened with the same protocol. 
Blood samples were taken for genetic analysis, and all patients 
and their relatives gave written informed consent. Genomic 
DNA was obtained from 1-mL blood samples extracted in 
EDTA using the DNAEasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 69506).

Mice
Established mouse strains used in this study were Tnnt2Cre 
(Tnnt2: cardiac troponin T),36 Myh6Cre,37 Nkx2.5Cre,38 Mib1flox,39 
and Notch1KO.40 The following new mouse lines were gener-
ated as part of this study: Mib1R530X/+, Mib1V943F/+, 
Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+, Mib1V9 
43F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+, Bcl7aAG,GA/+, R26 
MIB1V943F/+, and R26MIB1WT/+ (see “Generation of New Mouse 
Lines”). Genotyping details will be provided on request.

Animal studies were approved by the Centro Nacional de 
Investigaciones Cardiovasculares Animal Experimentation 
Ethics Committee and by the Community of Madrid (Ref. 
PROEX 155.7/20). All animal procedures conformed to EU 
Directive 2010/63EU and Recommendation 2007/526/EC 
on the protection of animals used for experimental and other 
scientific purposes, enacted in Spanish law under Real Decreto 
1201/2005.

Generation of New Mouse Lines
To generate the Mib1R530X/+ and Mib1V943F/+ lines, comple-
mentary single-stranded oligodeoxynucleotides (ssODNs) 
were designed as custom synthetic genes (Megamer single-
stranded Gene Fragments, IDT) including these point muta-
tions. sgRNAs sequences were selected using Breaking-Cas41 
and the CRISPOR-TEFOR online tool.42 The Cas9 mRNA and 
single guide RNAs (sgRNAs) templates were amplified by 
polymerase chain reaction (PCR) with the addition of the SP6 
and T7 promoters, respectively, and assembled in the pX330 
plasmid.43 Cas9 mRNA was transcribed using the mMESSAGE 
mMACHINE SP6 Transcription Kit (Invitrogen, AM1340), 
sgRNAs were transcribed with the Megashortscript T7 tran-
cription Kit (Invitrogen, AM1354), and all species were puri-
fied on NucAway Spin Columns (Ambion, AM10070). The final 
concentration of components was 30 pmol/μL sgRNA, 30 ng/
μL Cas9 mRNA, and 30 or 10 ng/μL ssODN, as detailed in 
Table S1, sheets 1 and 2. The sgRNA and ssODN sequences 
used are listed in Table S1, sheet 1. Reagents were microin-
jected into 1-cell fertilized C57BL/6 mouse embryos.44 Pups 
were screened for the targeted mutation or insertion by PCR 
analysis and sequencing, and the selected founders were back-
crossed to the C57BL/6 background.

Triple mutant mice were obtained by microinjecting the edit-
ing reagents for each combination into zygotes obtained from 
crosses between Mib1 mutant males (MibV943F/V943F or MibR530X/+) 
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and C57Bl/6Crl females, with synthetic crisprRNA (crRNA) and 
trans-activating crRNA (tracrRNA) incubated with Cas9 protein 
and ssODN at the concentrations indicated in Table S1, sheet 
3. Complementary and asymmetric ssODNs (Table S1, sheet 1) 
were designed according to published guidelines45 as custom 
synthetic genes (Megamer single-stranded Gene Fragments, 
IDT). Founders were identified by PCR and confirmed by Sanger 
sequencing. Single and multiple mutants were obtained for all 
microinjections except for the second Cep192+Tmx3 experi-
ment, in which no pup was born. In a second experiment with 
these reagents, we obtained 1 triple heterozygote founder 
(Mib1V943F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3-204F191X/+) out of 4 survi-
vors (25%). In the Bcl7a microinjection experiment, with only 1 
crRNA and 1 ssODN carrying the intron variants, we obtained 13 
founders with both intronic mutations out of 21 pups (61.9%).

For the polymorphisms found in the R530X family, 2 triple 
heterozygotes (Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+) were 
obtained out of 16 pups (12.5%) (Table S1, sheet 3). Founders 
were crossed with C57Bl/6 mice to dilute possible off-target 
effects of CRISPR-Cas9 editing. The crosses also allowed us 
to determine whether the mutations were introduced in cis or 
trans heterozygosity. Thus, the generation of single mutants 
was a rare event because most of the animals were either triple 
heterozygotes or WT, indicating cis heterozygosity (Table S2, 
sheet 4). Generation of the cis triple heterozygote was further 
confirmed by comparing the number of mice with cosegre-
gating alleles versus the number with mixed markers, which 
showed that all gene pairs were linked. With the set of muta-
tions associated with the MIB1V943F family, we obtained similar 
results, although cosegregation was less complete (Table S2, 
sheet 4). When comparing pairs of genes, no significant differ-
ence between mutant and WT alleles was found. In addition, 
despite the distance between Tmx3 and Mib1 (almost 80 Mb), 
the 3 genes cosegregated. Primers for genotyping and expres-
sion analyses are provided in Table S3.

Transgenic R26MIB1V943F/+ and R26MIB1WT/+ mice were gen-
erated by homologous recombination in mouse embryonic stem 
cells. The HA-MIB1WT-IRES-eGFP and HA-MIB1V943F-IRES-
eGFP constructs were obtained from pCDNA3.1-HA-MIB1WT or 

V943F-IRES-eGFP,34 cloned into pBigT (Addgene, plasmid 15037) 
and loxP-flanked. PGK-NeoRSTOP-MIB1WT-EGFP or -MIB1V943F-
EGFP expression cassettes were cloned into a modified version 
of the pROSA26-1 plasmid (Figure S1A). Gene targeting of these 
2 constructs was performed in G4 mouse embryonic stem cells 
and confirmed by Southern blotting with external 5′ and 3′ hybrid-
ization probes (Figure S1B). Mice were generated by injecting 
targeted cells into B6CRL blastocysts to generate chimeras that 
were then analyzed for germline transmission. The selected ani-
mals were backcrossed to the C57BL/6 background.

LVNC Clinical Phenotype Evaluation
We included patients with an echocardiographic diagnosis of 
LVNC, defined by the presence of at least 3 prominent tra-
beculations in the left ventricle and a ratio of noncompacted to 
compacted segment >2.0 at end-diastole.46,47

Exome Sequencing and Data Analysis
DNA was sequenced on Illumina HiSeq2500 or Illumina 
HiSeq3000 platforms. Variant discovery was performed 
using Genome Analysis Toolkit (GATK) Best Practices 

Workflows for germline short variants version 3.748 and bun-
dle reference files for genome version b37/GRCh37. For 
data pre-processing, quality trimming and adaptor removal 
were performed using Trimmomatic 0.3849 in paired mode 
(ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10). Low quality bases 
from the beginning and end of the read pair were deleted if 
the score was <3 (LEADING:3 TRAILING:3) or if the aver-
age quality was <15 using a sliding window of size 4 for the 
whole read (SLIDINGWINDOW:4:15). The read pair was dis-
carded if the posttrimming length was <36 bp (MINLEN:36). 
Reads were mapped to GRCh37/b37 human genome using 
BWA mem version 0.7.10-r789 with shorter split hits set as 
secondary (-M).50 Reads originating from the same DNA 
fragment (duplicates) during library construction were identi-
fied with Picard v1.97 (MarkDuplicates). For reads obtained 
from HiSeq 2500 runs (unpatterned flowcell), the maximum 
offset between 2 duplicated clusters parameter (OPTICAL_
DUPLICATE_PIXEL_DISTANCE) was set to 100, and reads 
obtained from HiSeq3000 (patterned flowcell) were set to 
2500. The base quality score of bases was recalibrated to bet-
ter account for systematic errors using the BaseRecalibrator 
tool in GATK 3.7. The following databases of known polymor-
phic sites (-knownSites) were used: 1000G_phase1.snps.
high_confidence.b37.vcf.gz;Mills_and_1000G_gold_standard.
indels.b3 7.vcf.gz and dbsnp_137.b37.vcf.gz. For each sample, 
intermediate gVCF files with single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) and Indels calls were created for each sample inde-
pendently using GATK HaplotypeCaller, restricting calling 
regions to the enrichment targeted regions (L). “SureSelect 
Human All Exon V6” target intervals were downloaded from 
Agilent (https://www.agilent.com).

