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Resumen

La zona pellcida (ZP) es una cubierta de glicoproteinas que rodea al ovocito de
los mamiferos. Estd formada por tres familias de glicoproteinas llamadas ZP1, ZP2 y
ZP3, diferentes en sus secuencias de a.a. y en sus propiedades inmunoquimicas y
funcionales debido a multiples modificaciones postraduccionales. Los genes para estas
proteinas codifican para dominios estructurales y sitios de glicosilacidn similares.
Estudios llevados a cabo en el ratén han permitido establecer a las proteinas de la ZP
como receptores del espermatozoide; sin embargo, no en todos los modelos animales
presentan las mismas caracteristicas funcionales. Hasta hace poco, la experimentacidn
en el campo de la interaccion espermatozoide-ovocito humano habia estado limitada
por la obtencidn de material bioldgico. A este respecto, en varios laboratorios se ha
iniciado la produccidn de las proteinas de la ZP humana /n vitro, lo que ha permitido la
exploracién de su papel en procesos fisioldgicos y clinicos, y se ha abierto la posibilidad
de determinar el papel de cada una de las proteinas en relacién con su funcién de
reconocimiento y union del espermatozoide.

Hasta ahora no se conocen las sefiales hormonales que desencadenan la
expresidn de los genes de ZP durante la ovogénesis. En el conejo se ha encontrado que
la expresion de estas proteinas estd de acuerdo con la etapa de desarrollo y cuando las
concentraciones de FSH son mas altas en Ia circulacién. El sitio de sintesis de la ZP ha
sido muy discutido. Algunos investigadores han identificado al ovocito del ratén como el
Unico sitio de su sintesis, mientras que en especies como el conejo, cerdo, vaca, mono
Rhesus y el ser humano, las células de la granulosa parecen ser el sitio de expresidn de
mRNA o proteinas. La clonacion de los cDNAs que codifican para estas proteinas y el
desarrollo de anticuerpos a componentes especificos de la ZP ha permitido el analisis de
una proteina o de un transcrito bajo diferentes condiciones experimentales. En este
trabajo de tesis se propone la expresion de material biolégico en un sistema i vitro
para ayudar al esclarecimiento de! lugar de sintesis de estas proteinas en el foliculo y de
su funcién como receptoras del espermatozoide.




Para realizar este trabajo, se utilizaron las secuencias del cDNA que codifica a
cada una de estas proteinas humanas y se expresaron en un sistema de células
eucariontes utilizando el sistema de expresion por baculovirus. El tipo de oligosacaridos
presentes en las proteinas recombinantes, éstas se analizaron por medio de lectinas
especificas. Después se hicieron analisis de unién de estas proteinas con
espermatozoides humanos, y se evalud la union por medio de la prueba ELISA, y se
analizaron los resultados por medio de ANOVA. Por otro lado, se realizaron analisis de
inmunohistoquimica en foliculos de varias especies de mamiferos utilizando anticuerpos
anti ZP de cerdo seleccionados para cada proteina recombinante humana.

El analisis de los productos de expresion de los cDNAs que codifican para ZP1,
ZP2 y ZP3 en geles desnaturalizantes de poliacrilamida indicd la presencia de tres
bandas con pesos moleculares aparentes de 60kD, 85kD y 55kD, respectivamente. El
analisis del contenido de carbohidratos en los productos de expresidn de las secuencias
de ZP1, ZP2 y ZP3 utilizando lectinas como la concanavalina A, aglutinina de germen de
trigo (WGA) y lectina de papa (STL) demostro la presencia de residuos de N-
acetilglucosamina y manosa en cada una de ellas. Los andlisis de unidn a
espermatozoides mostraron mayor afinidad por las proteinas ZP1 y ZP3. Estos
resultados sugieren un papel de las glicoproteinas ZP1 y ZP3 de la ZP del ovocito
humano en la unién primaria durante el proceso de fertilizacion. Los analisis de
inmunohistoquimica de las diferentes especies utilizadas, incluidos los del ser humano,
demostraron la presencia de las proteinas en diferentes tipos celulares, ya fueran
ovocitos o células de la granulosa y demostraron su localizaciéri diferencial dependiendo
del estado de desarrollo del foliculo.



Introduccion

I. Generalidades

E! proceso de la fertilizacion en mamiferos involucra varios sucesos en los cuales
la matriz extracelular del ovocito o zona peltcida (ZP) tiene un papel fundamental. Su
funcién mas importante es la de permitir la interaccidén del espermatozoide y el ovocito,
y cualquier alteracion en este proceso conduce a la infertilidadad. La ZP posee también
diversas funciones. Después de que se realiza la fecundacion, la ZP sirve de soporte
mecanico para las células en division y da proteccidn al embridn hasta el momento de Ia
implantacion. Después del reconocimiento primario y la unidn del espermatozoide, la ZP
desencadena la reaccion acrosomal o liberacion del contenido enzimatico del acrosoma
del espermatozoide, lo que le permite al espermatozoide digerir las proteinas de la ZP
para llegar a la membrana del ovocito. Cuando las membranas de los dos gametos se
fusionan, se libera el contenido de los granulos corticales que se encuentran dentro del
ovocito. Estas enzimas modifican la estructura de los carbohidratos de las glicoproteinas
de la ZP de tal manera que impiden la entrada de mas espermatozoides lo cual evita la
polispermia (Wassarman et a/, 1999; Yanagimachi, 1994; Yanagimachi vy
Bhattacharyya, 1988).

IL. Estructura molecular

En la mayoria de los mamiferos la zona pellcida estd compuesta por tres familias
de glicoproteinas llamadas ZP1, ZP2 y ZP3. Las tres proteinas reunidas representan el
95% de la masa total de la ZP. Las secuencias de DNA de las proteinas de la se han
clonado y caracterizado ZP en varias especies de mamiferos, y se ha observado que en
la mayoria de estas especies se presentan las tres proteinas en la matriz extracelular
del ovocito (Akatsuka et al, 1998; Castle y Dean, 1996; Chamberlin y Dean, 1990;
Dunbar et a/, 1981; Harris et g/, 1994; Hinsch et a/., 1994).



Estos tres componentes son glicosilados en forma heterogénea, lo que es el
resultado de modificaciones postraduccionales; sin embargo, cada familia de
glicoproteinas presenta un esqueleto polipeptidico con un 50 a 98% de homologia en
diferentes especies (Dunbar y Raynor, 1980; Epifano y Dean, 1994; Harris et a/, 1994;
Prasad et a/., 1996b). Esta homologia se refleja en los dominios estructurales de las tres
protefnas en diferentes especies. Los dominios comunes a las tres familias son: a) un
mddulo ZP o dominio hidrofébico de 260 aminoacidos y 8 residuos de cisteina que
parecen determinar la conformacion tridimensional de la cadena de aminodacidos (Bork,
1993), b) un dominio transmembranal hidrofébico en el extremo carboxilo terminal, y ¢)
una sefial de procesamiento proteolitico anterior al dominio transmembranal (Bork y
Sander, 1992; McLeskey et a/, 1998). Ademas presentan sitios similares de glicosilacién
(fig. 1). Algunos estudios sugieren que las moléculas de carbohidratos en ias proteinas
de la ZP regulan en parte la interaccién entre los gametos durante la fertilizacion
(Bauskin et al, 1999) y también intervienen en la especificidad del reconocimiento entre
gametos de la misma especie (Sinowatz et a., 1998, Evans, 2000; Parillo et a/, 2000).
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Figura 1. Representacion de los dominios estructurales de las proteinas de ZP humana (hZP) y
de cerdo (pZP), v la longitud de su secuencia de aminoacidos. A: péptido senal; B: médulo ZP;
C: sitio de corte proteolitico; D: probable dominio transmembranal; *: dominio de plegamiento;
O: sitios de N-glicosilacion. Tomado de Liang y cols 1990.



El modelo murino ha sido el mas utilizado para estudiar las caracteristicas
estructurales y funcionales de la ZP (Bleil y Wassarman, 1983; Chen et a/, 1998; Cheng
et al, 1994; Dean et a/., 1989b; Epifano et a/., 1995a; Hinsch et a/, 1994; Liang et al.,
1990; Rankin et @/, 1999; Rankin et al,, 1998; Rosiere y Wassarman, 1992; Wassarman
y Mortiilo, 1991). Estos estudios han identificado a la proteina ZP3 como el receptor
primario del espermatozoide, ademas de ser la causa de la reaccidon acrosomal. En
relacion a la ZP2, a ésta se le identificé como el receptor secundario, y la ZP1 demostro
tener funciones en la conservacion de la estructura de la matriz extracelular, ademas de
servir como enlace entre los filamentos formados por ZP2 y 2ZP3 (Green, 1997). Los
conocimientos derivados de esos estudios han sido fundamentales para entender la
interaccion entre gametos; sin embargo, se ha demostrado que en otros mamiferos el
mecanismo de reconocimiento entre el espermatozoide y el ovocito es dado por la
proteina ZP1 (Bleil y Wassarman, 1983; Dean et &/, 1989a). Estas observaciones,
indican que a pesar de que las proteinas de la ZP provienen de un gen ancestro comun,
no deben considerarse como homdlogas en sus funciones especificas y por tanto
requieren de un mayor analisis y caracterizacién individual.

La estructura de las tres familias de glicoproteinas ZP1, ZP2 y ZP3 humanas se
determind a partir de la zona pellicida proveniente de ovocitos utilizados en fecundacion
in vitro (FIV). Los pesos moleculares de estas proteinas, obtenidos de acuerdo con su
movilidad electroforética bajo condiciones no reductoras, son de 150, 100 y 55-65 kDa
respectivamente (Moos et g/, 1995). El gen de ZP1 humana tiene 12 exones con un
total de 1620 pb que codifican para un polipéptido de 540 aminoacidos (Harris et a/.,
1994). La ZP1 presenta mayor grado de divergencia a través de la evolucion que las
otras proteinas, pero aun asi, el gen para la proteina ZP1 humana sigue siendo
homologo a otras especies como el gato (72%), el cerdo (75.7%), y el conejo (76.6%).
Sin embargo la secuencia del gen de ZP1 humana tiene una regién adicional de 7
codones localizada en el extremo carboxilo terminal que la diferencian con otras

especies (fig. 2).
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Figura 2. Mapa de exones de los genes de ZP1, ZP2 y ZP3 de ratén y del ser humano. A)
representacion del mapa de exones de ZP1 de ratdn y su homdlogo humano. La longitud de los
12 exones de raton y seres humanos son idénticos a excepcidn de los exones 3 y 12, que son
mas grandes en raton, Los dos genes miden 6.5 y 11 kpb respectivamente. B) genes de ZP2 de
ratén (18 exones) y humano (19 exones) mide 12.1 y 13 kpb respectivamente. C) genes de ZP3
de raton (8.5 kpb) y humano (18.3 kpb) que contienen 8 exones, pero el tamafic de sus
intrones varia considerablemente. Tomado de Dean, 1991,

El gen para ZP2 humana se encuentra compuesto de 19 exones (uno mas que
en el raton) y mide 13 kpb. El tamafio de la proteina codificada es de 745 a.a. Su
secuencia es homdloga en diferentes grados a otros mamiferos, desde 68.4% (raton)
hasta 73% (conejo) (Liang y Dean, 1993a). La ZP2 humana contiene una secuencia
lider que no se encuentra en otras especies de mamiferos. Al comparar las secuencias
genomicas de ZP1 y ZP2 se observan algunas regiones de homologia. Estas secuencias
homdlogas correspondientes a los exones 6, 7 y 8 en ZP1 y los exones 12, 13y 14 en
ZP2 (Lee et al., 1993; Yurewicz et a., 1993a), sugieren que ambas proteinas provienen
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Por Ultimo, la secuencia de DNA para ZP3 humana comprende ocho exones. Este
gen mide aproximadamente 18.3 kpb, y el tamafio de sus exones se encuentra muy
conservado entre las diferentes especies. Existen cuatro secuencias cortas (8-15 pb)
dentro de las primeras 250 pb de la regién 5’ en el gen, que probablemente modulan (a
expresion de la proteina. También existen regiones 5’ y 3’ que enmarcan una secuencia

codificante para un polipéptido de 424 aminodcidos.

III1. Sintesis de la zona pelicida

a) Desarrollo del foliculo

La interaccion entre las células somaticas y las germinales que constituyen al
foliculo comienza en etapas tempranas del desarrollo fetal que, por otra parte,
representa el momento en que aparece la ZP. Al momento de nacer la corteza ovarica
de los mamiferos presenta numerosos foliculos primarios, cada uno de los cuales
contiene un ovocito circundado por una monocapa de células (pregranulosa) rodeadas
de una lamina basal y de las que depende el desarrolio folicular. En esta etapa, la ZP se
acumula entre la membrana del ovocito y las células foliculares internas. Cuando el
ovocito tiene un tamafio adecuado para la ovulacion y las células del estroma se
acumulan alrededor de la lamina basal se puede observar dentro de ésta, la capa
externa de las células de la granulosa y las células de la teca. En esta etapa de
desarrolio folicular, el ovocito es una célula localizada en el centro de los foliculos
preantrales, o en la periferia de los foliculos de mayor tamafio. En los foliculos
preantrales se encuentra un material denso y homogéneo en manchas que corresponde
a la 2P en desarrollo, que al fusionarse forma una capa continua alrededor de ellos.
Cuando se libera el ovocito del ovario se encuentra rodeado de células de la corona y
por la ZP constituyendo asi el microfoliculo. En este momento se inicia la maduracion de
la ZP, y la reiniciacion de la meiosis en el ovocito.

b) Expresidon de las proteinas de ZP durante el desarrollo folicular

La formacion de la ZP es un fendmeno complejo que involucra al ovocito y a las
células del cumulus. Dado que la formacion de la ZP sucede durante etapas especificas
del desarrollo folicular durante la ovogénesis, es posible inferir la presencia de factores
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de regulacién de este proceso. En el conejo la sintesis de estas proteinas parece ser
una sefal de iniciacién para la diferenciacidn en las células de la granulosa (Lee y
Dunbar, 1993; Lee et a/, 1993; Maresh et a/, 1990). En el ratdén la expresién de los
genes que codifican para ZP2 y ZP3 desencadena el crecimiento y diferenciacién del
ovocito. Durante las dos primeras semanas de la ovogénesis anterior a la ovulacion, la
expresion de mRNA de ZP2 y ZP3 es mayor, a diferencia de la que ocurre posterior a |a
ovulacion cuando los valores de mRNA bajan hasta un 5% (Liang et a/, 1990).

