URNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA

“Aspectos Genéticos de la transduccion de sefales y

fenomenos de imprinting en gametos de animales domeésticos”

Dra. PhD. Silvia LIambi
Prof. Agr. D.T Area Genética
Facultad de Veterinaria

Curso-Taller “Transduccion de sefales en fisiologia espermatica: aspectos basicos y aplicados”
2009




Fecundacion: Para que los espermatozoides de mamiferos puedan fecundar
deben sufrir un proceso de capacitacion (cambios bioquimicos de su membrana
plasmatica con remodelacion de moléculas de superficie).

El espermatozoide responde al estimulo de las moléculas ligando
de la Zona Pelucida (ZP) y sufre la reaccion acrosomica.

Importancia de los oligosacaridos (No existe un modelo uUnico,
variando segun la especie animal)

La ZP esta formada por un n° variable de glicoproteinas (familia de proteinas ZP

ZP1, ZP2, ZP3, y la ZP4)

Funciones principales: union del espermatozoide, prevenir polispermia, proteccion
del embridon hasta implantacion y bloqueo de fecundacion heteroespecifica).
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Extraido de Canovas y Coy (2008) 3 .
Moléculas receptoras del espermatozoide

gue se unen ala ZP

Cumulus
oophorus

Roedores: sp56 tiene afinidad a los
Oligosacéridos de la ZP.

Adhesinas, proacrosina,
espermadhesinas,Sp38, P47

(unién primaria y secundaria a la ZP)
En cerdos: SED1

Es pacio perivitelino

‘ Placa metafasica ‘

Una de las mas estudiadas: beta-1,4 Galactosiltransferasa (GalT-I): se localiza
En la membrana plasmatica y actuaria como receptor especifico
de las glicoproteinas Tipo ZP3.

Ratones “knock-out” sin GalT-I sus espermatozoides lograban uniéon a ZP
pero en namero disminuido
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Cortical Granules En animales la familia de

genes de las proteinas
ZP se encuentran subdivididas en
6 subfamilias:

ZPAIZP2, ZPB/ZP4, ZPCI/ZP3, ZP1, ZPAX,y ZPD

Zona Pellucida

Signaling Complex
Compleja Clasificacion

Se han identificado seudogenes en:
Humanos, bovinos, perros, chimpanceé, ratones.

Acrosome ZP3 Receptor Complex

Ej.
En bovinos y perros la ZP presenta 3 proteinas ZP
(ZPA/ZP2, ZPB/ZP4)y ZPC/ZP3).
y en estas especies se identifico el seudogén
Zpl

BIOLOGY OF REPRODUCTION 78, 796-806 (2008)
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Homo sapiens (Hsa), Human
ZPA/ZP2

NM_003460 Q05996
AF001550
BCO96304
BCD96305
BCO96306
BCO96307
MI0366

ZPB/ZP4 (also named ZPB2 [16]) NM_021186 Q12836

ZPC/ZP3

ZP1

AL359924
BCO6Y9521
un5781
NM_007155 P21754
Mo0504
X56777
A18567
NM_207341 P&O8B52
ACOD4126

Human
Chimpanzee
Macaque
Rat

ZPAIZP2

ZPBIZP4

ZPCIZP3

ZP1
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Envoltura perivitelina

Gallus gallus (Gga), Chicken
ZPA/ZP2

ZPB/ZP4/ZPB2

ZPC/ZP3

ZP1/ZPB1T
ZPAX/ZPX1

ZPD/ZFX2

Envoltura vitelina

Xenopus laevis (Xla), African clawed frog
ZPA/ZP2/69kDa

ZPB/ZP4/gp37
ZPC/ZP3
ZPAX/ZPX1

ZPD/ZPX2

PR T I DR

BNOOO5ST7
BAEZ2123
ABD25428
BAAY6739
NM_204879
AYBH28622
NM_204389
ABD31033
NM_204683
Al289697

NM_001045837

AJ698915
ABT14447
BAD13713
NP_998741
NM_213576

AAD12172
BCO79825
AF038151
XLU44950
BC123370
AAATDT465
U44952
AAB39079
BC0D72326
AF225806
AY079195
AAF43011
XLU44949
AYD79194
AAADT467

Q5CZI6
Q2PGY?2
Q6WV21

79762

Q9DER4
QBEWV24
Q68417
QBEWV22
Q766V2

73735

Q6AX05

Q91675

Q91672
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TABLE 1. Characterized genes belonging to the ZP gene family.