Joint genotyping from gVCF files was performed using 
the GenotypeGVCFs tool in GATK 3.7. Variants were anno-
tated using the VEP (Variant Effect Predictor) in ensembl-
tools version 84 with the plugin modules LoFtool and CADD 
(version 1.3) in offline cache version 90.51 For each puta-
tive variant, a variant quality score log-odds (VQSLOD) 
score was calculated using the VariantRecalibrator and 
ApplyRecalibration tools in GATK 3.7. SNPs and Indels were 
treated separately. For SNPs (-mode SNP), QualByDepth (QD), 
RMSMappingQuality (MQ), MappingQualityRankSumTest 
(MQRankSum), ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum), 
FisherStrand (FS), and StrandOddsRatio (SOR) covari-
ates were annotated. In addition, hapmap_3.3.b37.vcf.gz was 
set as both a truth and a training set (prior 15.0). 1000G_
omni2.5.b37.vcf.gz and 1000G_phase1.snps.high_confidence.
b37.vcf.gz were set as training sets (prior 12.0 and 10.0, 
respectively). dbsnp_137.b37.vcf.gz was set as a known set 
(prior 2.0). For Indels (-mode INDEL), the max number of 
Gaussians for the positive model (-maxGaussians) was set 
to 4. QualByDepth (QD), FisherStrand (FS), StrandOddsRatio 
(SOR), MappingQualityRankSumTest (MQRankSum), and 
ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum) covariates were 
annotated.

Mills_and_1000G_gold_standard.indels.b37.vcf.gz was set 
both as truth and a training set (prior 12), and dbsnp_137.
b37.vcf.gz was set as a known set (prior 2.0). In both cases, 
the truth sensitivity level was set to 75 (--ts_filter_level) to 
achieve a Ti/Tv ratio close to the expected value for WES (2.8). 
Because family pedigree data were insufficiently sensitive to 
allow dismissal of Mendelian inconsistencies as presumable 
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false positives, we did not use VQSLOD for filtering (although 
we did use it as for accuracy guidance). The total number of 
variants identified and proportion of them present in the Single 
Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) as a readout of 
homogeneity and quality are shown in Table S4.

Cosegregating Variants Filtering
Our workflow is summarized in Figure S2. After obtaining the raw 
reads and filtering out the low-quality sequences, we mapped 
the reads to the reference human genome version GRCh37. 
These mapped reads were handled according to GATK best 
practices.52,53 For the MIB1R530X family, of 1341 variants present 
in an autosomal dominant pattern cosegregating with LVNC, we 
had data for all the family members of 106 SNPs. These 106 
variants affected 21 unique genomic positions, and filtering out 
low impact and untranslated region (UTR)-affecting polymor-
phisms, 15 candidates were further examined. In the MIB1V943F 
family, we found 1963 variants inherited in an autosomal domi-
nant fashion, of which 565 were sequenced in all samples. Of 
the 77 unique positions affected, 32 were not variants of low 
impact or affecting UTRs. Candidate variants were selected 
through 3 approaches. First, we performed filtering on the basis 
of variants. We used databases such as ClinVar54 to determine if 
the identified candidate variants were already described in con-
genital heart disease, but found none already related to LVNC 
except MIB1R530X and MIB1V943F. We also examined the preva-
lence of the polymorphisms and their presence in the homozy-
gous condition in gnomAD,55 although they were not excluding 
criteria, given how rare MIB1 mutations are and our hypoth-
esis of the cosegregation of additional mutations. The high-
est frequency of the selected variants was 0.21 for TMX3F191X 
(Figure S3C). Another criterion was their predicted functional 
effect, based on the nature of the mutations, how deleterious 
were they predicted to be, using CADD56 (ex post cutoff value: 
0.771), PolyPhen (0),57 and genomic evolutionary rate profiling 
(GERP)58 (–3.92), or the potentially affected domain (based 
on PFAM, PROSITE, etc).51 These criteria did not allow us to 
exclude any variant, but were useful to prioritize them for the 
next 2 approaches. Second, we used a gene-centered strategy. 
We searched several gene databases for information about the 
relationship of the variants to congenital heart disease,59 their 
annotation in Cardiovascular Gene Ontology,60 and their expres-
sion during heart development (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sra61,62). Third, we used haplotypes mapping. We looked for rare 
variants inherited together in affected relatives using variants 
themselves (Rare Heterozygous Rule Out) or region markers 
(Identity-By-Descent or Collapsed Haplotype Patterning63).

TMX3 Variants Analysis
The identified TMX3 mutation (c.637+16_367+17del) affects 
intron 9 of the main isoform (TMX3-201), but also generates 
a nonsense mutation at Phe191 (TTT) in isoform TMX3-202, 
located in exon 8. This is equivalent to exon 8 and part of intron 
9 in TMX3-201, because alternative splicing discards exon 6. 
The TMX3-201 nonsense mutation deletes Ts 2 and 3 from 
the codon, creating a stop codon through combination with 
the As in the subsequent Asp192 codon (AAC). The remain-
ing protein coding isoform, TMX3-204, consists of the first 
8 exons of the main isoform with an alternative 3’ end frag-
ment including part of TMX3-201 intron 8. This third isoform 

encodes a VIFKI sequence in a fragment of intron 8, as well 
as including a Phe191 (TTT) followed by Lys192 (AAA). The 
c.579+8_c.579+9_del deletion, analogous to that generat-
ing TMX3-202F191X, would therefore cause a similar non-
sense mutation in TMX3204 (Figure 3E). Although the DNA 
sequence is conserved at that amino acid position, the mouse 
sequence contains a previous stop codon (Q189X). Mouse 
homologs of the TMX3-202 and TMX3-204 isoforms have not 
been annotated. To determine if the mouse heart expresses 
a Tmx3-204 isoform, we designed 2 primer pairs for reverse 
transcription-PCR. One forward primer (long) binds to exon 6; 
the other (short) is homologous to a sequence in exon 7. The 
shared reverse primer binds to the putative 3’UTR, located in 
intron 8 of the main isoform, and allowed us to amplify Tmx3-
204 alone. reverse transcription-PCR with RNA from whole 
E14.5 hearts showed transcription of this mRNA species in the 
mouse (Figure S3F).

Additional methods are detailed in the Supplemental 
Material.

RESULTS
Mib1R530X and Mib1V943F Mutations Cause LVNC 
and BAV
To assess the consequences of the MIB1R530X and MIB-
1V943F mutations previously identified in LVNC families,34 
we generated mice harboring the orthologous nonsense 
and missense variants by CRISPR-Cas9 gene editing 
(Figure S1A and S1B, Table S1, sheets 1 and 2). Ho-
mozygous Mib1R530X mutants died at embryonic day (E) 
11 (Table S2, sheet 1) with severe growth retardation 
and defective heart looping (Figure 1A through 1A’’), re-
duced NOTCH1 (NOTCH receptor 1) activity (Figure 1B 
through 1C’’), and impaired trabeculation and ventricular 
patterning (Figure S4C through S4J). Quantitative PCR 
analysis showed a severely reduced Mib1 transcription 
in E10.5 homozygous Mib1R530X mutants (FIgure S4K). 
Heterozygous Mib1R530X/+ mice were born at the expect-
ed Mendelian ratio and did not show LVNC (Table S2, 
sheet 1, Figure S5A and S5B).