Hasta ahora no se conocen las sefiales hormonales que desencadenan la
expresion de los genes de ZP durante la ovogénesis, aunque en conejo se ha
demostrado que sucede cuando se encuentran concentraciones circulantes altas de FSH
(Maresh et al., 1990). Respecto a las sefales de inicio de la transcripcidon de estas
proteinas, se ha estudiado un factor de transcripcion llamado ZAP-1 (zona pellucida
gene activating protein-1) que controla la expresion especifica de estas proteinas en
ovocitos de ratdn. La actividad de unién a DNA de este factor aparece en ovocitos de
embriones de ratdn a los 19 dias de desarrollo, y su expresién alcanza su maximo nivel
a los 10 dias después del nacimiento. En ovarios de otras especies como la rata, la
zariglieya y el ser humano se ha encontrado una proteina con actividad similar a la de
ZAP-1, lo que sugiere su conservacion entre los mamiferos (Millar et a/,, 1993).

Por otra parte se ha discutido mucho acerca del sitio de sintesis de la ZP. La
clonacidn de los cDNAs que codifican para estas proteinas y el desarrollo de anticuerpos
a componentes especificos de la ZP han permitido mas investigacién en este campo. Sin
embargo, aln no se sabe si las proteinas de la ZP se sintetizan en ambos tipos
celulares, ovocitos y células de la granulosa. Por medio de inmunohistoquimica,
utilizando anticuerpos monoclonales a ZP2 murina y policlonales a un péptido de ZP3
murina, se ha identificado en ratdn, al ovocito como el dnico sitio de sintesis de las
proteinas de ZP en ratdn (Epifano et al, 1995a; Millar et a/, 1989; Wassarman y
Kinloch, 1992), pero en otras especies como el conejo, el cerdo, la vaca, el mono
rhesus y el ser humano se ha demostrado que las células de la granulosa tienen
expresion de mRNA y presencia de proteinas en forma tal que la sintesis de proteinas
parece ser dependiente del estado de desarrollo del foliculo (Grootenhuis et a/, 1996;
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Kélle et al, 1998; Kélle et al., 1996; Maresh et a/., 1990). Dentro de estos estudios se
encuentra e} de Lee y Dunbar (1993) en el cual por medio de inmunohistoquimica y
Northern blot de proteinas provenientes de cultivo de células de la granulosa de conejo
informan de la presencia de la proteina ZP1 y de su transcrito en estas células. Por
ultimo, en estudios en bovino se demostréd que la ZP3 es sintetizada por el ovocito de
foliculos primarios, y por el ovocito o las células foliculares de los foliculos secundarios y
terciarios (Kolle et g/, 1998). Estos datos indican que la sintesis de la ZP parece ser
diferente seglin la especie de la que se trate, al igual que la estructura de los
carbohidratos y la cantidad de glicosilacién, lo que da lugar al reconocimiento especifico

entre especies.

IV. La ZP como receptora de espermatozoides

Una de las mas importantes funciones de las glicoproteinas de la ZP es la de
actuar como moléculas receptoras para los espermatozoides. Varios estudios en el ratén
concluyeron que la unién entre gametos estd determinada por una cadena de
oligosacéridos en treonina presentes en ZP3 (Florman y Wassarman, 1985; Wassarman
y Litscher, 1995). Sin embargo en otras especies los oligosacaridos unidos en
asparagina y en treonina también participan en el proceso de reconocimiento entre
gametos (Yonezawa et g/, 1995; Yurewicz et al., 1993b; Yurewicz et a., 1991). Dentro
de las moléculas de carbohidratos descritas como receptoras de espermatozoides en el
modelo del ratdn, sobresale la N-acetilgalactosamina (GIcNAc), que se encuentra unida
a residuos de treonina en la ZP3 y es sustrato para la enzima espermaética p-1,4-
galactosiltransferasa de la membrana del acrosoma (Gong et a/, 1995; Miller et a/,
1992), con lo cual desencadena la exocitosis acrosomal. Su transformacion por las
enzimas acrosomicas provoca la pérdida de la capacidad de esta proteina de unir
espermatozoides y por tanto, establece el bloqueo a la polispermia (Bleil y Wassarman,
1988; Florman y Wassarman, 1985).

En el caso del cerdo y el conejo los oligosacaridos unidos a la asparagina de la
familia de la ZP1 son los que tienen funcidn receptora. Esta proteina porcina se une a la
membrana del espermatozoide por medio de los oligosacéridos unidos en N localizados
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en la regién N-terminal de la glicoproteina (Nakano et &/, 1996; Yonezawa et al.,
1995). En este caso la ZP3 tiene un papel potenciador de la unién del espermatozoide a
ZP1, ya que la combinacién de las dos proteinas ocasiona mayor capacidad de unién de
la ZP1. En otro estudio, Prasad y cols (1996b), utilizando proteinas recombinantes de
ZP1 del conejo demostraron su capacidad de unién a la membrana del espermatozoide

sin desencadenar la reaccién acrosomal.

Debido a la importancia que tiene el estudio de las proteinas de la ZP humana
para conocer el proceso de la fecundacién, diversos grupos se han dedicado a la
caracterizacién de estas proteinas obtenidas bajo condiciones nativas, utilizando
diferentes sistemas de expresién. En estos estudios se ha demostrado la importancia
que tienen los residuos de carbohidratos en la funcion receptora y de activacion
funcional del espermatozoide. A este respecto, la ZP3 humana expresada en células de
ovario de hamster chino (células CHO), y a pesar de tener un peso molecular menor al
de la ZP3 humana nativa, es capaz de inducir la reaccién acrosomal y de iniciar la fusion
de espermatozoides humanos a ovocitos de hamster libres de ZP (Miranda et a/,, 2000;
van Duin et al, 1994). De manera interesante, la ineficacia de ZP3 expresada en
sistemas bacterianos para desencadenar la reaccion acrosomal sugiere la importante
participacién de los carbohidratos en la funcién de esta proteina.

A pesar de la similitud estructural que existe entre las proteinas de ZP, las
observaciones realizadas en una especie en particular no pueden extrapolarse a otras,
especialmente para el caso del ser humano en donde la informacion existente es
todavia preliminar. Estos pocos casos se deben fundamentalmente a la dificultad de
obtener suficiente material de inicio para la purificacién y caracterizacion de la ZP y de
sus constituyentes. Esto ha dificultado el conocimiento adecuado de las propiedades y
significad bioldgico de la ZP humana, asi como de sus mecanismos de reguiacion y de
sus sitios de sintesis. En la actualidad, y gracias al avance en areas como la biologia
molecular aplicada a la biomedicina, es posible obtener productos de expresion genica
similares a los producidos en condiciones /n vivo. Una de las mayores lineas de
investigacién en este campo es la de utilizar la ZP como antigeno para el desarrollo de
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un método anticonceptivo Inmunoldgico. Sin embargo debido a que existen grandes
diferencias en la antigenicidad de las glicoproteinas en las diversas especies, es
Importante estudiar mas profundamente el efecto fisioldgico de la respuesta inmunitaria
en el desarrollo del ovario. Por otro lado, la identificacion de la proteina responsable de
la unidn de gametos en el ser humano permitira el estudio de factores hasta ahora
desconocidos que interfieren en esta unidn durante el proceso de la fecundacién. El
objetivo del presente proyecto establece la posibilidad de obtener productos de ZP
humana con caracteristicas estructurales y funcionales similares a los producidos /7
vivo, y por otra parte, utilizar estas proteinas para la seleccion de anticuerpos que
permitan la identificacion de su sitio de sintesis y la distribucidn en foliculos de
mamiferos, incluido al ser humano.




Objetivos

Objetivo general
El objetivo de este trabajo es identificar las proteinas de la zona pelicida del
ovocito humano responsable del reconocimiento y unidn primaria al espermatozoide,

ademas de determinar la localizacién tisular de las proteinas de ZP en foliculos de varias

especies de mamiferos.

Objetivos especificos

1. Obtencién de las proteinas recombinantes de la zona pelicida humana en el
sistema de expresion por baculovirus en células de insecto.

2. Caracterizacion estructural e inmunoldgica de los productos de expresion.

3. Identificacion por medio de andlisis de unidn, de la proteina de ZP humana con
propiedades de receptor espermético.

4. Localizacién inmunohistoquimica de las proteinas de la zona pelicida en el
foliculo de diferentes mamiferos.




Hipotesis

De acuerdo con nuestros antecedentes, las hipdtesis planteadas son:

e El proceso de reconocimiento y unién de los gametos humanos en el proceso de
fertilizacidn se realiza por medio de proteinas especificas de la ZP.

« Las proteinas de la ZP se sintetizan en el ovocito y las células de la granulosa del
foliculo de los mamiferos de acuerdo con la etapa de desarrollo folicular.




Material y método

La estrategia experimental realizada para cumplir con los objetivos planteados
fue la expresién de los cDNAs que codifican para las proteinas ZP1, ZP2 y ZP3 humanas
utilizando un sistema de baculovirus (BV). Los productos de expresién se caracterizaron
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, y se detectaron con anticuerpos
policlonales anti ZP porcina, que muestran reactividad cruzada con ZP humana. La
identificacion del receptor espermatico se realizd por analisis de unién, utilizando
preparaciones de las proteinas recombinantes y anticuerpos anti espermatozoide
humano. La Iocalizaéién tisular de las proteinas se hizo por inmunohistoquimica en
cortes de tejido ovarico de varios mamiferos con anticuerpos anti ZP porcina
seleccionados contra epitopos especificos de las proteinas recombinantes.

Material

El ¢cDNA para la ZP1 humana fue donado por la Dra. Bonnie Dunbar del Depto.
de Biologia Celular y Molecular del Baylor College of Medicine, Houston, Tx, al igual que
el anticuerpo dirigido contra ZP porcina y contra espermatozoides humanos. Los cDNAs
para ZP2 y ZP3 fueron donados por el Dr. Jurrien Dean del National Institute of Health
de los Estados Unidos de América. La linea celular de insecto Sf9 fue donada por la Dra.
Mary Estes del Depto. de Virologia Molecular del Baylor College of Medicine, Houston,
Tx. Los vectores Biogreen y pAcHLT, el estuche de transfeccién BaculoGold™, el medio
TNM-FH con suero fetal de bovino al 10% vy la agarosa Agarplague Plus se obtuvieron
de los laboratorios Pharmingen (San Diego, Ca). Las enzimas de restriccion £coRJ,
Xhol, Sacl, y KpnI se obtuvieron de New England Labs. Los anticuerpos especificos
para la GFP se obtuvieron de Clontech Laboratories Inc. (Palo Alto, Ca). El rojo neutro,
antibidtico-antimicético 10X, EDTA, glicerol, glutaraldehido, tris base, piruvato de sodio,
hidrocloruro de guanidina, albimina sérica bovina, albimina sérica humana y ditiotreitol
(DTT) se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). El dodecil sulfato de sodio
(SDS), glicina, TEMED, 2p-mercaptoetanol, persulfato de amonio, tween 20, acrilamida,
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bis N,N'-metilen-bis-acrilamida, azul de bromofenol, acido 2-[N-ciclohexilamino] etano-
sulfénico (CHES), azul de Coomasle y tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina se
obtuvieron de los laboratorios BioRad. Los fosfatos basico y monobasico de sedio,
bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, potasio y magnesio, metanol, acido acético
glacial, formalina y glicerol se obtuvieron de J.T. Baker S.A. (México). La proteina A
marcada con I'?® y los estdndares de peso molecular de DNA se obtuvieron de
Amersham Int (Inglaterra). La membrana de polivinildifluorido (PVDF) se obtuvo de
NEN Life Sciences (Boston, Ma). Las placas X-Omat se obtuvieron de Kodak Co.
(México). Las lectinas concanavalina A, lectina de papa o Solanum tuberosum (STL),
aglutinina de germen de trigo (WGA) y aglutinina de cacahuate (PNA) v los sistema de
biotina-avidina y de peroxidasa se obtuvieron de Vector Laboratories (Burlingame, Ca).
El medio de separacion y el gradiente de silice (ISolate), de capacitacion BWW
(Modified Sperm Washing Medium), congelacion (Test Yolk Buffer) se obtuvieron de
Irvine Scientific (Santa Ana, Ca). Los ovarios de raton, de cerdo y de babuino se
obtuvieron del bioterio de la universidad de Baylor, los ovarios humanos fueron
obtenidos postmortem en el Departamento de Patologia del Hospital General de México.
Las muestras de semen se obtuvieron del Grupo de Andrologia del Methodist Hospital,
Houston, Tx.

Construccion de los plasmidos

El cDNA de ZP1 humana que se utilizd, consiste en un fragmento de 1722 pb
cuya secuencla corresponde a la publicada por Harris et a/en 1994. El cDNA para ZP2
{(nimero de acceso de GenBank M90366) de 2266 pb, fue clonado dentro del plasmido
Bluescript KS en los sitios £corRI-Xhol (Liang y Dean, 1993a). El cDNA correspondiente
a ZP3 (numero de acceso de GenBank M35109) consiste en un fragmento de 1299 pb
clonado en los sitios £coRI de Bluescript (KS) (Chamberlin y Dean, 1990). La
orientacion correcta de cada inserto se evalud por medio de secuenciacién o por analisis
de los fragmentos de restriccion en gel de agarosa. El fragmento de ZP1 se insertd
primero en el vector Biogreen en los sitios de restriccidon Sac/-Kpnl, para monitorear la
viabilidad celular y Ia eficiencia de transfeccion del sistema celular de Sf9. Este vector
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presenta una secuencia adicional que codifica para la expresion de una proteina verde
fluorescente (GFP). La presencia de la proteina de fusidn con las secuencias
aminoacidicas de la GFP y ZP1 se determind por observacion de las células en un
microscopio de fluorescencia y por analisis de Western blot del lisado celular utilizando
anticuerpos especificos para la GFP (dilucién 1:100).