Current symbol GenBank accession no.

Sus scrofa (Ssc), Pig

ZPA/ZP2 (also named ZPT [10, 15]) NM_213848
D45064
122170
574651

ZPB/ZP4 (also named ZP3alpha [13]) NM_214045
L11000

ZPC/ZP3 (also named ZP3beta [13]) NM_213893
122169

D45065 Dog
Bos taurus (Bta), Cow

ZPA/ZP2 NM_173973 Cattle

ABD42653 v
ZPB/ZP4 (also named ZPB2 [16]) NM_173975 Plg ?

AB042652 ]
ZPC/ZP3 (also named ZP38 [4]) NM_173974 Cat :

05775 Rabbit ?

BTD21613

Canis familiaris (Cfa), Dog

ZPA/ZP2 NM_001003304 ZPAIZP2
D45069
U05779
ZPB AY573930
ZPC/ZP3 NM_001003224
U05780
D45070
Felis catus (Fca), Cat l\'4' ZPBI"ZP"'
ZPA/ZP2 NM_001009875
D45067
U05776
ZPB/ZP4 (also named ZPB2 [16]) NM_001009260
U05777
ZPC/ZP3 NM Dog;;)?:am ZPC/ZP3
D45068

En la base de datos EST para la ZP1 humana no se encuentran EST en bovinos,
Cerdos, perros y conejo.
Presencia de seudogenes ZP1 en perros y bovinos.
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Alineamiento de parte la proteina ZP1 Humano/Perro

Formacion de codones stop en perros

Exon 3
Human 107 DGRFHLRVFMEAVLPNGRVDVAQDATLICPKPDPSRTLDSQLAPPAMFSVSTPQTLSFLPTSGHTSQGSGHAF- - - - @PLDPG}ISS
D FHLRVF+E VLPNG V  Q+ TLIC PKP + TL LAP A S P +P+ oG+ + PS LDP +
Dog DRHFHLRVFVEVVLEPNGHVAGTQEVTLICPKPGHAWTLAPCLAP*AWLSPFPP- - - -LVPSPSTPPQGTALSAQFPLPC*PSTCLOFPPPNP
Human 190 VﬁptpalpspgpgptlatlAQPHWGT; ---------------------- EHWDVNKRDYIGTHLS - - -~ ----- - - - QEQCQVASGHL
b 3 ' QH L B i+ R C L Q+QCHVAS H
Dog TOAQPOWGTLERRGLTSY PTQVHRPPL*VHTASGLSGTASDPFALDRAEEANS LHVRGLRGHFLCPPRPSVES PGRPPMODOCRVASREF

Human 243 FCIVRRTSKEACQQAGCCYDNTREVPCYYGN 274
BEC VRR SKEACCQQAGCCYDN+ VP YYGN

Dog PCRVRRGSKEACQOQAGCCYDNSGGVPRYYGN

Exon 5§

Human 277 TVQCFRDGYFVLVVSQEMALTHRITLANTHLAYAPTSCSPTQHTEAFVVFYFPLTHCGTTMQVAG 341
TV + G+FVL V QE AL H ITLA+IH+ ¥ P+5C5 T F Vv P T+QV G

Dog TV*AGQOSGHFVLAVPQETALAHG I TLAHTHMLYTPSSCSOT -GAGVFRVLPLEAHPLWATVQVGG

Exon 8 @

Human 414 DETFSSYYGEDDYPIVRLLREPVHVEVRLLQRTDPNLVLLLHQCWGAPSANPFQQPQWPILSDGCPFKGDSYRTQMVALDGATP 4897
+ETF S%¥% E DYP +RL +PV V VRLL+ P + C sSn P P G ++ D ++ + G TP

Dog EETFCEY*EERDYPNIRLFCEKPVEVGVRELLRAQTP----- VWSCC-CTSAGPLPVEPAPSSSLSGRPSYQTDEWQGMFLLEQGVTR

La familia de genes ZP en animales evolucion6 debido a la perdida de funciones de
determinados genes integrantes de la misma (formando seudogenes)
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Representacion de las moléculas implicadas en el proceso de union y
fusion espermatozoide-ovocito.