During compaction, MIB1 regulates myocardial 
NOTCH-ligand signaling to the endocardium.10,34 To spe-
cifically abrogate MIB1 in the myocardium, we gener-
ated Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mice. These mice developed 
severe LVNC by E16.5 (Figure 1D through 1E’’, Figure 
S5C and S5D), with a 45% thinning of the compact 
myocardium, deep endocardial recesses, a reduced 
compact-to-trabecular myocardium ratio (Figure 1E’’’), 
and attenuated NOTCH1 activity (Figure 1C’’ and 1F 
through 1G’’). Only 5% of Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mice 
reached adulthood (Table S2, sheet 2), suggesting that 
the combination of myocardial MIB1 abrogation with 
global MIB1 haploinsufficiency compromises viabil-
ity (P<0.0001, 2-tailed binomial test). Indeed, Western 
blot (WB) analysis revealed a drastically reduced MIB1 
expression in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre hearts (Figure S5E). 
Ultrasound analysis of surviving adult mice revealed the 
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Figure 1. Mib1R530X and Mib1V943F mutations cause LVNC or BAV in a sensitized NOTCH1-deficient genetic background.
A, Whole mounts of E10.5 control (left) and Mib1R530X/R530X mouse embryos (right). High-magnification views of the boxed areas show a lateral 
aspect of a control looped heart (A’) and a dysmorphic unlooped mutant heart (A’’). B through C’, E10.5 control and Mib1R530X/R530X hearts 
immunostained for N1ICD (red), Tnnt2 (green), and IB4 (isolectin B4; white). Nuclei are counterstained with DAPI. Arrows point to positive 
nuclei. Scale bars, 100 μm (B and C) and 50 μm (B’ and C’). C’’, Left, Quantification of N1ICD staining. Data are mean±SD (n=3 sections 
from 5 control and n=3 sections from 4 mutant embryos, ****P<0.0001 by Student t-test). D and E, E16.5 control (D through D’’) and Mib1R530X/

flox;Tnnt2Cre (E through E’’) transverse heart sections immunostained for Tnnt2 (red), IB4 (white), and emcn (endomucin, green), (Continued )
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presence of trabeculations and a significant reduction 
in ejection fraction and fractional shortening, indicat-
ing impaired cardiac function (Figure 1H, 1I, and 1K’). 
In addition, color Doppler profiling detected regurgita-
tion through the aortic valve in mutant mice (Figure 1J 
and 1K). Developmental analysis of chamber markers in 
E16.5 Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre embryos revealed expansion 
of the compact myocardium marker Hey2 to the trabecu-
lae (Figure 1L through 1M’) and low expression of the 
trabecular marker Anf (Figure 1N through 1O’), indicat-
ing altered chamber myocardium patterning in Mib1R530X/

flox;Tnnt2Cre mutants. Masson trichrome-stained sections 
of adult hearts revealed myocardial fibrosis in the septum 
and around the coronary vessels of the dilated Mib1R530X/

flox;Tnnt2Cre ventricles (Figure 1P through 1Q’’). Transverse 
heart sections revealed the presence of noncompacted 
trabeculae in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre ventricles (Figure 1R 
and 1S). It is interesting that the adult aortic valve was 
dysplastic in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mutants (Figure 1T 
and 1U), suggesting that aortic valve morphogenesis is 
sensitive to MIB1 dosage.

Heterozygous Mib1V943F/+ and homozygous Mib1V943F/

V943F mice did not develop LVNC (FIgure S5H and S5I) 
and were viable (Table S2, sheet 3). To test the sensi-
tivity of the LVNC phenotype to NOTCH gene dos-
age, we introduced a Notch1 loss-of-function allele 
(Notch1KO)40 into the Mib1V943F background. Surprisingly, 
E16.5 Mib1V943F/+;Notch1KO/+ double heterozygotes mice 
had highly penetrant BAV and multiple associated valve 
defects (Figure 1V, 1W, and 1Y, Figure S5J through S5O, 
Table S5, sheet 1) but not LVNC. Valve defects were not 
substantial in Mib1R530X/+;Notch1KO/+ hearts (Figure 1X 
and 1Y, Table S5, sheet 1), but severe MIB1 depletion 
in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mice caused BAV and additional 

conotruncal defects (Figure 1Y, FIgure S5F and S5G, 
Table S5, sheet 1).

We generated 2 transgenic lines bearing a Rosa26-
floxNeoSTOPflox-MIB1WT-EGFP or a Rosa26-flox-
NeoSTOPflox-MIB1V943F-EGFP expression cassette, 
resulting in conditional expression of a wild-type or 
a mutant (MIB1V943F) MIB1 (Figure S1A and S1B). To 
monitor transgene expression, we crossed these lines 
with mice harboring the Nkx2.5Cre driver line, which is 
active in cardiac progenitors from E7.5.38 CRE-mediated 
removal of the floxed NeoSTOP sequences resulted in 
Rosa26-driven MIB1V943F-EGFP expression in the E9.0 
heart (Figure S1C). To examine the effect of MIB1V943F 
expression on compaction, we used the MYH6Cre driver, 
expressed in the developing chamber myocardium from 
E10.5 onwards.37 The hearts of mice expressing wild-
type MIB1 in the myocardium were normal at E15.5, 
whereas mice expressing MIB1V943F had thinner compact 
myocardium and persistent trabeculae compatible with 
LVNC (Figure S1D through S1F). These results indicate 
that the Mib1R530X and Mib1V943F mutations impair both 
chamber and valve development, leading to LVNC and 
BAV in specific genetic configurations.

MIB1 Is Required for Myocardial Differentiation 
and Metabolic Maturation
To gain mechanistic insight, we performed RNA-seq on 
E15.5 Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre and control ventricles fol-
lowed by gene set enrichment analysis against “HALL-
MARK” gene sets (Figure 2A, Table S6, sheets 1 through 
6). “EPITHELIAL_TO_MESENCHYMAL_TRANSI-
TION” (EMT) was the highest positively enriched gene 
set in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mutants (Figure 2A and 2B, 