Posteriormente los cDNAs para las proteinas 2P1, ZP2 y ZP3 se insertaron en los
vectores de expresion pAcHLT de acuerdo a su marco de lectura: ZP1 y ZP3 se clonaron
en el vector pAcHLT C utilizando los sitios de restriccion Sacl-Notl 1722 pb, y de EcoRl
1299 pb respectivamente, y el fragmento de Xho-£coRI 2266 pb para ZP2 fue clonado
en el vector pAcHLT B (fig. 3). Los vectores con los cDNAs fueron cotransfectados con
el virus linearizado tipo silvestre de Autographa californica (ACNPV) dentro de las células
Sf9 utilizando el estuche de transfeccién BaculoGold™ de acuerdo a las especificaciones
dadas por el fabricante.

Promotor de _ Sitio de corte  Sitio multiple

polihedrina 6XHis proteolitico de clonacidon

5 3" pAcHLT

Proteina
fluorescente

5! 3’ Biogreen
hzP1 1722 pb Sacr Not I
hzP2 2266 pb Xho I Eco RI
hZP3 1299 pb Eco RI Eco RI

Figura 3. Vectores de expresién pAcHLT y Biogreen donde se insertaron los fragmentos de
cDNA de las proteinas ZP1, ZP2 y ZP3 de acuerdo con sus sitios de restriccion.
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Cultivo celular

La expresion de proteinas se realizd en la linea celular de insecto Sf9. Esta linea
celular proviene del ovario del estado larvario de la mariposa Spodoptera frugiperda.
Estas células fueron propagadas en medio TNM-FH con suero fetal de bovino al 10%.
Los procedimientos para el cultivo de células, infeccion viral y el aislamiento de virus
recombinantes se realizaron de acuerdo con los descritos por Summers y Smith (1987)
y Prasad y cols (1995). Las células se cultivaron en monocapa en cajas de cultivo o en
suspension en frascos bioreactores de 100 a 250 ml. La division del cultivo en
monocapa se realizé cada 7 dias (o cuando el cultivo llegara a saturacién) en 15 ml de
volumen total de medio. Al cultivo en bioreactor se le renovd el medio cada 4 dias (o
cuando la densidad celular alcanzara 2-3 X 10%. Se utilizd el antibidtico-antimicotico
para prevenir la contaminacion de los cultivos. La expresién de las proteinas
recombinantes de ZP humana se determind por medio de analisis de Western blot.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

La expresion de proteinas se determind por medio de su separacion a partir del
lisado celular en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Las células se cosecharon y
se resuspendieron en solucion de depésito de SDS (CHES pH 9.5, SDS 2%, glicerol
10%). Las muestras se depositaron en geles al 10%, a razdn de aproximadamente 50 a
70 ng de proteina por cada carril, y se electrotransfirieron a una membrana de PVDF,
Después la membrana fue bloqueada en solucién amortiguadora de tris, pH 7.5 con
leche descremada al 5%. La identificacion de las proteinas ZP1, ZP2 y ZP3 se hizo
mediante la incubacién de la membrana con anticuerpo anti ZP porcina en una dilucion
final de 1:500 en la misma solucién amortiguadora de tris. Para el andlisis de las
proteinas recombinantes se utilizaron anticuerpos policlonales producidos contra las
proteinas homdlogas recombinantes (ZP1) y nativas (ZP3) de conejo. La unién no
especifica del anticuerpo a las proteinas de membrana fue evaluada utilizando el lisado
celular de Sf9 sin transfectar. La identificacion del complejo antigeno anticuerpo se
realizd por incubacién de la membrana con Proteina A marcada con 1'% (Dunbar y
Bundman, 1987; Timmons y Dunbar, 1990). Las membranas fueron sujetas a
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autorradiografia. Se incluyeron estdndares de peso molecular conocido para la
estimacion de la movilidad electroforética de los productos de expresion.

Transfeccion de Sf9
Los baculovirus recombinantes se obtuvieron por recombinacién homdloga

mediante la cotransfeccién en células Sf9 del DNA viral BaculoGold y del vector de
transferencia viral pAcHLT o Biogreen que contiene los cDNAs para cada proteina de ZP
utilizando el estuche de transfeccion BaculoGold™ de acuerdo a las especificaciones
dadas por el fabricante. EI método se basa en la precipitacién del DNA con cloruro de
calcio el cual de esta forma puede ser facilmente endocitado por las células.
Brevemente, se mezclaron 0.5 pg del DNA viral y 2 ug del vector pAcHLT conteniendo
las secuencias de DNA para cada proteina de ZP humana. Esta mezcla se agregod a 2 x
106 células en cajas de cultivo celular de 60 mm. Posteriormente se agregé gota a gota
la solucidn de transfeccion (HEPES 25 mM pH 7.1, cloruro de calcio 125 mM, cloruro de
sodio 140 mM). Las cajas se incubaron durante cuatro horas a 27°C y se retiré el medio
de transfeccidén cambiandolo por medio TNM-FH. Al término de cuatro dias de
incubacion se recogid el sobrenadante con el cual se realizaron andlisis de placa. Como
experimento testigo negativo se realizé una transfeccion con el virus linearizado y el
vector pAcHLT sin inserto en las mismas condiciones de la transfeccion experimental.

Expresion de cDNAs de las proteinas humanas de ZP en la linea celular Sf9

Se infectaron cuiltivos de células en monocapa con el medio de transfeccién con
los baculovirus recombinantes para realizar andlisis de placa a diferentes diluciones
del virus. Esto se realizé en cajas de cultivo celular de 6 pozos con un total de 1.5-2.0 x
10° células por pozo. Las células infectadas se cubrieron con una capa de agarosa
Agarplaque Plus al 1%, y se incubaron seis dias a 27° C hasta que las placas se
desarrollaron. La identificacion de las placas de lisis positivas se realizé por tincién con
rojo neutro en donde las células infectadas y lisadas no se tifien y son circundadas por
aquellas no infectadas que absorben el colorante y hacen que la placa pueda
identificarse a simple vista. Por medio de estos ensayos se realizé la identificacion de
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las placas recombinantes positivas de la cotransfeccién del DNA viral y del vector de
expresion. Las placas de lisis se seleccionaron y obtuvieron por medio de la punta de
una micropipeta y se colocaron en medio de cuitivo TNM-FH a 4°C en tubos de
microcentrifuga de 1.0 ml para eluir las particulas virales. Con los medios que contienen
los virus recombinantes obtenidos de las placas, se realizé un analisis para obtener el
primer medio infectante con los virus recombinantes (pasaje-1). Esto se realizé en cajas
de cultivo de 25 ml con 3 X 10° células, que fueron infectadas con los virus del andlisis
de placa. Las cajas se incubaron por cuatro dias, al término de los cuales se recolectd el
medio de infeccién. Con estos medios de infeccidn del pasaje-1 se realizd una
expresion de proteinas en 6 X 10° células por pozo en cajas de cultivo de 24 pozos.
Posterior a la infeccidn con el virus, se cambid el medio por medio fresco y las cajas se
incubaron durante 72 horas a 27°C. Al término de este periodo, las células se
cosecharon y se resuspendieron en solucion de depdsito de SDS para analizarse por
Western blot.

Caracterizacion del virus recombinante y produccion de proteinas

Una vez identificadas las placas positivas para la expresion de las proteinas de ZP
se amplifico la concentracién del virus en el medio infectando 3 X 10° células con 500 pl
del pasaje-1 en frascos de cultivo de 25 ml. Con el medio de infeccion resultante se
determind el titulo del virus. El cilculo de la concentracion de virus se realizd en un
ensayo de placa como ya se describié anteriormente, donde se infectaron las células
con diluciones decrecientes del medio con el virus. Una vez obtenidas las placas de lisis,
se contaron y se obtuvo la &itulacion del virus de acuerdo al nimero de células
sembradas y de placas formadas. El nuUmero resultante es el de unidades formadoras de
placas o ufp.

Para optimar la produccidn de proteinas, se calculd el nimero necesario de ufp
en un cultivo celular o multiplicidad de infeccion (MDI). Para una produccién optima
de proteinas la MDI de 3 a 10 es suficiente y debe probarse a diferentes valores para
encontrar el nivel maximo de infeccion y expresidn de proteinas. Para realizar este
ensayo se siembran 6 X 106 células por pozo en cajas de cuitivo de 24 pozos. Cada
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pozo se infecta con una concentracion de MDI diferente, en un limite de 1 a 10 ufp por
pozo, y se completa a 500 pul. El volumen necesario de virus para la infeccidn fue

calculado de la siguiente manera:

ml requeridos para infecciéon = MDI (ufp/cel) x num. de cel

titulo del virus/mi

Una vez establecida la MDI dptima para los cultivos se obtuvo una curva de '
tiempo para determinar el periodo de tiempo al cual se obtiene la mayor expresion de
proteinas. Este andlisis se realizé en cajas de 24 pozos, donde se sembraron 6 X 10°
células, y se infectaron con la MDI éptima en un volumen de 200 pl. Las células se
incubaron en las condiciones de cultivo ya indicadas, y se tomd una muestra de células
de cada pozo a diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 96 horas.

Se obtuvieron las céiulas de los pozos de cada ensayo (MDI y tiempo) para
posteriormente analizar las mejores condiciones de ensayo por medio de Western blot.
Establecidas las condiciones dptimas de tiempo vy titulo de virus para la infeccién, ésta
se realizé con aproximadamente 10° células en cultivos en suspensidn y se incubaron
cuatro dias. Las células se cosecharon por centrifugacién a 1,000 x g durante 15
minutos, se lavaron y resuspendieron en solucion amortiguadora TBS (Tris 10 mM [pH
7.5], NaCl 130 mM). La lisis celular se realizé por medio de tres ciclos de congelacion-
descongelacién. El homogenizado celular se centrifugé a 12,000 rpm durante 40
minutos, y se analizaron las dos fracciones, soluble e insoluble, para determinar la

presencia de las proteinas.

Identificacion de los carbohidratos presentes en las proteinas expresadas

La presencia de oligosacaridos en las proteinas recombinantes se establecid
mediante la incubacion de las proteinas, previamente inmovilizadas en membranas de
PVDF, en presencia de diferentes lectinas como ya se describié anteriormente (Prasad
et al, 1995). Se utilizo el lisado celular de las Sf9 sin transfectar como el control de



unién no especifica. Estas membranas se incubaron en solucidn amortiguadora de
fosfatos (PBS) con una concentracién de lectinas de 50 pg/ml, y la identificacién del
complejo lectina-proteina se realizd por medio de una reaccién de peroxidasa. Las
lectinas utilizadas fueron: concanavalina A, lectina de papa o Solanum tuberosum
(STL), aglutinina de germen de trigo (WGA) y aglutinina de cacahuate (PNA).

Seleccidon de anticuerpos para las proteinas recombinantes humanas

La fraccion insoluble de los lisados celulares de los cultivos infectados con los
virus de ZP1, ZP2 y ZP3, ademas de un cultivo testigo de células sin infectar, se
separaron en geles preparativos de poliacrilamida al 10%. Después de la electroforesis
los productos separados se transfirieron a membranas de PVDF. Estas membranas se
bloquearon con una solucidon de leche descremada al 5% en TBS y se incubaron por
tres horas con el antisuero anti ZP total de cerdo a una dilucién de 1:50 (v/v) a 4°C. Al
final de la incubacion la membrana se lavd exhaustivamente en TBS, y se cortaron los
trozos de membrana en donde se localizd la proteina por comparacidon de pesos
moleculares con el estandar. El anticuerpo unido a las proteinas recombinantes se eluyd
mediante la incubacidn de los trozos de membrana con 50 a 300 ul de solucion de
elucién de glicina (glicina 200 mM; NaCl 130 mM, pH 2.7) por cinco minutos con
agitacion, y esta solucidn se neutralizé agregando la mitad del volumen de una solucién
de tris 200 mM. La reactividad cruzada del anticuerpo eluido se determind por medio de
Western blot con las proteinas recombinantes.

Localizacion inmunohistoquimica de las proteinas de la ZP en tejidos ovaricos

Se realizaron analisis de inmunohistoquimica en foliculos de ratdn, rata, conejo,
cerdo, babuino y ser humano utilizando el antisuero policlonal anti ZP total porcina; y
los anticuerpos seleccionados por epitopos éontra cada una de las proteinas
recombinantes de ZP se utilizaron en los ovarios de ratén, cerdo, babuino y ser humano
de 14 afios. Los ovarios humanos se obtuvieron postmortem en el Depto. de Patologia
del Hospital General de México. Los ovarios de todas las especies se fijaron en solucién
de Bouin (750 m! de dcido picrico acuoso saturado, 250 ml de formol 40%, 50 ml de
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acido acético glacial) o Formalina (100 ml de formol 40%, 6.5 gr de fosfato de sodio
dibésico anhidro, 4 gr de fosfato de sodio monobasico monohidratado, 900 mi de agua
destilada). Después se embebieron en parafina y se procesaron como ya se ha descrito
(Prasad et a/., 1996b). Las secciones de ovario de 5 um se desparafinaron y bloquearon
con leche descremada 5% en TBS por dos horas. Después se incubaron con los
anticuerpos seleccionados en dilucién 1:1 con albimina sérica bovina (ASB) al 10%
durante 12 horas a 4° C. Como control positivo se utilizé el antisuero anti ZP porcina en
una dilucion de 1:1000 con ASB al 10%. Como control negativo se utilizaron los
anticuerpos seleccionados contra las proteinas Sf9 y suero preinmune en la misma
dilucién. Después de la incubacién con el anticuerpo primario, las secciones se
incubaron por una hora con el anticuerpo secundario marcado con biotina (dil. 1:200).
El complejo se reveld usando el sistema de biotina-avidina y tetrahidrocloruro de 3,3~
diaminobenzidina como croméforo.