A nivel del espermatozoide:
Proceso Union: proteinas tipo ADAM’S

ESPERMATOZOIDE
ADAN'S Proceso de fusion: proteinas tipo “lzumo”
Fertijina A y proteinas epididimales DE.

Cirystetina

Fertilina

Ratones “knock-out” con ausencia de fertilina b,
ADAM 3 o ambas2®espermatozoides de cada
una de las lineas de ratones muestran
importante reduccion en la unidon a ovocitos

DE

INTEGRINAS

ovociTo CD9 Ratones con delecciones del gen “lzumo” @

1.- producen espermatozoides aparentemente
------ il - = = - FUSION normales (se Unen y penetran la ZP)
2.-incapaces de fusionarse con el oolema de
OVOcitos.

Extraido de Canovas y Coy (2008)
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IMPRONTA GENOMICA MASCULINA Y REPRODUCCION

Impronta gendmica @ Modificacion epigenética diferencial en secuencias reguladoras
de la expresion de genes especificos en el espermatozoide y en el oocito.

No todo el genoma esta bajo la influencia de la impronta genomica

Genes con Impronta @ El Alelo que proviene del padre o madre es modificado
epigenéticamente con la finalidad de reprimir su transcripcion por lo que en el embrién
se expresara el alelo de uno u otro progenitor (paterno/materno).

En las células espermatogonicas en division mitotica y también en los espermatocitos
se va estableciendo la metilaciones paternas (proceso continuo y temprano)

Epigenética: “Fuera de la genética convencional”. Metilacion del DNA (no se
altera la secuencia) y modificacion de histonas.
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Comienzo
* Temprano

Imprinted
pattern in Primordial Follicle Gonocyte .~ De |a metilacion
somatic cells
m:f': ntaiﬂﬁd Unmethylated PGCs
ro i i
d Itlrl;Ig d IEBex oetelviod Pre-antral Follicle Spermatogonia
adulthoo gonad SRS
E13 Embryo N

-
i 0

El nuevo imprinting en las PGC
Machos ratones comienza al

Dia 14.5 dpc.
L3

Mature Spermatozoa

Female germ line
aul] waab ajey

PGCs in undifferentiated
gonad undergo demethylation

Somatic
cells

E11.5 Embryo

Somatic cells E9 Embryo f

Global demethylation of
non-imprinted sequences

En ratones el genoma paterno es significativamente y activamente demetilado entre
las primeras 6-8 hrs post fecundacion.
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Regulacion epigenética

Metilaciones del ADN ocurren en:

e N\

DMR ICR
Regiones diferencialmente metiladas Regiones de Control de la Impronta
Se metilan en las copias activas Se metilan en el alelo silencioso

Enzimas encargadas del proceso: familia de las ADN Citosina metil
transferasa (Dnmt)
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DMR mas estudiada en los ultimos afos en distintas especies es las de los genes
Igf2 y H19 (humanos, raton, ovinos, suinos)

Igf2 & se transcribe el alelo de origen paterno

Humano Cromosoma 11, Ratdén Cromosoma 7, Suinos Cromosoma 2, Ovino Cromosoma 21
Bovino Cromosoma 29

H19 9 se transcribe el alelo de origen materno

En el cromosoma paterno el ICR esta metilado
impidiendo la Union de la proteina factor CTCF (dedos de Zn) activandose el gen Igf2 y

Reprimiendo la expresion de H19.

Factores de regulacién de la impronta espermatica—> Factor BORIS (se expresa en
Testiculo), estaria involucrado en establecer las marcas de CH3 durante la diferenciacion

de la célula germinal masculina.

Durante la espermatogénesis la metilacion “de novo” podria estar asociada a la activacion de
BORIS y y silenciamiento de CTCF.
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Técnica de secuenciacion con bisulfito de sodio permite medir el estado de
Metilacion de las islas CpG

s )  ts )
CpG . CpG
4
e 2 " T
_ —» AT [ R

El bisulfito actua sobre las Citocinas no metiladas

CODIGO EPIGENETICO DEL ADN:

METILACIONES EN ISLAS CpG asociado a represion génica.
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La Metilacion en células primordiales de la linea germinal (PGC)
en suinos

< Precursoras de los gametos

2eguen J,:. ages < Sometidas a fuerte reprogramacion epigenética

§ R W _r "'

: t‘""“’r" t‘* (borrado y posterior etiquetado mediante metilaciones) para
Aspecto de las PGC  restaurar el estado totipotente.