Figure 1 Continued. and counterstained with DAPI. General views and high-magnification views of right and left ventricles (D’ and D’’) show the 
reduction in compact myocardium thickness in mutant embryos (E’ and E’’). Scale bar, 200 μm. E’’’, Quantification of compact myocardium (CM) 
thickness and the CM-to-trabecular myocardium (TM) ratio in both ventricles. Data are mean±SD (each point represents the average of 3 sections 
of each animal, 3 control and 3 mutants **P<0.005 by Student t-test). F through G’’, E13.5 control (F) and Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre (G) transverse 
heart sections immunostained for N1ICD (red), Tnnt2 (green), and IB4 (white) and counterstained with DAPI. General views and insets of right (F’ 
and G’) and left (F’’ and G’’) ventricles. Arrows point to positive nuclei. Scale bar, 50 μm. C’’, Right, Quantification of N1ICD staining. Data are 
mean±SD (n=3 sections from 5 WT and n=3 sections from 4 mutant embryos, P<0.0585, by Student t-test). H through K, Ultrasound short axes 
and M-mode views of 10-month-old control and Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre ventricles. H and I, Arrowheads indicate the smooth surface of the control left 
ventricle and the trabeculae in the Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre left ventricle. J and K, Color flow imaging of control and Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre hearts showing 
regurgitation through the aortic valve in the mutant. K’, Quantification of ejection fraction (EF), fractional shortening (FS), and the pulmonary vein 
acceleration time-to-ejection time ratio. Data are mean±SD (n=5 WT and n=5 mutants, *P<0.05 and **P<0.01, Student t-test). L through O’, ISH in 
E16.5 control and Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre heart sections. Hey2 expressed in compact myocardium (L through L’) is expanded to trabeculae in mutants 
(M through M’), whereas the trabecular marker Anf (N through N’) is weakly expressed in mutant trabeculae (O through O’). Scale bar, 200 μm. P 
through U, Trichrome acid staining of 10-month-old adult control and Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre heart sections. P and Q, Four-chamber view. Note the 
dilated mutant heart (Q). High-magnification views of boxed areas show details of the ventricular septum (P’ and Q’) and coronary vessels (P’’ and 
Q’’). R and S, transverse heart sections. Papillary muscles are marked with an asterisk. Arrowheads point to trabeculae in mutant heart (S). T and U, 
Section at the level of aortic valves. Arrow points to a dysplastic BAV in mutant heart. Scale bars, 1 mm and 400 μm. V through X, Transverse heart 
sections and aortic valves from E16.5 Mib1+/+; Notch1KO/+ (V), Mib1V943F/+; Notch1KO/+ (W), and Mib1R530X/+; Notch1KO/+ (X) embryos 
immunostained for Tnnt2 (red), IB4 (white) and emcn (green), and counterstained with DAPI. Arrowheads mark the membranous ventricular 
septum, which is defective in Mib1V943F/+; Notch1KO/+ and Mib1R530X/+; Notch1KO/+ hearts. Sections on the right show the aortic valves, which are 
bicuspid in the hearts of double heterozygotes. Scale bar, 100 μm. Y, Quantification of conotruncal defects. Data are mean±SD (n=18 N1KO/+, 
n=24 Mib1V943F/+; Notch1KO/+, n=16 Mib1R530X/+; Notch1KO/+, n=22 control and n=18 Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre; *P<0.05, ***P=0.0003, Fisher exact test 
for the proportion of abnormal hearts). ao indicates aortic valve; BAV, bicuspid aortic valve; DORV, double outlet right ventricle; E, embryonic day; 
FS, fractional shortening; LV, left ventricle; ISH,  hybridization; LVNC, left ventricular noncompaction; N1ICD, NOTCH1 intracellular domain; RV, right 
ventricle; TGA, transposition of great arteries; Tnnt2, cardiac troponin T; and VSD, ventricular septal defect.
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Figure 2. Defective cardiomyocyte differentiation and metabolic maturation in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre/+ mice and MIB1R530X/+ 
hiPSC-derived cardiomyocytes.
Gene set enrichment analysis (GSEA) of Mib1R530X/flox;Tnt2Cre (R530/flox;Cre) and control expression profiles. A, Bar plot representing enrichment 
data for 25 gene sets at false discovery rate (FDR q-value) <0.25. Of these, 15 had an FDR q-value <0.05. Scale bar indicates the Normalized 
Enrichment Score (NES) from –4 to 4. Positive and negative scores were found for 16 and 9 gene sets, respectively. B, Gene enrichment profiles for 
“HALLMARK” gene sets “EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION” (FDR q-value=0; NES=2.54), “TGF_BETA_SIGNALING” (FDR q-value=0; 
NES=2), “HYPOXIA” (FDR q-value=0; NES=2.15), and “OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION” (FDR q-value=0; NES=–2.88). (Continued )
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Table S6, sheets 1 and 3). Related to this pathway are 
“TGF BETA SIGNALING”, “APICAL_JUNCTION”, and 
“MITOTIC_SPINDLE” (Figure 2A and 2B, Table S6, 
sheets 1 and 4), suggesting activation of cell migratory 
processes involving oriented cell division as those occur-
ring in cardiomyocytes during chamber development.64,65 
Prominent cellular stress responses such as “HYPOXIA”, 
“TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB”,“UV_RESPONSE_DN”, 
“INFLAMMATORY_RESPONSE”, and “IL2_STAT5_SIG-
NALING”, were also enriched positively and might involve 
“APOPTOSIS” as a final common pathway (Figure 2A 
and 2B, Table S6, sheets1 and 5). Conversely, the most 
negatively enriched pathway was “OXIDATIVE_PHOS-
PHORYLATION” (Figure 2A and 2B, Table S5, sheets 2 
and 6). Related to this pathway are FATTY_ACID_ME-
TABOLISM” and “ROS_PRODUCTION” (Figure 2A), sug-
gesting defective cardiac metabolic maturation. Pathways 
involved in protein homeostasis such as “MYC_TARGET_
V1”, “MYC_TARGET_V2”, and “PROTEIN_SECRETION” 
were also enriched in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mutants (Fig-
ure 2A, Table S6, sheets 1 and 2).

hiPSC-CMs Show Maturation Impairment and 
Enhanced Proliferation
To determine the cellular phenotype of disease-affect-
ed cardiomyocytes, we generated hiPSCs by retroviral 
transduction of reprogramming factors in skin fibroblasts 
obtained from MIB1V943F/+ and MIB1R530X/+ LVNC fam-
ily members (Figure 3C and 3D; see Methods). Using 
CRISPR-Cas9 editing, we reverted both MIB1 muta-
tions to obtain hiPSC isogenic controls. These hiPSC 
lines were differentiated in vitro into cardiomyocytes.66 
Tnnt2 expression in MIB1V943F/+ and MIB1R530X/+ hiPSC-
CM confirmed similar differentiation efficiency in all 
lines (Figure 2C and 2D). Human and mouse studies 
have shown an association between altered proliferation 
of ventricular cardiomyocytes and the pathogenesis of 
LVNC,25,67 with persistent proliferation reported in mouse 
MIB1-deficient trabecular cardiomyocytes.34,68 We as-
sessed the proliferative potential of control and MIB1-
mutant induced pluripotent stem cell (iPSC)-CMs by 
measuring BrdU incorporation. We found significantly 

elevated proliferation in MIB1V943F/+ and MIB1R530X/+ hiP-
SC-CMs (Figure 2C and 2D). In addition, MIB1-mutant 
hiPSC-CMs showed reduced multinucleation and a pre-
dominantly nuclear, rather than cytosolic, distribution of 
Tnni3 (cardiac troponin I) (Figure 2C and 2D), an indica-
tion of immaturity.69

We performed RNA-seq in mutant (MIB1R530X/+, 
named R530X) and gene-edited (R530X_ED) patient 
hiPSC lines at day 10 of cardiomyocyte differentiation 
(Figure 2E). Enrichment against “HALLMARK” gene sets 
revealed “EMT” as the most positively enriched gene 
set (Figure 2E and 2F, Table S7, sheets 1 and 3), con-
sistent with in vivo findings in mice. The cellular stress 
pathways “UV_RESPONSE_DN”, “HYPOXIA”, and “UV_
RESPONSE_UP” (Figure 2E, Table S7, sheets 1 and 4) 
were also enriched. Enrichment of “G2M_CHECKPOINT” 
(Figure 2E and 2F, Table S6, sheets 1 and 5) and “E2F_
TARGETS” (Figure 2E and 2F, Table S7, sheets 1 and 
6), supports deregulation of cell cycle progression and 
the observed increased in proliferation of R530X hiPSC-
CMs (Figure 2C and 2D). MIB1R530X/+ hiPSC-CMs dis-
played altered protein and lipid metabolisms reflected 
in “MTORC1_SIGNALING”, PI3K_AKT_MTOR_SIG-
NALING”, “MYOGENESIS” (Figure 2E and 2F, Table S7, 
sheets 1 and 7), and “CHOLESTEROL_HOMEOSTA-
SIS”, “ADIPOGENESIS”, “BILE_ACID_METABOLISM”, 
“XENOBIOTIC_METABOLISM” and “PEROXISOME” 
(Figure 2E, Table S7, sheet 1), respectively. Conversely, 
downregulation of several immunohematological pro-
cesses (Figure 2E, Table S7, sheet 2) suggests impaired 
processes of innateimmunological recognition.