Capacitacion de espermatozoides

Las caracteristicas de las muestras de semen de sujetos adultos sanos se
encontraron dentro de los siguientes indicadores: densidad celular: 80-250 millones/mi;
volumen: 2.5-5.0 mi; movilidad: >60% de células con movimiento lineal lento o circular
y progresivo rapido (se descartaron las muestras con mayor porcentaje de células
inmdviles o con movimiento /n situ); morfologia: >60% de células con morfologia
normal y anormalidades en cabeza (se descartaron las muestras con mayor porcentaje
de células con anormalidades en el segmento intermedio y en el flagelo). El eyaculado
se almacend a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta obtener su licuefaccion.
La separacion de los espermatozoides del plasma seminal se realizé por un gradiente de
particulas de silice de 20 a 80% y centrifugacién a 750 xg durante 30 minutos. El botdn
celular con los espermatozoides mdviles se resuspendié en medio de capacitacion,
compuesto por un volumen de medio de lavado de espermatozoides (medio HTF
[human tubal fluid] modificado [HEPES] con 5 mg/mi de albumina sérica bovina) y un
volumen de solucidn con yema de huevo inactivada (Test Yolk Buffer). Los
espermatozoides se refrigeraron en esta solucién durante 12 horas a 4°C. Las células
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en el precipitado formado durante la refrigeracion se resuspendié en medio de lavado
(BWW) a 37°C complementado con 5% de albimina sérica humana y 1 mM de piruvato
de sodio. Las células se centrifugaron y resuspendieron en el mismo medio y se
incubaron a 37°C durante 60 min. (Gamzu et a/, 1994; Bielfeld et g/, 1990; Johnson et
al., 1984; Lanzendorf et al, 1992). Se determind el numero de espermatozoides
mdviles y se usaron sélo las muestras con los estandares de normalidad mencionados.

Analisis de unién de las proteinas de ZP recombinantes a espermatozoides

Se desarrollaron dos sistemas para determinar la unién de espermatozoides a las
proteinas recombinantes de ZP en la fraccion soluble y la insoluble del homogenizado
de las células Sf9 transfectadas. Estos metodos fueron:
a) union de espermatozoides a proteinas recombinantes de hZP en membranas de
PVDF (espermoblot): las proteinas recombinantes se separaron en geles de
poliacrilamida como ya se describid, y se transfirieron a una membrana de PVDF. Las
membranas fueron renaturalizadas utilizando un gradiente decreciente de hidrocloruro
de guanidina en la siguiente manera: las membranas se incubaron por 10 minutos en
100 ml de la solucién desnaturalizante (tris 10mM, EDTA 1mM, DTT 1 mM, KCI 60 mM,
MgCl; 2.5 mM, hidrocloruro de guanidina 6M, glicerol 5%, pH 7.9). Al término de la
incubacién se eliminaron 50 ml de esa solucion y se agregaron 50 ml de solucién
renaturalizante (tris 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCl 60 mM, MgCl; 2.5 mM, glicerol
5%, pH 7.9). Este cambio se repitid6 seis veces, manteniendo las membranas en
agitacion en cada cambio de solucién. Se lavaron exhaustivamente en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) y después en medio BWW para equilibrarlas. Luego de
estos lavados, las membranas se incubaron durante 30 minutos a 37°C con 5% de CO?
en presencia de 1 x 10% espermatozoides humanos capacitados/ml de medio BWW. Al
finalizar esta incubacién las membranas se lavaron suavemente en PBS, y los
espermatozoides unidos a las proteinas se fijaron a elilas con solucién fijadora
(glutaraldehido al 8% en PBS). Después de 60 minutos de incubacién en esta solucion,
la membrana se incubd en leche para bloquear los sitios de union inespecifica al
espermatozoide. El complejo se detectdé con un suero policlonal anti espermatozoide
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humano. El complejo ZP-espermatozoide-anticuerpo se identificé con proteina A
marcada con 1'%> en autorradiografias en placas de X-Omat. Como testigo se utilizé la
incubacién de las proteinas inmovilizadas en membranas de PVDF en ausencia de
anticuerpos anti espermatozoide. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias
de acuerdo con la densidad relativa de cada una de las bandas observadas con el
densitometro Eagle Eye IT Still Video de Stratagene (EUA).

b) analisis inmunoenzimadtico (espermo ELISA): para los analisis de unidn por ELISA se
utilizaron aproximadamente 50-100 ng de las proteinas recombinantes (en el
sobrenadante o fraccidn soluble de Ia lisis celular) en 100 pl de solucién amortiguadora
(Na;CO3 0.1 M, pH 9.6). Con esta solucion se sensibilizaron los pozos de las placas de
ELISA por cuatriplicado. La unién homogénea de las proteinas a los pozos se comprobd
por incubacion de las mismas con anticuerpo anti ZP de cerdo. Los pozos fueron
incubados durante 30 minutos en un incubador a 37°C con 5% de CO? con
espermatozoides humanos capacitados a razén de 100,000 células por pozo en un
volumen final de 100 pl de medio BWW. Posterior al periodo de incubacidn se lavo
suavemente cada pozo con 200 ul de PBS, y los espermatozoides unidos a la proteina
se fijaron con 100 ul de formaldehido 8% en PBS. La identificacion de los
espermatozoides unidos a las proteinas de la ZP se llevd a cabo por la adicién de 100 pl
de anticuerpo anti espermatozoide en una dilucién 1:200, incubdndolos a 4°C durante
12 horas. Este complejo fue incubado en presencia de 100 p! de anti IgG de conejo
acoplado con peroxidasa en una dilucion 1:1000. La intensidad de la reaccion de
peroxidasa se evaludé en un lector de ELISA a 450 nm. Se utilizaron incubaciones en
ausencia del primer anticuerpo como controles. Se analizaron las densidades dpticas
(DO) promedio obtenidas de dos analisis con los valores de las muestras por
cuatriplicado por medio de andlisis de varianza (ANOVA) de una via y con la prueba de
Fisher para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre grupos.



Resultados

Expresién de los cDNAs de las proteinas humanas ZP1, ZP2 y ZP3

Como control de transfeccion y de la viabilidad de este sistema, se transfectaron
las células Sf9 con 2 pg del vector Biogreen el cual contiene una secuencia codificante
para una proteina fluorescente (GFP) con 0.1 pug del vector Baculogold. Las
transfecciones de este vector con el inserto de ZP1 humana y sin él se realizaron
simultdneamente utilizando 2.0 ug del vector. E! resultado de la expresién de ‘Ia
proteina control o GFP fue un producto con peso molecular de 25 kDa. En 'la
transfeccién paralela realizada con el vector con el inserto, se expresé una protelna de
fusidn con la secuencia de la proteina ZP1 y la secuencia de la proteina GFP. El peso
molecular de esta proteina fue de 85 Kda, el cual correspondié al peso molecular
esperado. La presencia de las proteinas se determiné por medio de Western blot
usando un anticuerpo especifico para la proteina GFP en una dilucién 1:100 (fig. 4).
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Figura 4. A Células Sf9 transfectadas con el vector Biogreen. Se observa la protefna
fluorescente (GFP) en la superficie celular. B Western blot del lisado de las células que
expresaron la GFP. El anticuerpo utilizado es un monoclonal especifico para la secuencia de la
GFP. Carril 1: lisado de células Sf9 transfectadas con el vector Biogreen; carril 2: lisado de
células Sf9 transfectadas con el vector que contiene la secuencia de la ZP1 humana.
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Caracterizacion del virus y producciéon de proteinas

Para establecer las condiciones dptimas de infeccidn celular con los virus se
analizaron la multiplicidad de infeccién (MDI) y la curva de tiempo de infeccién
utilizando el vector con la secuencia de ZP1 humana. Los resultados obtenidos
revelaron la concentracién necesaria de virus y el tiempo de incubacién posterior a la
infeccion al cual se obtuvo mayor produccién de proteina en el cultivo celular. Estos
resultados se muestran en la figura 5 donde se observa que la MDI dptima fue de 3a 5
ufp/mi y el periodo éptimo de infeccién fue de 3 a 4 dias.
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Figura 5. A Western blot que muestra los resuitados del andlisis para determinar la
multiplicidad de infeccién (MDI) del virus Biogreen con la secuencia de la ZP1 humana. Carril 1,
lisado de células 5f9 transfectadas con el vector que contiene la secuencia de hZP1 en una MDI
de 1 ufp; carril 2, MDI de 2.5 ufp; carril 3, MDI de 5 ufp; carril 4, MDI de 10 ufp; carril 5, lisado
de células Sf9 transfectadas con el vector Biogreen como control de las condiciones de cultivo.
B Analisis de Western blot mostrando los resultados del analisis de la curva de tiempo de
infeccioén. Carril 1, lisado de células Sf9 transfectadas con el vector conteniendo la secuencia de
la ZP1 humana con un tiempo de incubacion de 24 hrs; carril 2, tiempo de incubacién de 48
hrs; carril 3, tiempo de incubacién de 72 hrs; carril 4, tiempo de incubacion de 96 hrs; carril 5,
lisado de células Sf9 transfectadas con el vector Biogreen sin el inserto de ZP1 humana. La
proteina de fusidn con ZP1 y la GFP se localizaron con un anticuerpo especifico para GFP en una
dilucién 1:100, y el complejo fue detectado con proteina A marcada con 1'%,
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Una vez establecidas las condiciones de infeccion para el vector Biogreen con la
secuencia de la proteina ZP1, se hizo la clonacidn de los ¢cDNAs codificantes para las
tres proteinas de la ZP humana en el vector pAcHLT. El cDNA de 1722 pb
correspondiente a la ZP1 humana se introdujo en el vector de expresion pAcHLT A
utilizando los sitios de restriccion Sacl-Not! . En la clonacién de ZP2 se utilizd la
secuencia completa de 2266 pb, insertandolo en el vector pAcHLT B en los sitios de
restriccidon Xhol-EcoRI. La secuencia completa para ZP3 de 1299 pb se insertd en el
vector pACHLT A en los sitios de restriccion de £coRI (fig. 6).

ABC DEF

Figura 6. Andlisis en gel de agarosa 1% de los fragmentos de ¢cDNA correspondientes a las
tres proteinas de la ZP humana. Carril A, ¢cDNA de ZP1 obtenido con Sac/-Not! a partir del
vector pBS, resultando en un fragmento de 1722 pb; carril B, cDNA de ZP2 obtenido con Xhol-
£coRI a partir del vector pBS, resultando en un fragmento de 2266 pb; carril C, cDNA de ZP3
obtenido con £coRI a partir del vector pBS, resultando un fragmento de 1299 pb; carril D,
vector pBS con el ¢cDNA de 2ZP1; carril E, vector pBS con el cDNA de ZP2; carril F, vector pBS
con el cDNA de ZP3. Las flechas indican los fragmentos de cada cDNA de las proteinas de ZP
humana. A la izquierda se indican los estandares de peso molecular de acuerdo al fago 2
digerido con la enzima de restriccion AHind 111.
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El medio de infeccién se analizé para determinar el titulo de los virus con cada
uno de los fragmentos codificantes para las proteinas de la ZP humana. Las
determinaciones se realizaron por medio de analisis de placa utilizando para la infeccién
de las células, concentraciones decrecientes del virus en cada pozo. Después de los dias
de incubacién necesarios para desarrollar las placas de lisis, se contdé el numero de
éstas en cada pozo por cada dilucién de virus empleada. Con estos nimeros se
determinaron las concentraciones de virus por ml. Los resultados de la titulacion de los
virus de cada una de las proteinas ZP1, ZP2 y ZP3 fueron los siguientes: 316X10'°
ufp/ml, 130X10° ufp/ml y 160X10'! ufp/ml respectivamente. Las concentraciones de
virus que se utilizaron para las infecciones celulares posteriores fueron de 200X10%°
ufp/ml en cultives de 100 ml con 1X108 células/ml.

La expresidn de proteinas de |la ZP humana a partir de los cDNAs , dio por
resultado tres productos correspondientes a ZP1, ZP2 y ZP3 humanas, de los cuales,
ninguno fue secretado por las células al medio de cuiltivo. Después de la lisis de las
células por ciclos de congelacidn y descongelacién, se analizé la fraccidn en la cual se
encontraban las proteinas por medio de geles desnaturalizantes de poliacrilamida
tefiidos con azul de Coomasie. En la fraccion insoluble de la lisis celular se observo la
presencia de bandas intensamente tefiidas, con pesos moleculares semejantes a los
esperados para cada una de las proteinas. En el andlisis de la fraccién soluble de la lisis
celular se observo una intensidad menor de estas bandas, con lo que se demostrd que
el mayor porcentaje de proteinas se encontraba en forma insoluble. Estas bandas no se
observaron en el producto de la lisis de células Sf9 sin transfectar. Esto indica que son
bandas que corresponden al producto de expresion de los vectores con el inserto de los
genes de ZP humana. Los productos de expresidon se caracterizaron en Western blot
utilizando un antisuero policional anti ZP total de cerdo. Con este antisuero se identificd
a ZP1 como un polipéptido de 65 kDa, a ZP2 con un tamafic de 75kDa, mientras que
ZP3 se identific6 como un producto de 55kDa. Los pesos moleculares de estos
productos de expresion corresponden a los esperados para cada una de las proteinas
glicosiladas humanas que son de aproximadamente 150 kDa, 100 kDa y 55-65 kDa para



ZP1, ZP2 y ZP3 respecivamente (Moos et al, 1995). Las proteinas ZP1 y ZP3 también
fueron reconocidas por anticuerpos especificos contra sus homélogas en conejo.