SExiste interés para la utilizacion de las PGC como
donantes de nucleos en clonacion

<El gene Igf2 de suinos tiene una alta homologia
con humano y raton (secuencia y organizacion, 10 exones)

Molecular Reproduction & Development 76:22—30 (2009)

El objetivo principal de estos investigadores
era conocer el estado de metilacion/demetilacion
Methylation Changes in Porcine Primordial Germ Cells De las PGC después de arribar a la cresta genital.

STOYAN G. PETKOV,” WADE A. REH, auo GARY B. ANDERSON
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IGF2 DMD H19
Methylation Changes in Porcine Primordial Germ Cells
STOYAN G. PETKOV," WADE A. REH, avo GARY B. ANDERSON cTc F1 cTc F3
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Metilaciones en gametas (Igf2-H19)

SPERM CTCF1 SPERM CTCF3
4 0 000000000000 00000 20000 ¢ 20000 o 15 o000 00 200 o o
Z L e = S B = S B S S N S N e N R R R e e e B e
3 o 0000000000000 00 0 000 0 00000 @ -
L B S B S B B S I B B O S T S D e B o o o e t 0.568%
(B S B R RS __E S SR __ N E B E_E_ B B B B 5 e

* S S TEIIIEEE SHE IS B SEES S &
P SN VLNV EE O S F SO o O
® PG EE S SE S0 B SEBEE &
® 200000 IS ES 20000 § S0 OSSO

96.25% 0.672%

OOCYTE CTCF3
OOCYTE CTCF1 i D )
18 O Y e = e = X . s el A - # » = g 2_“-_-'_'_'-'_'.'_'-—.'_‘:'-_.._._
2 oCo-0—o-0—0-C0—e—0-
0t 0% 2 sene o0 e @
16.23 1 7.63%

En Cerdos al igual que en ratones los cambios en el estado de metilacion
de las células PGC ocurririan al arribar a la cresta genital.
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El genoma porcine consta de unos 30.000 genes distribuidos a lo largo de 18 pares de cromosomas
autosomicos y la pareja de cromosomas sexuales. El conocimiento del genoma porcine es todavia muay
lmitado, sumque esta aumentando exponencialmente (ver gniffar). Hasta ahora, hay al menos 1.673
OTL porcinos relativos a 281 caracteres diferentes. Segin el tipe de caracteres, los de calidad de carne
predominan por el gran mimero de OTL identificados (#efds 7). En cuanto a caracteres mas delimita-
dos, el espesor de tocino dorsal (fafds 2) es el que cuenta con mayor nimero de ellos.

Tanta 1. Niimero ne QTL BN Funciis EvOLOCHN ANUAL DEL NUIMERD DE QTL DEsDE 1994.
DE LOS CARACTERES. FusnTE HITE: /W WA MALGENOMEORG /oG-Bmd/ QTLoe, 55 / sussary.
PO Te HTTe: S S Wi AN IMALGEO M E. OR G
oar-gnsS (LD /55, sSuUMMARY.

Tipo de cardcter Mivme ro de OTL

Exterior 50
Salud 15
Calidad de carne 5

Produccion 1994
Reproduccion

Niimero de OTL

CARACTERISTICAS DE ALGUNOS GENES ¥ QTL BV PORCING.

Denominacion Nisncro de Inf. molecular Caricter Comentarios
CROMOSOMma
Hipertzmmia maligna e (= oL R'R,F.LP par gamolt}pado ) . L
o Es un ejemplo clasico de deteccidn de un gen mayor en animales domeésticos, ya que
AL ! Bl s e e LE fue el primero que se caracterzd moleculanments, mediante la estrategia del
Calidad came (desfavorable) > B 4 . gt fen
candidato con mapeo comparativo
Contenido graso , ) . L
MC4R i Cambio de G por A Tema de crecimiento El aklo rl}utadg ko= aumenta. Se asocia con con animales mas grasos, buscados para
. produccion de jamones curades
Apetito
Cambio de G por A en el | Miogenesis . ) . e
IGF2 2 nucledtido 3.072 del intrdn 3 | Masa muscular (15-309% de la variacion fenotipica) Ejﬁ::cise Erép;l?:;lt d ibiliﬁinjl]:s eh'ﬁ?ﬁiﬂiiﬁim]' t:_ﬁ:'mn situada en
ﬁ Se denotan como Q¥ q Espesor dzl tocino dorsal (10-20%% de la variacion) p o gen. pd gen
SLa 7 . Complejo mayor de histocompatibilidad -
PIT1 " i Gen candidato a caracteres de crecimisnto y de canal Es miembro de fanl!.hal de proteinas del FlDﬂlmI.U POU. reguladoras de hormonas como
la hormona de crecimiento o la prolactina