Multiple Genetic Variants Cosegregate With 
MIB1 and LVNC
Individuals heterozygous for the MIB1R530X and MIB-
1V943F mutations in our pedigrees show fully penetrant 
LVNC (Table S8) with characteristic heart dilatation and 
trabeculations (Figure 3A). The absence of disease in 
mice heterozygous for these Mib1 mutations prompted 
us to perform a WES of these families. We hypothesized 
that additional genetic variants may cosegregate with the 
MIB1 mutations and contribute to the manifestation of 

Figure 2 Continued. C, Cardiomyocytes derived from control, MIB1R530X/+, edited MIB1R530X/+, MIB1V943F/+, and edited MIB1V943F/+ hiPSCs after 
20 days of differentiation. Cells were stained with antibodies against BrdU (white), Tnnt2 (red), and Tnni3 (green) and counterstained with DAPI 
(top and bottom rows), or DAPI and CellMask (blue and white, middle row). The top row shows increased BrdU staining in cells derived from 
the patients; the middle row shows less multinucleated mature cardiomyocytes in the patients’ cardiomyocites (arrowheads); the bottom row 
shows predominant Tnni3 staining in the nuclei of mutant hiPSC-CMs. D, Quantification of BrdU incorporation, percentage of multinucleation, 
and percentage of nuclear Tnni3 (see Supplemental Material). Data are mean±SD (n=5 or 6 proliferation; n=9–12 multinucleation/maturation). 
***P <0.005 and ****P <0.001, 1-way ANOVA, Tukey multiple comparisons test. E, GSEA of R530X_d10 versus R530X_ED_d10 expression 
profiles. Bar plot representing enrichment data for 29 gene sets at FDR q-value <0.25. Of these, 16 had FDR q-value <0.05. Scale bar indicates 
NES from –3 to 3. Positive and negative scores were found for 20 and 9 gene sets, respectively. F, Gene enrichment profiles for “HALLMARK” 
gene sets “EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION” (FDR q-value=0; NES=2.46), “HYPOXIA” (FDR q-value=6.13E-04; NES=1.95), 
“G2M_CHECKPOINT” (FDR q-value=0; NES=–2.39), “E2F_TARGETS” (FDR q-value=0; NES=2.10), and “MYOGENESIS” (FDR q-value=0; 
NES=2.31). FDR indicates false discrovery rate; hiPSC‚ human induced pluripotent stem cell; hiPSC-CM‚ hiPSC-derived cardiomyocytes; NES‚ 
normalized enrichment score; Tnnt2‚ cardiac troponin T; and Tnni3‚ cardiac troponin I.
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Figure 3. Identification of variants segregating with MIB1 mutations in human LVNC families by whole exome sequencing.
A, CMRI heart sections showing short axis (sa) views of the right and left ventricles of a control individual (II.10) and patients II.2 and I.5, carrying 
the MIB1R530X/+ and MIB1V943F/+ mutations, respectively. Arrowheads point to trabeculae. Scale bar, 50 mm. B, Genetic variants associated with the 
MIB1R530X/+ and MIB1V943F/+ mutations. Corresponding reference SNP (rs) report references are shown in parentheses. C, MIB1R530X/+ pedigree. 
Note the perfect cosegregation of the MIB1R530X/+ mutation with the newly identified variants and LVNC. D, MIB1V943F/+ pedigree. Note the 
cosegregation of the MIB1V943F/+ mutation with the newly identified variants and LVNC. Members of each generation are indicated numerically. 
Squares, males; circles, females. Asterisks indicate the individuals from which hiPSCs were generated. CMRI indicates cardiac magnetic 
resonance imaging; hiPSC, human induced pluripotent stem cell; HCM‚ hypertrophic cardiomyopathy; lv, left ventricle; LVNC, left ventricular 
noncompaction; rv, right ventricle; and SNP, single nucleotide polymorphism.
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the LVNC phenotype in a heterozygous setting. Briefly, 
variants were filtered using several quality parameters 
and inheritance assumptions on the basis of LVNC affec-
tion in the family. Filtered variants (15 in MIB1R530X family 
and 32 in MIB1V943F family) were analyzed focusing on 
variant, gene, or haplotype characteristics. Our workflow 
is summarized in Figure S2, and a detailed description of 
the filtering process can be found in the Methods.

We identified 2 candidate missense variants in the 
MIB1R530X family (Figure 3B), occurring in heterozygo-
sis in all affected family members and in none of the 
healthy relatives (Figure 3C). rs3748415 is a valine-
to-isoleucine substitution at position 150 (V150I) in 
APCDD1, a WNT signaling inhibitor.70 It is interesting 
that WNT and NOTCH have been shown to genetically 
interact during cardiac development.71 The second 
genetic variant, rs181303838, is a methionine-to-
valine substitution in position 1415 (M1415V) in 
ASXL3, a transcription factor involved in heart devel-
opment and homeostasis.72 Both APCDD1 and ASXL3 
are physically close to MIB1 in chromosome 18, 
increasing the chances of cosegregation (Figure S6A). 
The mutation found in APCDD1 alters Val150, which 
is conserved between zebrafish and humans (Figure 
S6B) and predicted to be in the top 2.4% of delete-
rious variants in the genome (CADD Phred 16.26). 
Met1415 in ASXL3 is a rare variant (minor allele fre-
quency 0.0004467) conserved in all eutherians exam-
ined (Figure S6B). Its hydrophobicity is maintained in 
Xenopus laevis’s Leu1368 (Figure S6B). The APCD-
D1V150I mutation was predicted to be more deleterious 
than ASXL3M1415V (PolyPhen scores of 0.555 and 0, 
respectively) and to be more evolutionarily conserved 
(CADD Phred,16.26 and 8.681; and GERP, 1.79 and 
–1.58). Nevertheless, APCDD1V150I was more preva-
lent in human populations (minor allele frequency 
0.1611; Figure S6C). Both genes are expressed during 
mouse ventricular and cardiac valve morphogenesis 
(E12.5–E16.5). Quantitative PCR of whole hearts from 
C57Bl/6 embryos from E10.5 to E16.5 demonstrated 
that Apcdd1 and Asxl3 are regulated differentially dur-
ing this period (P<0.0001 in both cases). The expres-
sion of both genes peaks at E12.5 and then declines 
progressively (Figure S6D).

The first identified variant in the MIB1V943F family 
(rs143331552) was a threonine-to-methionine substi-
tution at position 1547 (T1547M) of CEP192, which is 
required for mitotic spindle assembly.73 The second vari-
ant (rs143627864) was a nonsense mutation of the 
phenylalanine at position 191 (F191X) of TMX3, which 
catalyzes the isomerization of protein disulfide bonds.74 
TMX3 mutations have been linked to microphtalmia.75 
The third and fourth variants (c.175-56A>G, rs884785, 
and c.175-27G>A, rs884786) occur in intron 2 of 
BCL7A, which is involved in the pathogenesis of B cell 
lymphomas.76 All of these variants appeared in hetero-

zygous combination with MIB1V943F and cosegregated 
with LVNC (Figure 3D). CEP192 and TMX3 are physi-
cally linked to MIB1 on chromosome 18, but BCL7A is 
not. In humans, CEP192 is located on the short arm of 
chromosome 18, close to MIB1. In mice, this gene is far-
ther away, in a translocated region of the long arm. In 
both species, TMX3 is located at the end of the long 
arm, almost 50 Mb away from MIB1 in humans and 80 
Mb away from Mib1 in mice. BCL7A is located on human 
chromosome 12. In mice, Bcl7a is located on the long 
arm of chromosome 5 (Figure S3A). The T1547M vari-
ant of the CEP192 gene is rare (maximum minor allele 
frequency 0.00003). PolyPhen identifies it as possibly 
damaging (Polyphen, 0.658), and CADD predicts it to 
be among the 1.45% most deleterious variants (CADD 
Phred score, 18.39). Thr1547 is in a highly conserved 
region of the CEP192 amino acid sequence in zebrafish 
and all Tetrapoda (Figure S3B). Both intron mutations in 
BCL7A are conserved between zebrafish and humans 
(Figure S3B). The CADD Phred scores for the BCL7A 
intron variants were low (6.350 and 0.771), as were the 
GERP scores (–3.88 and –3.92). The GERP score for 
CEP192T1547M (0.69) was also not high; however, the 
prevalence of this mutation is sufficiently low (0.00003) 
to warrant consideration. The BCL7A mutations are prev-
alent (rs884785, 0.11; rs884786, 0.032; Figure S3C). 
Quantitative PCR analysis showed that these genes are 
expressed from E10.5 to E14.5, followed by a signifi-
cant decline in transcription (Figure S3D). The mutated 
phenylalanine residue in TMX3F191X is subjected to some 
selective pressure (GERP score: 0.63, Figure S3C), and 
substitution occurs at a frequency that could fit in LVNC 
prevalence in combination with any of the other can-
didate mutations found in the MIB1V943F family (Figure 
S3E). Reverse transcription-PCR analysis at E14.5 con-
firmed that the TMX3 is expressed in the mouse heart 
(Figure S3F; see Methods). All these variants, although 
predicted as benign or of uncertain significance by their 
effect or prevalence (Figures S3 and S6), are not present 
simultaneously with their respective MIB1 variants in any 
gnomAD HGDP or 1000 genomes77 individual (Tables 
S9 and S10).