En la figura 7 se observan los resultados de los andlisis por geles de
poliacrilamida tefiidos con Azul de Coomasie y los andlisis de Western blot utilizando los

diferentes antisueros ya mencionados.
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Figura 7. Andlisis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de las proteinas humanas
recombinantes. A gel tefiido con azul de Coomasie en el que se muestran las proteinas de la
fraccion insoluble del extracto celular de Sf9 sin transfectar y las proteinas del extracto celular
del cultivo transfectado con los vectores con las secuencias para ZP1, ZP2 y ZP3 humanas. B
Western blot de las proteinas detectadas con un antisuero anti ZP total de cerdo. € Western
blot de la ZP1 humana detectada con un antisuero anti ZP1 recombinante de conejo. D Western
blot de la ZP3 humana detectada con un antisuero anti ZP3 nativa de conejo. Se muestran las
proteinas de la fraccion celular del cultivo de Sf9, y las proteinas del extracto celular de ZP1, 2y
3 humanas. En todos los casos, el complejo antigeno-anticuerpo fue detectado con proteina A
marcada con 1'%, Los pesos moleculares se muestran a la izquierda de las fotografias.
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Identificacion del contenido de carbohidratos en las proteinas expresadas
Para estos analisis las membranas de PVDF con las proteinas separadas en geles
de poliacrilamida se incubaron con lectinas especificas para residuos de N-
acetilglucosamina y de manosa, ademds de lectinas que reconocen N-
acetilgalactosamina. Los resultados de estos analisis se muestran en el cuadro 1.

i Lectina Reconacimiento de ZP1 2P2 ZP3
| . _. . carbohidratos

Concanavalina A~ N-acetilglucosamina + na +

] ., manosa :

,i Solanum tuberosum - N-acetilglucosamina + + +
| (sTY ... . ___.  écdo sidlico )
| Germen de trigo N-acetilglucosamina + - +
o AWGA)
{ Aglutinina de N-acetilgalactosamina - - _

{__cacahuate (PNA)

Cuadro 1. Resultados de los analisis de unidn a lectinas de las proteinas recombinantes de ZP
humana expresadas en la linea celular Sf9, Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de
oligosacaridos del tipo unidos a asparagina con residuos N-acetilglucosamina, manosa y N-
acetilgalactosamina. na=no analizado

En el caso de las lectinas concanavalina A, lectina de So/anum tuberosurn (STL) y
aglutinina de germen de trigo (WGA), se observd que hubo reconocimiento en las
proteinas ZP1 y ZP3, lo que indica la presencia de oligosacaridos del tipo unidos a
asparagina con residuos N-acetilglucosamina y manosa. Por otra parte, no hubo
reconocimiento de carbohidratos utilizando aglutinina de cacahuate (PNA) lo cual indicé
la ausencia de residuos de N-acetilgalactosamina en estas proteinas.

Seleccion de anticuerpos utilizando epitopos compartidos de proteinas de ZP
Las proteinas recombinantes de ZP se utilizaron para seleccionar diferentes
poblaciones de anticuerpos por medio de epitopos compartidos a partir de suero anti ZP
total de cerdo.” La especificidad de los anticuerpos eluidos se determind por Western
blot utilizando las tres proteinas recombinantes expresadas en la linea celular de Sf9. En

TESTS CON ~
FALLA DE ORIGEN|  ©




TESES CON
FALLA DE ORIGEN |

estos analisis se observé que cada uno de los anticuerpos seleccionados con las
proteinas recombinantes reconoce a cada proteina especificamente, con excepcion de
los anticuerpos seleccionados utilizando ZP2, ya que reconocieron, aunque en menor
proporcién, a la ZP1 (fig. 8). Los anticuerpos seleccionados para las tres proteinas de
ZP no reconocieron a las proteinas de las células Sf9 (datos no mostrados). Este analisis
demostré que los anticuerpos son selectivos para los epitopos de cada proteina, lo que
permitié utilizarlos en los estudios de inmunohistoquimica en el foliculo ovarico para

localizarlas especificamente.
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Figura 8. Western blot donde se demuestra la selectividad de anticuerpos para las proteinas
recombinantes de ZP humana. A analisis con anticuerpos seleccionados para ZP1, B andlisis con
anticuerpos seleccionados para ZP2, € analisis con anticuerpos seleccionados para ZP3. Carril 1,
lisado de células Sf9 transfectadas con el vector con la secuencia de ZP1; carril 2, lisado de
células Sf9 transfectadas con el vector con la secuencia de ZP2, carrit 3, lisado de células Sf9
transfectadas con el vector con 12 secuencia de ZP3.

Localizacién inmunohistoquimica de proteinas de ZP en tejidos ovaricos
Utilizando el antisuero policlonal anti ZP porcina se realizaron andlisis de
inmunohistoquimica en los cuales se demostré su utilidad para detectar antigenos de ZP
en todas las especies analizadas, y demostré que los anticuerpos del antisuero anti ZP
porcina reconocen antigenos comparf:idos en varias especies (fig. 9). En estos estudios
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por inmunohistoquimica se detectaron los antigenos tanto en el ovocito como en las
células de la granulosa de los foliculos ovdricos. De estas especies, es importante
mencionar el reconocimiento de las proteinas en el ovario humano, lo cual permite
utilizar el antisuero anti ZP de cerdo para localizar las proteinas recombinantes

humanas, y valida la utilizacion de los anticuerpos en la identificacién de los productos
de expresidn en Sf9.
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Figura 9. Andlisis de inmunohistoquimica utilizando un antisuero policlonal anti ZP de cerdo. A
foliculo de ratén; B foliculo de rata; € foliculo de conejo; D foliculo de cerdo; E foliculo de
babuino; F folfculo humano.
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Posteriormente con la finalidad de localizar los antigenos de cada una de las
protefnas recombinantes en foliculos ovdricos de diferentes especies de mamiferos
(ratén, cerdo, babuino y ser humano) se realizd la inmunohistoquimica utilizando los
anticuerpos seleccionados. El tipo de tincién de los anticuerpos en las diferentes células
demostré un patrén de desarrolio celular especifico de acuerdo a la especie estudiada.
En la figura 10 se muestra la localizacion de antigenos de ZP1, ZP2 y ZP3 en ovocitos
de foliculos primarios y tempranos en ratén (A-C) y cerdo (D-F). En el caso de los
foliculos del ratén se observé presencia de proteinas de ZP1, ZP2 y ZP3 dentro de los
ovocitos de estadios tempranos, y en manchas de ZP alrededor de ellos. En el caso del
cerdo, también se localizaron las tres proteinas dentro del ovocito y en ZP. !

Figura 10. Anélisis de inmunohistoquimica en el que se utilizaron anticuerpos seleccionados
por epitopos y se demostrd la localizacion de los antigenos de ZP en ovocitos de foliculos
primarios. A seccién de ovario de ratén con anticuerpos anti ZP1; B seccién de ovario de ratén
con anticuerpos anti ZP2; € seccidn de ovario de ratdn con anticuerpos anti ZP3; D seccién de
ovario de cerdo con anticuerpos anti ZP1; E: seccién de ovario de cerdo con anticuerpos anti
Z2P2; F seccién de ovario de cerdo con anticuerpos anti ZP3, Las secciones de tejido se
incubaron con anticuerpo secundario marcado con biotina (1:200), y la sefial fue revelada
utilizando el sistema de avidina-biotina y DAB como el cromdforo. Las flechas indican ZP; O=
ovocito; N= nlicleo.
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En todas las especies estudiadas, los anticuerpos seleccionados reconocieron
antigenos de las protefnas en ZP y en células de la granulosa solo de foliculos
desarrollados (secundarios y antrales). Sin embargo no se encontraron proteinas en los
ovocitos de estos mismos foliculos. En el caso del ratén se observd presencia de
proteinas de ZP1, ZP2 y ZP3 sélo en ovocitos de foliculos de estadios tempranos, y a
partir de foliculos en estados mas desarrollados las proteinas se localizaron en céiulas
de la granulosa y ZP pero no en ovocitos (fig. 11). En ninguno de los cortes de foliculo
de las diferentes especies se observé sefial utilizando los anticuerpos seleccionados
contra las proteinas de Sf9 como control (cuadro A de figuras 11 a 14).

A

Figura 11. Andlisis de iInmunohistoquimica utilizando anticuerpos seleccionados por epitopos,
que demuestra la localizacidn de los antigenos de ZP en el ovocito de ratén. Las secciones de
ovario se incubaron con A, anticuerpo seleccionado para proteinas de Sf9 como testigo
negativo; B, anticuerpo seleccionado para proteinas hZP1; C, anticuerpo seleccionado para
proteinas de hZP2; D, anticuerpo seleccionado para proteinas de hZP3, seguido del anticuerpo
secundario marcado con biotina (1:200). La sefal se reveld utilizando el sistema de avidina-
biotina y DAB como el croméforo. Las flechas grandes indican ZP; las flechas pequeiias indican
células de la granulosa; O= ovocito.
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En el caso de los foliculos de cerdo y utilizando los anticuerpos seleccionados, se
localizaron antigenos de ZP1, ZP2 y ZP3 en ovocitos de foliculos primarios y tempranos
(fig.10). Sin embargo, en foliculos desarrollados solamente la proteina ZP2 fue
localizada dentro de los ovocitos. Las proteinas ZP1 y ZP3 se localizaron en células de la
granulosa. En el caso de la proteina ZP3, se localizé en forma extensa en las células de
la granulosa de capas mds externas del folfculo, a diferencia de la localizacién de ZP1 y
ZP2, que fue Gnicamente en células de las capas interiores del foliculo (fig.12).

Figura 12, Analisis de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos seleccionados por epitopos,
en que se demuestra la localizacion de los antigenos de ZP en el ovocito de cerdo. Las
secciones de ovario fueron incubadas con: A anticuerpo seleccionado para proteinas de Sf9
como testigo negativo; B anticuerpo seleccionado para la proteina ZP1; C anticuerpo
seleccionado para la proteina ZP2; D anticuerpo seleccionado para la proteina ZP3, sequido del
anticuerpo secundario marcado con biotina (1:200). La sefial fue revelada mediante el sistema
de avidina-biotina y DAB como el croméforo. Las flechas grandes indican ZP; las flechas
pequeiias indican células de la granulosa; O= ovocito.
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En el babuino (fig. 13), sélo ZP2 fue localizada en la ZP de algunos de los
folfculos primordiales, mientras que en los foliculos desarrollados se localizaron las tres
proteinas en la ZP y en las células de la granulosa. La tincidn en las células de fa
granulosa fue observada Unicamente en las capas interiores del foliculo, adyacentes al
ovacito. En ningn caso se observé tincion en los ovocitos independientemente de la
etapa de desarrollo en la cual se encontrara el foliculo.

Figura 13. Andlisis de inmunohistoquimica con anticuerpos seleccionados por epitopos, en gue
se demuestra la localizacién de los antigenos de ZP en el ovocito de babuino. Las secciones de
ovario fueron incubadas con: A anticuerpo seleccionado para proteinas de Sf9 como testigo
negativo; B anticuerpo seleccionado para la proteina ZP1; € anticuerpo seleccionado para la
proteina ZP2; D anticuerpo seleccionado para la proteina ZP3, seguido del anticuerpo
secundario marcado con biotina (1:200). La sefial fue revelada mediante el sistema de avidina-
biotina y DAB como el cromdforo. Las flechas grandes indican ZP; las flechas pequefias indican
células de la granulosa; O= ovocito.
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Finalmente, en el caso de los foliculos humanos (fig. 14), se localizaron
antigenos para las tres proteinas en la ZP de foliculos en desarrollo, a diferencia de los
foliculos primordiales o primarios. En esta especie, se detecté ZP3 dentro de los
ovocitos de foliculos primarios, primordiales y desarrollados. También se detectd esta
proteina en la ZP y células de la granulosa de foliculos desarrollados. Las proteinas ZP1
y ZP2 sélo fueron localizadas en la ZP y en las células de la granulosa de los foliculos
desarrollados. Las tres proteinas fueron detectadas tanto en las capas interiores como

exteriores de células de la granulosa.

Figura 14. Analisis de inmunohistoquimica con anticuerpos seleccionados por epitopos que
demuestra la localizacion de los antigenos de ZP en el ovocito de humano. Las secciones de
ovario fueron incubadas con: A anticuerpo seleccionado para proteinas de Sf9 como testigo
negativo; B anticuerpo seleccionado para la proteina ZP1; C anticuerpo seleccionado para la
proteina ZP2; D anticuerpo seleccionado para la proteina ZP3, seguido del anticuerpo
secundario marcado con biotina (1:200). La seiial fue revelada utilizando el sistema de avidina-
biotina y DAB como el cromdéforo. Las flechas grandes indican 2P; las flechas pequefias indican
células de la granulosa; O= ovocito.
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En el cuadro 2 se muestran, @ manera de resumen, los resultados obtenidos en
la localizacién de antigenos de ZP en los foliculos de las especies estudiadas. En todas
estas especies se observé reconocimiento de la ZP por parte de los anticuerpos de

forma independiente al estado de desarrollo.

Foliculos Foliculos desarrollados?
Especie tempranos! i
Ovocito Ovocito Células de la
e Granulosa
o ZP1  ZP2  zZP3 ZP1  ZP2  2P3 2Pl  ZP2  ZP3
' Raton + + + - - - + + +
Cerdo + + + - - - + + +
Babuino + + + - + - + + +
Humano + - + - + + - + +

Cuadro 2. Comparacién de la localizacion de antigenos de las proteinas de ZP en foliculos en
diferentes estadios del desarrollo de varias especies. La localizacidon se realizd mediante
anticuerpos seleccionados por epitopos para cada proteina recombinante (ZP1, ZP2 y ZP3.
!Foliculos primordiales y primarios con una capa de células de la granulosa. 2Foliculos
desarroliados con mas de una capa de células de la granulosa.

Analisis de unién de las proteinas de ZP recombinantes a espermatozoides

Las proteinas recombinantes de la ZP humana no se secretaron al medio de
cultivo, lo que dificultd su purificacion. Por esta razdn, se desarrollaron dos sistemas
para determinar su capacidad de unién a los espermatozoides. Para esta finalidad, se
utilizaron las dos fracciones, soluble e insoluble del homogenizado celular. Los
resultados obtenidos con la fraccidn insoluble (pastilla celular) en los espermoblots
demostraron adhesién del espermatozoide humano a las proteinas recombinantes ZP1 y
ZP3, y en menor proporcién a la proteina ZP2. En estos analisis, las proteinas se
separaron en condiciones desnaturalizantes, por lo que se trataron con un gradiente
renaturalizante para restablecer su estructura original y no influir en el reconocimiento
del espermatozoide. En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos. Como puede
observarse con la tincion del azul de Coomasie las tres proteinas mostraron la misma
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concentracién en el gel (panel A). Estas fueron transferidas a PVDF e incubadas en
presencia de espermatozoides capacitadossiguiendo el método descrito en la seccidn de
material y método (panel B). Los espermatozoides unidos a las proteinas y fijados con
formaldehido se incubaron con un suero policlonal anti espermatozoide humano. El
complejo ZP-espermatozoide-anticuerpo se identificé con proteina A marcada con I'® y
placas autorradiogi'éﬁcas X-Omat.