Curso-Taller “Transduccion de sefales en fisiologia espermatica: aspectos basicos y aplicados”
2009




(1

ELSEVIER Genomies 88 (2006) 222 -229

www.elsevier.com/locate/ygena

The bovine /IGF2 gene is dlfferentldlly methylated
in oocyte and sperm DNA™
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Fig. 1. Comparative representation of the JGF2 gene in different mammalian species. Numbered rectangles represent exons, promoter regions are indicated as P1-P4
and mtragenic differentially methylated regions as DMR below a rectangle. W1 and W2 represent pseudo-exons 1 and 2 in the mouse. These exons are active i other
species.
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Mediante secuenciacion del ADN y técnica del bisulfito se identificd en espermatozoides bovinos una DMR en el exén 10
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En bovinos a nivel del exdn 10 se encontré una DMR homologa a la DMR2 del ratén y a la DMR del humano
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EN LA CLONACION POR TRANSFERENCIA DE NUCLEAR
DE CELULAS SOMATICAS EN BOVINOS HAY REPORTES
SOBRE ERRORES EN LA EXPRESION DEL GEN Igf2

LA IDENTIFICACION DE DMR EN ESTE GEN SE CONVIERTE
ES UNA POTENCIAL HERRAMIENTA PARA EVALUAR
PATRONES DE METILACION EN OTRAS ETAPAS DEL
DESARROLLO EMBRIONARIO
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Sustancias Inhibidoras de las metilaciones del ADN:

5’azacitidina C '\fk SN
o N~ O
5’aza 2’ desoxicytina HO | o '
HO OH

5-aza-cytidine
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Accion de la 5’azacitidina en cromosomas de células linfocitarias de bovinos

5’ azacytidine effect in bovine lymphocytes chromosomes

Silvia Llambi,'” Betina Cnppnla,2 Rosa Gagliardi,3 Teresa Tejedor," Maria V. Arruga5

Tabla 1. Frecuencia y porcentajes de fracturas icas ¥ placas con d il idn cr ica observadas enlos cultivos linfocitarios
Arch. Med. Vet. 39, N" 1, 2007 bovinos tratados con distintas concentraciones de 5-azaC y en el cultivo control.
COMUNICACION - -
o SazaC N N Fracturas en el Fracturas en el Figuras de. Fractu{‘as
N° tubo oM Placas metafisicas X (%) Y (%) decondensacion centroméricas en
Identificacion de fragilidad cromosémica mediante 5’azacitidina en linfocitos de bovinos estudiadas cromesémica (%) autosomas (%)
1 0 50 1(2%) 0 0 0
Identification of chromosome fragility using 5 azacytidine in cattle lymphocytes 2 5 50 0 0 0 0
S Llambi", R Niifiez? 3 10 50 0 0 0 0
4 20 50 1(2%) 0 0 0
5 50 50 3(6%) 0 6 (12%) 1(2%)
6 70 50 11(22%) 0 8 (16%) 2 (4%)
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Figura 1. Metafase pretratada con 5 azacitidina. Las flechas
indican sitios fragiles en ¢l cromosoma X v en cromosomas
autosémicos.
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Mapeo por FISH:
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|

|
>
=
d
X

zFx—| Este Gen esta localizado en region de
I tor Fragilidad cromosdmica del BTAX.

Wk Esta region se asocia con alteraciones
De la fertilidad en bovinos (mortalidad
embrionaria)

PROFUNDIZACION EN EL ESTUDIO DE FRAGILIDAD DEL CROMOSOMA SEXUAL BTAX Y ANALISIS DE SECUENCIAS DEL GEN TRO
(TROFININA) EN BOVINOS HOLANDO. Proyecto de Investigacion D.T Area Genética, Facultad de Veterinaria-UdelaR. Dra. Silvia Llambi.2009-2011
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Gen TRO en Humanos ha sido secuenciado (1 Kb aprox)

Presenta multiples variantes de transcriptos (corte y empalmes alternativos)
Locus complejo.