Heterozygous Combination of MIB1 Mutations 
With the ASXL3 and APCDD1 or With the 
CEP192, TMX3, and BCL7a Variants Causes 
LVNC or BAV in Mice
To determine whether the newly identified candidate 
variants contribute to the autosomal dominant inheri-
tance pattern of LVNC in our pedigrees, we used CRIS-
PR-Cas9 gene editing to generate triple (Mib1R530X/+ 
Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+) and quadruple (Mib-
1V943F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+; Bcl7aAG,GA/+) 
heterozygous mutant mice using gene editing (Figure 
S7). CRISPR reagents were microinjected into zygotes 
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of crosses between Mib1 mutant males (MibV943F/V943F 
or MibR530X/+) and C57BL/6J females (Table S1, sheet 
3). We aimed to introduce the new variants in cis with 
those in Mib1 because the genes involved are linked, so 
this would yield a higher frequency of multiple heterozy-
gotes. Founders were identified by PCR and confirmed 
by Sanger sequencing (Figure S7). For the variants iden-
tified in the MIB1R530X family, we obtained 2 triple hetero-
zygotes (Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+) out of 
16 (12.5%) animals (Table S1, sheet 3). For those of the 
MIB1V943F family variants, we obtained 1 triple hetero-
zygote founder (Mib1V943F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+) 
out of 4 survivors (25%). In the Bcl7a microinjection, we 
obtained 13 founders out of 21 pups (61.9%) with both 
intronic mutations (Table S1, sheet 3). The founders gen-
erated were crossed with C57BL/6J mice to dilute any 
possible off-target effect of CRISPR-Cas9 gene edition. 
These crosses also allowed us to determine if the mu-
tations were introduced in cis or in trans heterozygosity. 
Most of the animals were either triple heterozygotes or 
wild-type, indicating cis heterozygosity. For details, see 
the Supplemental Material.

Triple heterozygous Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcd-
d1V150I/+ mice (abbreviated as Thet) reached adulthood 
and were fertile. At E16.5, the hearts of these mice 
displayed thinner ventricles and larger but thinner tra-
beculae than control counterparts, and also had a sig-
nificantly reduced a compact myocardium:trabeculae 
area ratio, indicating LVNC (Figure 4A through 4C, 
Table S5, sheet 2). Cardiac magnetic resonance imag-
ing of adult Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+ mice 
revealed dilated chambers with elevated end diastolic 
volume, left ventricular mass, systolic volume, and car-
diac output (Figure 4D through 4H). These elevated 
parameters are compatible with the pathogenesis of 
high-output heart failure.78

We performed RNA-seq at E15.5, followed by gene 
set enrichment analysis, and identified “DNA_REPAIR” 
as the most enriched pathway, followed by “MYC_TAR-
GETS_V1” and “E2F_TARGETS” (Figure 4I and 4J, 
Table S11, sheets 1 through 3), reflecting dysregulation 
of cell cycle checkpoint controls (G2/M and S phases). 
We also found enriched the “P53_PATHWAY”, an effec-
tor of cellular stress pathways including “ROS_PATH-
WAY”, “UNFOLDED PROTEIN RESPONSE”, and “UV_ 
RESPONSE (_UP and _DN)” that may act upstream 
of cell-cycle checkpoints and involve “APOPTOSIS” 
as an outcome (Figure 4I, Table S11, sheet 1). Enrich-
ment of the “ALLOGRAFT_REJECTION” and “INTER-
FERON_ALPHA_RESPONSE” terms (Figure 4I, Table 
S11, sheet 1), may reflect activation of innate immu-
nity pathways. “MTORC1_SIGNALING” enrichment 
and “PROTEIN SECRETION” depletion suggest that 
protein homeostasis is likely altered in Thet mice (Fig-
ure 4I, Table S11, sheets 1 and 6). Given that APCDD1 
is a direct WNT signaling target,70 the enrichment of 

“WNT_BETA_CATENIN_SIGNALING” (Figure 4I and 
4J, Table S11, sheets 1 and 4), is consistent with WNT 
and NOTCH pathways playing opposite roles during car-
diogenesis. “EMT” enrichment (Figure 4I and 4J, Table 
S11, sheets 1 and 5) is consistent with an increase in 
cell migratory processes. Defective ventricular devel-
opment in Thet mutants is associated with increased 
proliferative and migratory processes, defective cellular 
stress responses, and protein homeostasis, indicative of 
a maturation defect.

After including our published Mib1flox/flox;Tnt2Cre mice 
gene profile,34 we performed a comparative analysis of 
all the gene set enrichment analyses made in this study. 
We observed that the Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre signature was 
more closely related to those of the Mib1flox/flox;Tnt2Cre 
mice and R530X_d10 iPSCs than to that of Thet mice 
(Figure S8). Considering all the pathway overlaps, we 
found that contrasts showing the strongest enrichments 
(P<0.05), were Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre versus control and 
R530X_d10 versus R530X_ED_d10 iPSCs (Figure S8). 
Shared pathways included “EMT”, “TGF_BETA_SIGNAL-
ING”, “ESTROGEN_RESPONSE_EARLY”, “TNFA_SIG-
NALING_VIA_NFKB”, and “IL2_STA5_SIGNALING” 
(Figure S8). These pathways were more enriched, with 
a level of significance at q-value<0.05 or q-value<0.25) 
in Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre and R530X_d10 (Figure S8). 
Depleted pathways (at q-value<0.05 or q-value<0.25) 
involved immune-hematological processes (Figure 
S8). However, these pathways were either moderately 
enriched or unchanged in Thet mice (Figure S8). Col-
lectively, the RNA-seq data suggest that defective ven-
tricular chamber maturation in Mib1 mutants is caused 
by aberrant proliferative, migratory, fibrotic, and inflam-
matory pathway gene activation. Acting alongside these 
“primary” pathways are “secondary” pathways, which are 
enriched or depleted depending on the specific geno-
type.

Triple heterozygous Mib1V943F/+ 
Cep192T1547M/+ Tmx3F191X/+ E16.5 mice showed 
significantly more penetrant valve abnormalities at E16.5, 
including BAV (Figure 4K through 4N and 4S), as well as 
defects in both the muscular and the membranous ven-
tricular septum (Table S5, sheet 3). Quadruple heterozy-
gous mutants harboring the Bcl7a variants also had BAV, 
as well as coronary artery defects (Figure 4O through 
4S, Table S5, sheet 3).