N B TESIS CON
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Sf9 ZP1 ZP2 ZP3

N — 97 kDa
b 4§ [~ 66 kDa

— 46 kDa

Figura 15. Andlisis de unidn-de espermatozoides a las proteinas recombinantes de ZP humana.
A Gel desnaturalizante de poliacrilamida tefiido con azul de Coomasie que muestra las proteinas
obtenidas en la fraccion insoluble del cultivo de células Sf9 sin transfectar y las proteinas del
extracto de la lisis celular del cultivo de Sf9 transfectadas con el cDNA de 2ZP1, ZP2 y ZP3
humanas. B Analisis de espermoblot en membranas de PVDF. Las proteinas renaturalizadas se
incubaron con espermatozoides humanos. Posteriormente se incubaron con anticuerpo
antiespermatozoide y el complejo ZP-espermatozoide-anticuerpo se identificé con Proteina A
marcada con I'*° y sujeto a autorradiografia.

Estas placas autorradiograficas se analizaron en un equipo de densitometria
Eagle Eye IT Stifl Video. E| andlisis densitométrico obtenido se muestra en la figura 16,
donde en el eje de las “Y” se encuentran los valores obtenidos para la actividad
especifica. Esta se calculé dividiendo los valores obtenidos para la cantidad de
radiactividad (en forma de densidad de la banda en la placa autorradiografica analizada

46



con el densitdmetro) que representa la unidn de las proteinas de ZP con los
espermatozoides, contra la abundancia de cada proteina de acuerdo con su tincién con
azul Coomasie en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Estos resultados mostraron
mayor union de las proteinas ZP1 y ZP3 al espermatozoide humano que la encontrada
para la proteina ZP2. No se observd unién de espermatozoides a las proteinas de Sf9.
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2 25

|}

ZP1 ZP2 ZP3

Figura 16. Andlisis densitométrico de un ensayo representativo.de la unién relativa de las
proteinas de ZP con espermatozoides (dada por la densidad de la banda en placas
autorradiograficas) contra la abundancia de cada proteina (de acuerdo a su tincidn con azul de
Coomasie en geles desnaturalizantes de poliacrilamida).

Por otro lado se realizaron estudios con el método ELISA utilizando la fraccion
soluble del homogeneizado celular o sobrenadante para determinar la unién de las
proteinas con el espermatozoide. En las figuras 17 y 18 se muestran las graficas
obtenidas a partir de los resultados de dos analisis de este tipo con los valores de las
muestras por cuatriplicado.

En un primer espermo ELISA se encontré que el control negativo, las proteinas
del extracto celular de Sf9, se unian menos que las proteinas de ZP y, entre éstas, la
ZP2 se unia menos que las otras dos. El analisis de varianza de una via de las
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densidades dpticas (DO) promedic obtenidas (4 pozos por proteina) mostré diferencias
significativas entre proteinas (Fs,12=36.389, p<0.01). La prueba post-hoc de Fisher
mostrd que el control negativo, las proteinas de Sf9 daba una DO significativamente
menor a todas las proteinas de ZP (p<0.01 en todos los casos) y que la unién de fa ZP1
era significativamente mayor que la de la ZP2 (p<0.01), lo mismo que la de la ZP3
(p<0.01). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las proteinas
ZP1 y ZP3.

7 a,b

1.0 4 T
1 ]
E o09-
8 J 3
¥ 0.8 E ?
o 4 3
) r :
8 0.7] [ ! ;

0.6 :

sf9  zP1 zP3

a: p< 0.05 vs Sf9
b: p< 0.05 vs ZP2

Figura 17. Graficas de unién de las proteinas recombinantes de la ZP humana con
espermatozoides en un ensayo de unidn por ELISA. Las diferencias entre los valores obtenidos
para las tres proteinas y el testigo fueron significativos, al igual que las diferencias entre los
valores de ZP1 y ZP3, y los de ZP2. Las barras de error son +/- 1 error estandar. n=4,

En un segundo espermo ELISA realizado con espermatozoides de diferente
origen, se logré un menor fondo en la unién de las proteinas de Sf9, y una mayor union
de las proteinas de ZP. El analisis de varianza mostrd también diferencias significativas
entre proteinas en su unidn a espermatozoides (Fs,12=70.032, p<0.01). En este caso,
las proteinas de Sf9 también mostraron una DO significativamente menor, seglin la
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prueba post-hoc de Fisher (p<0.01 contra cualquier proteina de ZP) y la ZP1 se unid
significativamente méas que las otras dos ZP (p<0.01 en ambos casos). A diferencia de
la prueba anterior, ZP2 y ZP3 no mostraron diferencias significativas.

1.4 a,b
- T .
E 1.0 , a
(=] 4
2 i T
. 0.6 -
o
Q i r
0.2 [ l

Sf9 ZP1 ZP2

a: p< 0,05 vs Sf9
b: p< 0.05 vs ZP2, ZP3

Figura 18. Grificas de unidn de las proteinas recombinantes de la ZP humana con
espermatozoides en un segundo ensayo de unidn por ELISA. Las diferencias entre los valores
obtenidos para las tres proteinas y el testigo fueron significativos, al igual que las diferencias
entre los valores de ZP1 y los de ZP2 y ZP3. Las barras de error son +/- 1 error estdndar. n=4.

Los resultados anteriores muestran una mayor consistencia en la union de ZP1,
la cual se unié significativamente mejor que la ZP2 en los dos casos y significativamente
mejor que la ZP3 en uno de ellos. Estos resultados permiten sugerir fuertemente a la
ZP1 como candidata a ser la proteina responsable de la unidn del espermatozoide a la

ZP en el proceso de fertilizacion humana.
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Discusion

Expresion y analisis de las proteinas recombinantes

Hasta hace pocos afios la experimentacion en el campo de la interaccion
espermatozoide-zona pellicida tenia fuertes limitaciones por la dificultad de obtener
suficiente material bioldgico para su anadlisis. En la actualidad varios laboratorios han
iniciado la obtencidn de proteinas recombinantes de la ZP de varias especies (Dunbar et
al, 1994; Epifano y Dean, 1994; Mcleskey et a/., 1998; Prasad et al, 2000;
Wassarman, 1988). De igual manera, en el caso de las proteinas de ZP humana sélo
existen algunos informes de sus caracteristicas obtenidos con estudios de proteinas
expresadas en diferentes sistemas. Sin embargo, no en todos los casos se ha podido
demostrar alguna funcidn bioldgica en parte debido a la utilizacién de sistemas que no
realizan modificaciones postraduccionales a las proteinas (Gupta et a/., 1998; Harris et
al., 1999; Hinsch et a/, 1998; Liang y Dean, 1993a).

En este trabajo de tesis se eligid el sistema de expresién en Sf9 debido a su
capacidad de realizar modificaciones postraduccionales, que incluyen la capacidad de
cortar el péptido sefial, la glicosilacion, la fosforilacidn y la acetilacion. Dado que las
funciones que se atribuyen a las glicoproteinas de la ZP se encuentran directamente
relacionadas con el tipo y cantidad de oligosacéaridos en su molécula, el utilizar esta
linea celular nos permite obtener proteinas similares a las proteinas nativas, pudiendo
ser utilizadas en estudios de funcién bioldgica. Este sistema en células eucaridticas ha
sido utilizado anteriormente para expresar 1a proteina ZP1 de conejo (Prasad et al,
1995), la cual demostré tener funciones bioldgicas como Ia unidn al espermatozoide y la
capacidad de desencadenar la reaccidon acrosomal de igual forma que las proteinas
nativas.

Los pesos moleculares de las cadenas de aminoacidos de las proteinas de ZP
humana obtenidos & partir de las secuencias de oligonucledtidos son de 57 kDa, 82 Kda
y 47 Kda para ZP1, ZP2 y ZP3 respectivamente (Chamberlin y Dean, 1990; Harris et al.,
1994; Liang y Dean, 1993b), y se demostré que los pesos moleculares para estas
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mismas proteinas obtenidas de la ZP humana nativa son de 60 a 65 kDa, 70 a 100 kDa
y 53 a 65 kDa respectivamente (Gupta et a/, 1998; Moos et g/, 1995; Shabanowitz y
O'Rand, 1988). Los pesos moleculares obtenidos para cada una de las proteinas
recombinantes en este trabajo corresponden a los esperados de acuerdo a los de las
proteinas nativas, los cuales suman a su peso los carbohidratos afiadidos después de la
formacion de la cadena polipeptidica. La caracterizacién inicial de los productos de
expresién génica se realizd por medio de anticuerpos policlonales generados contra la
ZP de cerdo. Estos anticuerpos demostraron, en analisis de inmunohistoquimica, su
capacidad para reconocer a las proteinas de ZP de varias especies de mamiferos,
incluyendo al ser humano. Los resultados obtenidos en los Western blot sugieren que
las proteinas humanas recombinantes comparten epitopos antigénicos con las proteinas
del cerdo, lo cual es derivado probablemente de la elevada homologia entre las
proteinas de las dos especies. En el caso de los resultados obtenidos con los
anticuerpos generados contra la ZP1 recombinante y la ZP3 nativa de conejo, se
observé el reconocimiento de los anticuerpos por las proteinas recombinantes. La
presencia de las dos bandas obtenidas en estos andlisis puede deberse al
reconocimiento, por parte de estos anticuerpos, de diferentes epitopos que los
obtenidos con el antisuero para la ZP total de cerdo. Este reconocimiento de dos
productos de las proteinas recombinantes puede deberse de igual manera, a la
presencia de productos de degradacion de las proteinas o complejos proteinicos que no
se desnaturalizaron apropiadamente, o0 a la presencia de formas de la proteina con
diferente nivel de glicosilacion.

Los andlisis por Western blot también demostraron que las proteinas
recombinantes tienen pesos moleculares mayores a los pesos de las cadenas
polpeptidicas deducidos a partir de las secuencias génicas correspondientes. Estos
resultados demostraron la capacidad del sistema de expresién para realizar
modificaciones postraduccionales en estas proteinas como la glicosilacion. Este hallazgo
fue comprobado posteriormente por los resultados obtenidos con la utilizacién de varias
lectinas. Los carbohidratos que se encontraron presentes en las proteinas fueron
identificados como residuos de N-acetilglucosamina y manosa. El analisis para detectar
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residuos de N-acetilgalactosamina fue negativo. Este tipo de carbohidratos son los
mismos que se han encontrado en las proteinas de ZP nativa ). En términos generales,
los carbohidratos presentes en las proteinas recombinantes son similares a los descritos
en las proteinas de la ZP de varias especies de mamiferos (Bauskin et al, 1999; Bleil y
Wassarman, 1988; Dell et a/., 1999; Dunbar et g/, 1994; Florman y Wassarman, 1985;
Litscher y Wassarman, 1996; Nakano et a/, 1996; Parillo et a/, 2000). Estos resultados
permiten concluir que las proteinas recombinantes son similares a las nativas desde el

punto de vista estructural e inmunologico.

Las proteinas obtenidas en el sistema de expresion no fueron secretadas al
medio de cultivo. Esto pudiera deberse al encapsuiamiento de las proteinas en los
cuerpos de oclusién de las células lo que provocd que su solubilizacion y purificacion
fueran dificiles de realizar. Otro factor puede ser la diferente maquinaria celular en la
cual fueron producidas, ya que a pesar de que la linea celular Sf9 realiza la mayoria de
las modificaciones postraduccionales no se ha demostrado aln que presente las
enzimas que realicen los cortes proteoliticos necesarios en la secrecion de las proteinas

extracelulares.

Funcién receptora de las proteinas recombinantes

El conocimiento de los mecanismos que regulan e influyen en el proceso de
interaccion entre los gametos es fundamental en estudios de fertilizacion. En estos
mecanismos influye el reconocimiento y la unién del espermatozoide a la ZP, asi como
la capacidad de la ZP de inducir la reaccion acrosomal (Castle y Dean, 1999; Chapman
et al, 1998; Greenhouse et a/, 1999; Hinsch et a/, 1998; Tsubamoto et /., 1999; van
Duin et al., 1994). Cada una de las proteinas de la ZP se ha postulado en diferentes
especies como la molécula responsable del reconocimiento entre gametos. En el caso
del ratdn, se sabe que la unién entre gametos estd determinada por una cadena de
oligosacaridos en treonina presentes en ZP3 (Florman y Wassarman, 1985; Wassarman
y Litscher, 1995). En Xenopusla gp69/64, la proteina homdloga de ZP2, inhibe la union
espermatica in vitro (Doren et a/., 1999). Sin embargo, en el cerdo y el conejo la ZP1
parece funcionar como el receptor primario, y en algunos casos se ha observado que al



formar heteroduplex /n vitro con la ZP3 se incrementa su capacidad de unidn (Yurewicz
et al., 1991,1993a,b). En ratones transgénicos con la ZP3 humana se ha demostrado la
formacién de una matriz quimérica a la que no se unen los espermatozoides humanos,
pero si los de ratén (Castle y Dean, 1999; Greenhouse et a/, 1999). Estas
observaciones no han permitido todavia demostrar de manera satisfactoria las
funciones especificas de las proteinas que constituyen a la ZP. Es probable que
dependiendo de la especie de mamifero, la familia de las proteinas de ZP que participa
en la unién con el espermatozoide sea diferente independientemente de la homologia
estructural que las caracteriza.;

En el caso del ser humano, se ha informado de la capacidad de la ZP3 humana
de induciv la reaccién acrosomal. Esta proteina fue expresada en E£scherichia coli
(Chapman et a/, 1998) y demostré que induce la exocitosis por reaccién acrosomal en
espermatozoides humanos capacitados. Al ser expresada en células CHO también se
observd la induccidon de la reaccién acrosomal (van Duin et ., 1994), al igual que al
expresarla en células de teratocarcinoma ovarico humano, donde se obtuvo una
proteina con capacidad de unidén a espermatozoides ademas de ser inductora de la
reaccion acrosomal (Dong et al, 2001). Sin embargo, en un estudio utilizando
anticuerpos generados para diferentes péptidos de ZP3 (Hinsch et &/, 1999) no se
afectd la unidn de los gametos a pesar de que reconocieron especificamente a la ZP3
humana y murina. Esto sugiere la presencia de dominios en ZP3 que no estan
relacionados con la unidn al espermatozoide.