En Bovinos existe un reporte de secuencia parcial del gen TRO (GenBank
AY444495)

Nuestro objetivo es comenzar a estudiar “in silico” al gen TRO en bovinos.

PROFUNDIZACION EN EL ESTUDIO DE FRAGILIDAD DEL CROMOSOMA SEXUAL BTAX Y ANALISIS DE SECUENCIAS DEL GEN TRO (TROFININA) EN BOVINOS HOLANDO.
Proyecto de Investigacion D.T Area Genética, Facultad de Veterinaria-UdelaR. Dra. Silvia Llambi.2009-2011
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The Trophinin Gene Encodes a Novel Group of MAGE Proteins,
Magphinins, and Regulates Cell Proliferation during Gamelogenesis
in the Mouse®

Rewidved far publieatlon, Exptember 8, 3000, and o ravisad form, Seplenber 24, 3001
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Bovinos Criollos de Uruguay
(Reserva de San Miguel, Rocha)
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Aphidicolin induced break points in heterozygous Robertsonian
translocation (rob1;29) in Creole cattle.

Artigas R, Iriarte A, Tellechea B, Llambi S, De Bethencourt M, Postiglioni A.
Journal of Basic & Applied Genetics 19 (1): 1-10. 2008

Fragments Mean SD [}:- pit
pl 0,72 0,05 p1 { p2c
p2t 0,43 0,04
p2c 0,32 0,03
ql 2,27 0,18 S
p2c/pl 0,45 0,06
p2t/pl 0,61 0,07
. . - i
Fragments are identified as follows: pl=short arm; p2t= - .
fragment next to the telomere; p2c= fragment next to the
centromere; g=large arm (see Fig 3). t ’ ’
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Heterocromatin decondensation in Creole cattle carrier of

Robertsonian translocation (rob1;29). Action of 5-azacytidine-C

Artigas R, Iriarte W, de Soto L, Iriarte A, Llambi S, de Bethencourt M, Postiglioni A.2008
Acta Agron. (PALMIRA) 57(1): 65-69
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Cariotipo de hembras bovinas normales.
Se muestra la estandardizacion del efecto
de la 5-aza-C.

Next:




EFFECTS OF 5-AZACYTIDINE-C IN LYMPHOCYTES-METAPHASES OF
CREOLE COWS CARRYING THE ROB(1;29).

Rody Artigas, Wanda Iriarte, Andrés Iriarte, Miguel de Bethencourt, Silvia Llambi, Alicia Postiglioni (in revision)

Cuantificacidon del efecto de la 5-aza-C sobre los cromosomas X's y larob(1;29).
Se demuestra la demetilacion de la rob(1;29) con un comportamiento similar a la heterocromatina
facultativa del cromosoma X inactivo de las hembras.
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Centrémero 0,75 0,54 0,75 5-aza-C (1x10-3M, 2hrs).
Brazos 3,29 1,07 4,11
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Genome imprinting en rob(1;29)

»IGF2 (gen improntado]

v'Hembras portadoras de rob(1;29)
36% embriones no balanceados

v'"Machos portadores de rob(1;29)
19% embriones no balanceados.

Bonnet-Garnier et al., 2008
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Postiglioni y colaboradores,
2009 (en preparacion)

Hipotesis: La rob(1;29) es
portadora de genes improntados

asociados con mortalidad
embrionaria diferencial

Metodologia de trabajo:

Bovinos con cariotipo normal

versus bovinos portadores de
rob(1;29)

bisulfito/MSP o Real-Time.




En 1694, Nicolas Hartsoeker descubri6
«animalinculos» en el esperma de
humanos y otros animales. La escasa
resolucion de aquellos primeros
microscopios hizo parecer que la cabeza
del espermatozoide era un hombre
completo en miniatura. A raiz de ahi se
desataron las teorias que afirmaban que el
esperma era de hecho un «hombre
pequefio» (homunculo) que se ponia
dentro de una mujer para gue creciese
hasta ser un NiRO  (ruente wikipedia
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