We examined the UK Biobank in search of BAV or 
aortopathy cases with MIB1 mutations. We found that in 
the WES cohort of 454 756 individuals, 1408 hetero-
zygous participants carried 412 rare predicted loss of 
function MIB1 variants (0.3%; 1 in 323), and 3028 par-
ticipants carried 533 rare missense MIB1 variants (0.2%; 
1 in 853). Eighty-five heterozygous missense variant car-
riers of 3028 heterozygote individuals were diagnosed 
with aortic valve disease (0.03%; 1 in 36). Thirty-six 
heterozygous predicted loss of function variant carriers 
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Figure 4. Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+ and Mib1V943F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+;Bcl7aAG,GA/+ compound 
heterozygous mice show LVNC and BAV.
A and B, Transverse heart sections from E16.5 control and Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+ embryos stained with antibodies to Tnnt2 
(green) and isolectin B4 (white), and counterstained with DAPI (blue). General views of left and right ventricle (A and B) and high-magnification 
views of boxed areas (A’, A’’, B’, and B’’), showing reduced compact myocardium thickness in triple heterozygous embryos. Scale bars, 500 μm 
(A and B) and 100 μm (magnifications). C, Quantification of compact myocardium (CM) thickness and the compact-to-trabecular myocardium 
area ratio in both ventricles. Data are mean±SD (n=3 sections from 11 and 1 section from 2 WT and n=3 sections from 11 and 1 section from 3 
mutant embryos, *P<0.05 and **P<0.005, by Student t-test). D through G, CMRI images of adult (10-month-old) control (Continued )
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of 1408 heterozygote individuals were diagnosed with 
aortic valve disease (0.3%; 1 in 39). Assessments of the 
burden of aortic valve disease in MIB1 variant carriers 
were not significant (P>0.05).

Molecular Interactions Among CEP192, BCL7A, 
and NOTCH
Our results support a genetic interaction between MIB1 
and the genes identified in our LVNC family exome: 
ASXL3, APCDD1, CEP192, TMX3, and BCL7A. To de-
termine if the corresponding proteins interacted in vitro, 
we conducted co-IP experiments in HEK293T cells. 
On the basis of the nature of the proteins involved, we 
cotransfected MIB1, N1ICD (NOTCH1 intracellular do-
main), or RBPJ (recombining binding protein suppressor 
of hairless) in pairwise combinations with the candidate 
interacting proteins. Thus, according to the exome data 
from the MIB1R530X family, we cotransfected HEK293T 
cells with FLAG-ASXL3 plus N1ICD-myc, RBPJ-GFP, 
or RBP-myc expression vectors, or with APCDD1FLAG 
plus MIB1-HA or N1ICD-myc expression vectors. For 
the MIB1V943F family, we cotransfected HEK293T cells 
with CEP192-GFP plus MIB1-HA or N1ICD-myc; with 
TMX3-HA plus N1ICD-myc or RBPJ-GFP; or with 
BCL7a-FLAG plus N1ICD-myc or RBPJ-GFP. Co-IP 
experiments with N1ICD or RBPJ were negative for 
ASXL3, APCDD1, or TMX3 (Figure S9A) but did detect 
interaction with CEP192 and BCL7a (Figure 5A through 
5D, Figure S9B). We obtained a positive co-IP result for 
full-length CEP192 (192 KDa) and N1ICD (Figure S9B). 
To identify the region involved in this interaction, we split 
CEP192 in a N-terminal (amino acids [aa] 1-1322) and 
a C-terminal fragment (CT, aa 1323-2537). Co-IP ex-
periments with N1ICD showed that it is the CT CEP192 
region that interacts with N1ICD (Figure 5A). Thus, im-
munoprecipitation with anti-myc antibody and WB with 
anti-FLAG detected an ~150-KDa band corresponding 
to the CT CEP192 region. Conversely, immunoprecipita-
tion with anti-FLAG and WB with anti-myc detected a 
70-KDa band corresponding to N1ICD (Figure 5A). This 
region contains the T1522M mutation identified in the 
MIB1V943F family (Figure 3B and 3D); however, the in-

teraction with N1ICD persisted after site-directed muta-
genesis to introduce the mutation into the CT fragment 
(Figure 5B), suggesting that the CEP192-N1ICD inter-
action domain may be larger. Surprisingly, co-IP did not 
detect interaction between CEP192 and MIB1 (Figure 
S9B), despite the association of MIB1 with centrosomal 
proteins.79,80 In the case of BCL7A, co-IP with anti-myc 
antibody and WB with anti-FLAG detected a 50-KDa 
band corresponding to BCL7A, and the reciprocal ex-
periment detected the 70-KDa band corresponding to 
N1ICD (Figure 5C). Because BCL7A is a transcription 
factor, we tested whether it interacted with the NOTCH 
effector transcription factor RBPJ cotransfecting cells 
with RBPJ-GFP and BCL7A-FLAG. Co-IP with anti-
GFP antibody and WB with anti-FLAG detected a 50-
KDa band corresponding to BCL7A, and the reciprocal 
experiment detected the 100-KDa band corresponding 
to RBPJ-GFP (Figure 5D). These results support direct 
molecular interaction among CEP192, BCL7A, and 
N1ICD proteins.

DISCUSSION
Defining the genetic basis of cardiac disease has proved 
more challenging than anticipated, despite the tech-
nological advances in genomic analysis of the last de-
cade.81 The likely reason is that coding and noncoding 
DNA variants appear to make similar contributions to 
cardiac disease,82 implying that progress toward preci-
sion cardiovascular medicine will require experimental 
testing of the influence of multiple potential regulatory 
and coding sequence variants.83 Even in severe cardiac 
diseases that manifest in children or young adults (ie, 
congenital heart disease and cardiomyopathies) and may 
appear to have a single Mendelian genetic basis, pheno-
typic expression is influenced by multiple DNA variants, 
suggesting that these diseases are oligogenic84 or poly-
genic.85 This implies that the combined action of genetic 
modifiers can have a major effect on the expression of a 
cardiac disease phenotype,3,86 making it difficult to define 
its genetic pathogenesis.

Our data show that mice harboring the ortholog 
MIB1R530X and MIB1V943F mutations that cause LVNC 

Figure 4 Continued. (D and F) and triple heterozygous (E and G) mice showing chamber dilation in the mutant. H, Quantification of end diastolic 
volume (EDV), left ventricular mass (LVM), stroke volume (SV), and cardiac output (CO). Data are mean±SD (n=9 WT and n=8 mutants, *P<0.05 
and **P<0.01, by Student t-test). I, Gene set enrichment analysis of E15.5 triple heterozygous (Thet) versus control heart expression profiles. 
The bar plot represents enrichment data for 18 gene sets at FDR q-value <0.25. Of these gene sets, 4 had an FDR q-value <0.05. The scale 
bar is the normalized enrichment score (NES) from –3 to 3. Positive scores were found for 16 gene sets and negative scores for 2 gene sets. 
J, Gene enrichment profiles for the “HALLMARK” gene sets “MYC_TARGETS_V1” (FDR q-value=0.006; NES=1.84), “E2F_TARGETS” (FDR 
q-value=0.012; NES=1.75), “WNT_BETA_CATENIN_SIGNALING” (FDR q-value=0.076; NES=1.51), and “EPITHELIAL_MESENCHYMAL_
TRANSITION” (FDR q-value=0.202; NES=1.28). K through R, Hematoxylin and eosin staining of control (K and O), triple heterozygote Mib1V943F/+ 
Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+ (L), and quadruple heterozygote Mib1V943F/+ Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+;Bcl7aAG,GA/+ hearts (P). 
Note the ventricular septal defect (K and L, arrowhead), BAV (M and N), and coronary malformations (Q and R). Scale bars, 500 μm (K and L), 
100 μm (M through P), and 200 μm (Q and R). S, Quantification of conotruncal defects. Data are mean±SD (n=24 WT, 13 triple and 28 quadruple 
mutants, *P<0.05, **P<0.01, Fisher exact test for the proportion of abnormal hearts). BAV indicates bicuspid aortic valve; CMRI, cardiac magnetic 
resonance imaging; E, embryonic day; FDR, false discovery rate; IB4, isolectin B4; LCA, left coronary artery; LV, left ventricle; LVNC, left ventricular 
noncompaction; RCA, right coronary artery; RV, right ventricle; Tnnt2, cardiac troponin T; VSD, ventricular septal defect; and WT, wild-type.
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in heterozygous human carriers34 develop LVNC when 
cardiac MIB1 is depleted, or BAV on a MIB1 heterozy-
gous and NOTCH-sensitized genetic background. The 
recessive nature of the LVNC phenotype in mice contrasts 
with its dominant character in humans, suggesting the 
existence of additional contributing genes (modifiers)87 
that interact with MIB1 to cause LVNC in a dominant 
fashion in humans. Moreover, the BAV phenotype of mice 
heterozygous for the Mib1V943F or Mib1R530X mutations on 
a NOTCH-sensitized genetic background suggests that 
valve morphogenesis is strictly sensitive to the NOTCH-
MIB1 dosage and that its haploinsufficiency leads to BAV. 
The high dosage requirement for NOTCH-MIB1 function 
is also supported by the observation that only 5% of mice 
with cardiac MIB1 depletion (Mib1R530X/flox;Tnnt2CRE) sur-
vived embryogenesis, instead of the Mendelian 12.5%. 
The MIB1V943F mutation is deleterious in cellular assays 
and in zebrafish embryos,34 and our results show that 
mice expressing the MIB1V943F protein in the embryonic 
myocardium display LVNC features. In our search for addi-
tional genetic variants that contribute to LVNC, WES of 
families carrying the MIB1R530X and MIB1V943F mutations 
identified a set of missense variants in ASXL3, APCDD1, 
CEP192, TMX3, and BCL7A that cosegregate with the 