En este trabajo de tesis la metodologia desarrollada en los andlisis de unidn
permitié sefialar a las proteinas recombinantes humanas ZP1 y ZP3 como receptoras de
espermatozoides humanos capacitados. Estos resultados apoyan los estudios ya
mencionados relacionados a las funciones de receptor espermatico de la proteina 2P3, y
ademas proponen a la ZP1 como fuerte candidato a receptor espermatico, a semejanza
de lo que ocurre en el conejo y en el cerdo. En los analisis por ELISA, la proteina unida
a una fase solida permitié una mejor conservacion de la estructura protéica que la que
pudiera tener en las membranas de PVDF posterior a su separacion. Estos resultados
comprobaron las observaciones obtenidas en los espermoblots y apoyan la participacién
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de la ZP1 y ZP3 humanas en los mecanismos de reconocimiento entre los gametos que
conducen a la fertilizacion. Nuestros andlisis también revelaron la unidn del
espermatozoide a la ZP2 aunque en niveles significativamente mas bajos que los
demostrados para ZP1 y ZP3. Anteriormente se han publicado estudios que demuestran
que la ZP2 es receptora de proteinas de la membrana acrosomal interna del
espermatozoide, la cual queda expuesta después de la reaccioén acrosomal (Tsubamoto
et a/, 1999). La union de los espermatozoides a ZP2 observada en este trabajo de tesis,
pudiera deberse a los espermatozoides que han sufrido la reaccion acrosomal en forma
espontanea y al exponer los receptores secundarios, éstos podrian unirse a la proteina

ZP2 y ser detectados por el sistema.

Localizacion de antigenos de ZP en ovarios de mamiferos mediante
anticuerpos seleccionados

Existe controversia en relacidn con el sitio de biosintesis de las proteinas de la ZP
durante el desarrollo ovarico. En el ratdn, la expresién de estas proteinas es en el
ovocito de los foliculos durante todo su desarrollo (Epifano et a., 1995b; Liang et a.,
1990; Philpott et al, 1987; Wassarman y Kinloch, 1992). Por otra parte, también
existen informes de la expresion del mRNA y proteinas en las células de la granulosa de
los foliculos desarrollados en otras especies (Dunbar et a/, 1994; Grootenhuis et al,
1996; Jewgenow et 3/, 2000; Kolle et a/., 1998; Kolle et a/., 1996; Lee, 2000; Liang y
Dean, 1993b; Martinez et a/, 1996; Sinowatz et ., 1995; Totzauer et 3., 1998). Por
medio de inmunchistoquimica en ovarios de cerdo y de conejo se ha observado la
presencia de las tres proteinas de ZP en las células de la granulosa de ovocitos en
desarrollo (Wood y Dunbar, 1981). Estas observaciones contradicen los informes de la
expresién de proteinas solamente en ovocito (Epifano et al, 1995b; Wassarman y
Kinloch, 1992). Estas diferencias se pueden deber a las técnicas de fijacion, afinidad del
anticuerpo o sensibilidad de los andlisis de hibridacion. La localizacion de la ZP1 y ZP3
se ha demostrado en ovocitos y células de la granulosa de foliculos en desarrollo de
ovarios porcinos y bovinos (Sinowatz et @/, 1995; Totzauer et a/, 1998). En el conejo la
expresion de la ZP se ha demostrado en las células de la granulosa de foliculos en
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desarrolio utilizando anticuerpos anti ZP1 .nativa y ZP1 recombinante (Lee y Dunbar,
1993; Prasad et a/, 1996b). También se utilizaron inmuno blots y analisis de Northern
blot para demostrar la expresién de la ZP1 y su mRNA en células de la granulosa de
foliculos primarios y secundarios (Maresh et al., 1990).

En el caso del ser humano, la ZP3 se ha identificado en los ovocitos de foliculos
primordiales, pero no asi en los casos de ZP1 y ZP2. En fecha reciente, y con
anticuerpos policlonales a proteinas recombinantes humanas, Eberspaecher y cols
(2001) demostraron Ia localizacién de las tres proteinas de la ZP en ovocitos de foliculos
primordiales. También encontraron que los anticuerpos seleccionados para ZP1 y ZP2
reconocen antigenos de ZP en la zona pellcida de foliculos en desarrollo, pero no en
células de la granulosa, mientras que la ZP3 se localizé en la ZP y en las células de la
granulosa de foliculos en desarrollo. Este tipo de localizacion podria deberse a que ZP1
y ZP2 se expresan en las células de la granulosa mucho mas tarde que ZP3.
Grootenhuis y col en 1996 demostraron la localizacion de ZP3 en células de la granulosa
de foliculos en desarrollo de varias especies entre ellas el ser humano. Estos resultados
son diferentes a los datos de Eberspaecher y cols, quienes localizan las tres proteinas
en ZP pero no en las células de la granulosa de foliculos humanos primarios y en
desarrollo fijados en formalina. También informan que la tincion en células de la
granulosa se observé sélo en los ovarios fijados con Bouin y no con formalina. Esta
diferencia la atribuyen a la solubilizacidn y destruccidn de la ZP con el fijador Bouin. Sin
embargo en este trabajo de tesis se demostrd la localizacion de los antigenos de ZP en
ovocitos, en las ceélulas de la granulosa y en la ZP de los foliculos primarios y
primordiales de ovarios fijados en Bouin sin prueba de algin dafio a la matriz
extracejular.

En este trabajo se utilizaron anticuerpos seleccionados con cada una de las
proteinas recombinantes para evaluar la expresion de los antigenos de la ZP en foliculos
de diferentes especies de mamiferos incluyendo al ser humano. Los anticuerpos
seleccionados se obtuvieron a partir del antisuero anti ZP total de cerdo. Estos
anticuerpos reconocieron especificamente a las proteinas recombinantes para las cuales
fueron seleccionados, a excepcion de los anticuerpos para ZP2 que reconocieron
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también a ZP1. Esto se debe probablemente a la homologia existente entre las
proteinas ZP1 y ZP2 humanas de alrededor del 58% (Harris et a/, 1999). Esto pudo
provocar el reconocimiento inespecifico de ZP1 por los anticuerpos a ZP2. Debido a la
naturaleza policlonal del suero a partir del cual se seleccionaron los anticuerpos, no se
puede descartar la presencia de una poblacién de anticuerpos que reconozcan epitopos
comunes en dos proteinas con alta homologia.

Los anticuerpos seleccionados para cada una de las tres proteinas recombinantes
humanas reconocieron la presencia de antigenos de ZP1, ZP2, y ZP3 en la 2P y en los
ovocitos de foliculos primordiales y primarios. La localizacion de estos antigenos fue
también evidente en céiulas de la granulosa de los foliculos desarrollados del ratén,
cerdo, babuino y del ser humano. La sefial en células de la granulosa parece estar
restringida a cierta poblacién, lo que coincide con informes previos sobre la presencia
de dos poblaciones morfolégicamente distintas de células de la granulosa que expresan
proteinas de ia ZP (Grootenhuis et a/, 1996; Lee y Dunbar, 1993; Wolgemuth et a/,
1984).

Este proyecto demuestra la selectividad de los anticuerpos de las proteinas ZP1,
ZP2 y 2ZP3 humanas para reconocer epitopos de ZP similares en otras especies de
mamiferos. Utilizando anticuerpos para cada una de las tres proteinas recombinantes se
demostro la expresidn de antigenos de ZP1, ZP2 y ZP3 en las células de la granulosa y
la ZP de foliculos desarrollados de ratén, cerdo, babuino y ser humano. La localizacion
de los antigenos fue evidente en ovocitos y foliculos pequefios (primordiales y
primarios) con menos sefial en los ovacitos de foliculos desarrollados. Es interesante la
presencia de proteinas de la ZP en las células de la granulosa que parece estar
restringida a cierta poblacion de estas células y a su grado de desarrollo. Estas
observaciones concuerdan con estudios en los que se ha demostrado la presencia de
dos poblaciones distintas de células de la granulosa expresando proteinas de ZP (Lee y
Dunbar, 1993; Prasad et g/, 1996a; Wolgemuth et a/., 1984). Ademas se han realizado
estudios donde, mediante anticuerpos anti ZP3 humana, se ha demostrado su
locatizacion en células de la granulosa de foliculos secundarios y foliculos primordiales
de ovario de conejo, mono rhesus y ser humano (Grootenhuis et a., 1996). Estos



estudios son importantes porque sugieren una funcién de la ZP3 aln antes que el
espermatozoide alcance la ZP, es decir desde el momento anterior a la fecundacion
cuando el espermatozolde atraviesa las células del cumulus. Estas células, que se
encuentran dentro de una matriz de acido hialurénico, provienen de las células de la
granulosa del foliculo anterior a la ovulacion. La ZP3 que se encuentra en las células del
cumulus junto con una proteina receptora de progesterona y una glicoproteina de alto
peso molecular forman un complejo en la superficie exterior de la ZP (Green, 1993).
Este complejo tiene un efecto capacitante en el acrosoma de ios espermatozoides
unidos a él, ya que una vez que el espermatozoide lo penetra sufre una hiperactivacion
en donde la frecuencia de los movimientos del flagelo se incrementan
considerablemente, y ademas se liberan pequefias cantidades de hialuronidasa vy
acrosina (Takano et &/, 1993). Estos movimientos y la digestion enzimética del acido
hialurénico del complejo permiten al esperma atravesar el cumulus sin que se
desencadene la reaccidn acrosomal, la cual serd activada hasta que los
espermatozoides alcancen la ZP (Cleine, 1996). Aln gueda por determinar la posibilidad
de que la ZP3 regule la hiperactivacién de los espermatozoides y la salida controlada de
enzimas sin desencadenar la reaccion acrosomal, lo cual explicaria su presencia en las
células que rodean el ovocito y la ZP observada en los cortes analizados en este
trabajo, y que es mayor a la de las proteinas ZP1 y ZP2.

Por otro lado, no existen estudios suficientes para determinar otras funciones de
la ZP en procesos anteriores a la ovulacion dado que su aparicidon sucede durante la
diferenciacién folicular en el desarrollo embrionario. Durante el desarrollo del foliculo,
las células de la granulosa en diferenciacién forman dos poblaciones: una en contacto
con la membrana basal entre las células foliculares y las de la teca y otra en contacto
con el ovocito y la ZP. Algunos estudios proponen una participacién de la ZP en el
desarrollo folicular ya que existe una expresion coordinada de las proteinas ZP2 y ZP3
del ratén y del bovino. Esta expresién es dependiente del estado del foliculo, con mayor
presencia del mRNA en las dos primeras semanas de la ovogénesis y que decae
posteriormente en estadios mas tardios del desarrollo del ovocito (Grootenhuis et aZ,
1996; Maresh et a/, 1990; Picton et a/.,, 1998; Wolgemuth et a/, 1984).



La matriz extracelular del ovocito es probablemente la responsable de la
diferenciacién coordinada de varios tipos celulares a su alrededor, tal como se ha visto
en otras proteinas extracelulares como Ias integrinas, metaloproteinasas y otras
importantes en el desarrollo folicular y embrionario (Behrendtsen et a/, 1995; Eckes et
al, 1999; Forget et a/, 1999; Kanai et al, 1995; Simon-Assmann et &/, 1995; Smith et
al, 1999; Streuli, 1999; Velleman, 1999). Estas observaciones sugieren que la matriz
extracelular no actda Unicamente como una estructura pasiva, sino como una
estructura que influye en el desarrollo del fenotipo celular. Las proteinas de la ZP
podrian interactuar directamente con receptores de la superficie celular estimulando
sefiales de transduccidn que afecten la funcion de las células adyacentes,

Basados en los datos que indican que las proteinas de la ZP son sintetizadas y
secretadas por ambos tipos celulares (ovocitos y células de la granulosa) y que se
expresan dependiendo del estado de desarrollo del foliculo, estas proteinas podrian
utilizarse como marcadores de etapas tempranas del desarrollo ovarico y de la posible
funcién de las proteinas de ZP como detonadores de la diferenciacion celular, haciendo
posible su utilizaciéon como marcadores en estudios de expresion de la ZP durante el
desarrollo folicular.En este estudio se demuestra que los anticuerpos seleccionados para
ZP1, ZP2 y ZP3 humanas reconocen epitopos similares en la ZP de otras especies de
mamiferos, y que tanto las células de la granulosa como los ovocitos de las especies
estudiadas incluido el raton, expresan proteinas similares desde el punto de vista
inmunitario a las de la ZP humana.

El desarrollo de anticuerpos especificos contra estas proteinas también serdn de
gran utilidad para determinar la regién especifica de la proteu’na responsable de la
interaccidn con el espermatozoide. Ademds este trabajo representa el inicio de la
obtencidn y caracterizacion de las proteinas de la ZP del ovocito humano. A partir de
estos resultados se pretende la estandarizacidon de analisis de unién de los
espermatozoides con las proteinas expresadas. Estos analisis son de gran importancia
para caracterizar los mecanismos celulares involucrados en las interacciones entre los
gametos humanos y sus posibles implicaciones en disfunciones de pacientes infértiles.
Actualmente en los laboratorios de fertilizacidén asistida no se cuenta con un analisis

58



predictivo de la capacidad de unién del espermatozoide a las proteinas de la ZP que se
realice como parte de los estudios de diagnédstico de infertilidad. Los primeros analisis
de unidn presentados en este trabajo de tesis representan una herramienta de analisis
en procedimientos de fertilizacion /n vitro y en analisis clinicos de infertilidad mésculina
causada por defectos en el reconocimiento y unién de gametos atribuibles al

espermatozoide.