MIB1 mutations and LVNC, suggesting a genetic interac-
tion between MIB1 and these modifier genes during car-
diogenesis. With the exception of BCL7A, these genes are 
located on chromosome 18 close to MIB1, increasing the 
probability of cosegregation, and the exome data reveal a 
perfect cosegregation of these variants with MIB1 muta-
tions and LVNC. It remains to be determined if MIB1 and 
these newly identified candidates are coordinately regu-
lated during cardiac development.

Generation of the corresponding mouse models 
revealed that triple heterozygous Mib1R530X/+ Asx-
l3M1361V/+ Apcdd1V150I/+ mice (Thet mice) showed features 
of LVNC, whereas quadruple heterozygous Mib1V943F/+ 
Cep192T1522M/+ Tmx3F191X/+; Bcl7aAG,GA/+ mice showed 
a variety of valve-related defects, including BAV. Thus, 
WES of our LVNC pedigrees allowed us to identify new 
genes contributing to LVNC or BAV. These results sug-
gest that 2 congenital structural heart abnormalities, 
LVNC and BAV,88 share a genetic substrate in which 
MIB1 mutations disrupt a major developmental path-
way regulating ventricular and valve development. MIB1 
mutations can thus lead to LVNC or BAV depending on 
their combination with a set of mutations in modifier 
genes that influence disease phenotype. In other words,   

Figure 5. In vitro interaction between 
CEP192 and BCL7A, with N1ICD or 
RBPJ and MIB1-NOTCH pathway 
interactions during compaction and 
aortic valve development.
A, Flag and myc immunoblotting of Flag and 
myc immunoprecipitates from HEK293T 
cells cotransfected with Flag-tagged carboxy 
terminal CEP192 (CEP192 CT-Flag) and 
myc-tagged N1ICD (N1ICD-myc). B, Flag 
and myc immunoblotting of Flag and myc 
immunoprecipitates from HEK293T cells 
cotransfected with Flag-tagged mutant carboxy 
terminal CEP192 (CEP192 CT*-Flag) and 
myc-tagged N1ICD (N1ICD-myc). C, Flag 
and myc immunoblotting of Flag and myc 
immunoprecipitates from HEK293T cells 
cotransfected with Flag-tagged BCL7A 
(BCL7A-Flag) and myc-tagged N1ICD 
(N1ICD-myc). D, Flag and GFP immunoblotting 
of Flag and GFP immunoprecipitates from 
HEK293T cells cotransfected with Flag-
tagged BCL7A (BCL7A-Flag) and GFP-
tagged RBPJ (RBPJ-GFP). E, Cartoon 
summarizing the human and mouse data. 
MIB1-NOTCH signaling regulates chamber 
compaction and aortic valve morphogenesis in 
humans and mice. Whole exome sequencing 
analysis has identified 5 candidate genes 
interacting with MIB1 mutations in LVNC. 
Mouse modeling shows their involvement in 
compaction or aortic valve morphogenesis. 
Asterisks indicate potential biochemical 
interactions. CT indicates C-terminal fragment; 
IP, immunoprecipitation; LVNC, left ventricular 
noncompaction; N1ICD, NOTCH receptor 1 
intracellular domain; and WB, Western blot.
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MIB1-NOTCH signaling plays a major role in ventricu-
lar and valve development, and its genetic disruption 
can lead to human LVNC or BAV in the presence of a 
certain genetic substrate, produced by alterations in a 
set of modifier genes (Figure 5E). The causal implica-
tion of NOTCH1 mutations in BAV has been described in 
humans31 and mice.89 Likewise, MIB1 inactivation causes 
LVNC in both humans and mice34 and also BAV and valve 
dysmorphology in mice,89,90 although its implication in 
human BAV has not been described so far.

Although patients heterozygous for the MIB1V943F/+ 
CEP192T1522M/+ TMX3F191X/+; BCL7AAG,GA/+ variants show 
LVNC and not BAV, mice carrying the 4 ortholog muta-
tions have BAV but no LVNC, emphasizing the strong 
influence of the genetic background on disease pheno-
type and the sensitive response of inbred mouse strains 
(C57BL/6J) in the manifestation of cardiac phenotypes. 
Developmental marker analysis revealed defective cham-
ber patterning and maturation in mice deficient for MIB1 
in the myocardium, indicating the developmental origin of 
LVNC. Gene profiling of Mib1R530X/flox;Tnnt2Cre mice, 
Mib1R530X/+ Asxl3M1361V/+ Apcdd1V150I/+ triple 
heterozygous mice, and MIB1R530X/+ patient-derived hiP-
SCs revealed shared defects in myocardial differentia-
tion, and metabolic maturation together with increased 
cardiomyocyte proliferation, processes that must be 
tightly coordinated to achieve full cardiomyocyte matura-
tion.91 Mechanistically, abnormal activation of the TGFb 
pathway is a consistent finding across the different Mib1 
genotypes, and TGFb signaling has been related to pro-
EMT and pro- or antiproliferative pathways.92 Reinforc-
ing this notion, persistent cardiomyocyte proliferation 
has been reported in mice with myocardial Mib1 inacti-
vation,10,34 whereas blunted proliferation was found in a 
hiPSC model of LVNC with perturbed TGFb signalling.67 
Immunoprecipitation assays between NOTCH path-
way elements and the proteins identified by WES sug-
gested direct biochemical interaction of N1ICD/RBPJ 
with CEP192 and BCL7A. The lack of positive evidence 
about the other proteins may be a result of low expres-
sion or defective protein modification or folding, and thus 
possible interactions cannot be discarded. In addition, the 
genetic interaction between MIB1 and APCDD1 is worth 
exploring on the basis of the interplay between NOTCH 
and WNT in different cardiac settings.71,93

Previous studies have suggested the oligogenic nature 
of LVNC.20,84 Our study is the first in which exome data from 
2 large pedigrees reveal LVNC resulting from cosegrega-
tion of mutations in a critical gene with mutations in a set of 
linked modifier genes. Modeling of these mutations in mice 
suggests that ventricle and valve morphogenesis share, 
at least in part, a common genetic substrate and develop-
mental pathway. Extrapolation of our mouse model’s data 
to humans would imply that patients with LVNC harboring 
MIB1 mutations should also be screened for valve abnor-
malities, and vice versa. Our study demonstrates the power 

of combining WES with humanized animal models gener-
ated through careful gene editing to provide mechanistic 
insight into complex diseases and the contribution to dis-
ease phenotype of coding and noncoding genetic variants 
identified through massive sequencing.
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