£G4 Easis NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Conclusiones

. Se expresaron los cDNAs para las tres proteinas de ZP de ovocito humano en el

sistema de expresion por baculovirus en células Sf9. ZP1 se expresa como una
proteina de 65kDa, ZP2 como una proteina de 75kDa y ZP3 como una proteina de
55kDa.

Los anticuerpos contra ZP total de cerdo y contra ZP1 y ZP3 de conejo reconocen a
las proteinas expresadas, lo que indica que estas proteinas recombinantes humanas
comparten sitios antigénicos con proteinas nativas de otras especies.

Loa andlisis de lectinas demostraron que las proteinas recombinantes son similares a
las de la ZP nativa, pues presentan carbohidratos del tipo N-acetilglucosamina,
manosa y N-acetilgalactosamina.

Los andlisis de unién de las proteinas recombinantes a espermatozoides humanos
sugieren a las proteinas recombinantes ZP1 y ZP3 como candidatas para el
reconocimiento de receptores en la membrana del espermatozoide humano.

Es posible desarrollar un ensayo con las proteinas recombinantes para andlisis
predictivos de fertilizacion /7 vitroy en la deteccidn de defectos en el reconocimiento
y unién de gametos atribuibles al espermatozoide.

Los anticuerpos seleccionados por cada proteina recombinante localizan proteinas de
ZP en células de la granulosa y en ovocitos de ratdn, cerdo, babuino y ser humano.

Los anticuerpos seleccionados para cada una de las proteinas de ZP pueden
utilizarse como marcadores del desarrollo folicular pues localizan a cada una de las

tres proteinas en los foliculos de acuerdo a su estadio.
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Structure and Function of the Proteins
of the Mammalian Zona pellucida
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Abstract

‘he zona pellucida (2P) is the extracellular matrix that
lays important roles in sperm-egg interaction. The ZP is
:omposed of three major glycoproteins that exhibit het-
rrogeneity due to extensive post-translational modifica-
ions including glycosylation and sulfation. Because of
hese modifications the nomenclature of 2P proteins
rom different species based on electrophoretic mobili-
-es has been confusing. As the cDNAs and genes encod-
vg the different ZP proteins have been isolated and
equenced, itis now possible to relate these ZP proteins
ccording to gene families. Using the mouse ZP nomen-
lature, the ZP proteins from different mammalian spe-
ies can be classified into three protein families: ZP1,
P2, and ZP3. Although some of the structural domains
f the ZP proteins of different species are conserved
‘ithin each family, they exhibit distinct biological prop-
‘ties. In the mouse it has been established that 2P3 is
e primary sperm receptor while ZP2 has secondary
yerm receptor properties. in the pig, however, ZP1 has

FALLA DE ORIGEN

been shown to have sperm receptor activity similar to
that observed in the rabbit and nonhuman primates. Itis
of interest that the human ZP2 and ZP3 gene families are
60-70% conserved with respect to the mouse ZP amino
acid sequence, while the mouse ZP1 is only 39% con-
served with respect to human ZP1. Such differences in
protein structure and glysosylation may explain the
marked species differences in the biochemical, physico-
chemical and immunochemical properties of the ZP,
Studies have now shown that the proteins of the ZP are
expressed in a stage specific manner and that there is
increasing evidence that ZP proteins are expressed by
both granulosa cells and the oocyte and may play a role
in granulosa cell differentiation.
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The Ovary as an Immune Target
B. S. Dunbar, PhD, S. Prasad, PhD, C. Cariio, MS, and S. M. Skinner, PhDD

————bte——
The ovary does not have a distinet morphologic barrier berween the insmmune systemt and the developing
gametes. This is in contrast 10 the testis in which the junctional complexes between the Sertoli cells form the
blovd=testis barrier. 1Whereas there are nmerous factors, induding genctic ones, associared with ovarian
dysfunction, the immune factors have frequently been impheated in ovarian dysfunction. Much of our
knowledge used 1o evaluate the immune system of the ovary has come from studies o the expression of the
zona pellucida (ZP) prowins during ovarian development. hiitial studies by Dunbar and colleagues '
de d that i ization of rabbits with poreine ZP proteins (but not rabbit ZP proteins) would
result in the generation of amibodics that inhibit sperm binding 1o the ZIP and interfere with nonnal ovarian .
Sollicular development.

In contrast 1o the rabbir and primate models, impmnization of mice or rats with porcine ZP proteins does
not huwe an effect on fertility or ovarian function although fmninnization of certain stntins of nice witl mouse
ZP peprides and tmmune activaton systems s beew showen o resilt i ovarian pathology. 18 hereas immane
inflammatory reactions Jave been observed in the mouse models, no sueh immune rweactions have been
observed in rabbit, euinea pig, or nonhonan prinate models.

Subsequent observations in nondumae primates have shown that imoeization of primates with ZP
proteins expressed from cDNels codmg for the mouse and wabbit ZP2 (the mouse homologue has 60% amino
acid identity with lsunan ZP2) or the mowse ZP3 (the monse protein has 67% amine acid identity with
human ZP3) causes ovarian dysgenesis, In contrast, snmunization of primates with recombirrant rabbit ZP1
protein (the meuse homologue s 39%% amino acad identity with lunan ZP 1) does nor affect nonhsonan
primate ovarian fincrion or folheular development bue will elionr anibodies that inhibir spern binding 1o the
primate ZP. These studies have eollectively provided importane infonmation conceming the innmnologic
status of the ovary and demonserate the species variations in intee responses o different ovarian
inmowogens. (] Soc Gynecol Investig 2001;8:543-S48)  Copyright ® 2001 by the Socicty for
Gynecologic Investigation,

r—— O e

KEy wWORDS: Ovary, inmune, vocyte, zoha, granulosa.

Morphologic Barriers and the Immune
System of the Ovary .

The ovarian follicle is surrounded by a basal lamina that
separates the granuloss cell compartment of the follicle from
the theea cell layer. It is these tawo cell types that respond to
gonadotrophins to produce follicular estrogen.” To date, much
of what we have learued with respect to the immune syscem of
the ovary has been through studies to evaluate antibodies
against the ZP wath respect to infertility and contraceptive

OVARIAN DEVELOPMENT AND THE
IMMUNE SYSTEM

n the human fetus, the human ovary develops through the
differentiation and proliferation of many ditterent cell types
that are ncccssnr\' tor the growth, maturation, and protec-
tion of the oocyte.™ " Although much is known about the
hormonal regulation of cells of antral and preovulatory folli-
cles, hrdde 1s known about the eardy stages of follicular devel-
opntent in which the oocyte is reeriited from miciotic arrest

and the single liver of granulosa cells surrounding the oocyte
begins to differentiate and praliferate. Even less is known about
the functions of the immune system an the ovary.

From the Deparmnt of Mudvoulsrand Cellubit Bodoga . Baylor College of Meddivne
Hosnzen, Tesas

Supparted by the Medlon Famndation, Contracepove: Researh and lhnlnl‘""'“
Program (CONRADL i NHHCHDI23S Thi reweach I o
NICHI NIH dirsugh cooperatine agreenont UAS HD-0T95
Couperatine Cviten Progrant an Reprodis ion Research

Address cosrespondence 1o 1 1808 Dunbar, Deparmwnt of Mudesuhe and Collulr
Wiodopy . Bavdor Coligge of Modiome. One Bapdot Plae Houton, 1N 77000 Lenal
Bdustharat boon e edu

Soutety for Gynegologm Invessiganon
s

it © 2000 Iyt
Publii od by Ehester S

vaceine development. The ZP, a unique extracellular matris, is
formed carly in ovanan follicular development, and its con-
stituent proteins are syithesized and secreted soon after oocyte
recruitment. The expression of these proteins is essential for
norual follicular development.”" This matrix plays important
roles in the fertlization process and in the preimplantation
stages of embryonic development. It also serves as a protective
barner for the oocyte during ovarnan follicular development
and has been splicated as an inumune barrier to protect the
oocyte from antibodies as well as immune cells. As this matrix
1 alo known to trap or bind many proteins or other faceors,™
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Knockout mouse technology has been used over
the last decade to define the essential roles of
ovarian-expreased genes and uncover genetic In-
teractions. In particular, we have used this tech-
nology to study the fi lon of multip bers
of the transforming growth factor-g superfamily
including inhibins, activins, and growth ditferenti-
ation factor 9 (GDF-9 or Gdfg). Knockout mice tack-
ing GDF-9 are infertile due to a block in folliculo-
genesls at the primary follicle atage. In addition,
recombinant GDF-9 I itipl |

in contrast, Bmp15-'~Gdf9*’'~ female mice have
more severe fertliity defects than Bmp15~/~ fe-
males, which appear to be due to abnormalities in
ovarian folliculogenesis, cumulus cell physiology,
and fertlllzation. Thus, the dosage of intact Bmp15
and Gdf9 alleles directly influences the destiny of
the yte during follicul is and in the peri-
ovulatory period. These studies have important im-
plications for human fertility control and the main-
tenance of fertllity and normal ovaran physlology.
{Molecular Endocrinology 15: 854-866, 2001}

T
gr [ cell f i in the peri ory period
including hyaluronic acid synthesis and cumulus
expanslon. We have also cloned an cocyte-specific
homolog ot GDF-9 from mice and humans, which is
termed bone morphogenetic protein 15 (BMP-15 or
Bmp15).To define the function of BMP-15 in mice,
we generated embryonic stem cells and knockout
mice, which have a null mutation in this X-linked
gene. Male chimeric and Bmp 15 null mice are nor-
mal and fertile. In contrast to 8mp 15 null males and
Gdf9 knockout temales, Bmp?15 null fomalaes
{Bmp15-'"}) are subfertile and usually have minimat
ovarian hi hologlcal defects, but d
strate decreased ovulation and fertilization rates.
To turther decipher possible direct or indirect ge-
netic interactions between GDF-9 and BMP-15, we
have generated double mutant mice lacking one or
both alleles of these related homologs. Double ho-
mozygote females (Bmp15-/~ Gdf9~ /") display co-
cyte loss and cysts and r ble Gdfo~ '~

0888-8809.0133 00/0

Moleculw Encocrinology 15(6). B54-866
Capyrght © 2001 by Tha Endocsne Socsety
Prnlad inUSA

INTRODUCTION

Although important molecular events occur during aft
stages of mammalian ovarian follicuogenesls, few
oocyte-exprassed regulatory proteins have baen identi-
fied. Our group and others have used embryonic stem
(ES) cell technology to produce mouse models with
ovarian abnormalities ffor review, see Refs. 1 and 2).
These knockout mouse models demonstrate defects in
germ cell maintenance, proliferation, and development
[e.9. Dazla knockout mice (3)], formation of primordial
folicles [0.9. Figa knockout mice (4)}, formation of sec-
ondary follicles [e.g. Gaf? knockout mice (5)), formation
of antral follicles [e.g. FSHB knockout mice (6}, ovulation
le.g. cyclooxygenase 2 (7) and progesterone receptor
knockout mice (8)), or postovulation [e.g. Mater knockout
mica (9)). Whereas mutations in oocyte-expressed genes
{e.9. Figa, kit receptor, and Mater) resutt in intrinsic de-
fects in the oocyte or earty embryo (4, 9, 10), growth
difierentiation factor 8 (GDF-9) is the only known oocyte-
sacreted growth factor that is required for somatic cell

854
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Localization of species conserved zona pellucida antigens in
mammalian ovaries
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Chirinos’, Eric Schwoebel?, Fernando Larrea’, Bonnie Dunbar?3
‘Department of Reproductive Biology, The National tnstitute of Medical Scien
and Nutrition Salvador Zubiran. Mexico City, Mexico and 2Department
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:’Correspondence: Department of Molecular and Cellular Biology. Baytor Coll
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Abstract

The mammalian zona pellucida (ZP) consists of three glycoproteins {ZP1, ¢
and ZP3), which are variably conserved among species at the genomic

amino acid levels. In order to evaluate the expression of ZP during ova
development, a population of antibodies was selected that recognize spe:
conserved anligenic domains of the three ZP proleins. Domain spe:
antibodies were selected from sera of rabbits immunized with ali three native
ZP proleins by elution of antbodies bound to each of the three human
recombinant proteins expressed from cDNAs, using the a baculovirus expres:
system in insect cells. Immunoblol analysis was used lo characlerize

spacificity of the antibodies and immunohistochemistry was used (o evaluate
stage specific expresston of ZP proteins during ovarian follicular developmer
the mouse, baboon and human. This study demonstrales that the conser
domains of all three ZP proteins are localized in the oocyte extracellular
matrix as weli as in a subsel of granulosa celis. However, this expression d
vary among species with respecl to the stage and cell type during early stage
ovarian folicular development. These antibodies should serve as excel
markers for evaluating early stages of human ovarian folicular development

in the development of contraceptive agents.

Keywords: antibodies. bacufovirus expression. granulosa cell. oot
recombinant cONA, zona peliucida

Introduction

The zona pellucida (ZP) is the extracellular matrix that plays important role
sperm-egyg interactton during the fertilization process (Yanagamachi, 1994). "
ZP is composed of three major glycoproleins that exhibit heterogeneity due
extensive post-transiational modilications including glycosylation {Dunbar, 1€
Wassarman, 1988 Dunbar et al., 1991). Using the mouse ZP nomenclature,
ZP proteins from different mammalian species can be classified into three pro
families: ZP1, 2P2, and ZP3 (see summary of nomenciature in Table 1). Ther
considerable conservation in the structural domams, number and positior
cysleine residues and polential N-linked glycosylation sites as well as
intron/exon organization within each protein family from different species (
reviews by Dunbar et al.. 1994: Epifano and Dean. 1994; Prasad ef al., 18¢
1997, 2000; McKleskey et al., 1998).

Table 1. Comparison of the homology of ZP proteins from different species 1
human ZP proteins.®
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Antigenos de zona peliicida en el ovocito humano: su
importancia en las estrategias anticonceptivas

Cecilia Carifio,* Lorenza Diaz,* Isabel Méndez*

D de de Ja Rey

Zona pellucida antigens of human oocyte, Ifs relevance in
contraceplive strategies

ABSTRACT

”

The zona pellucida (ZP) is the flular matriv su
the mammalian oocyle. This matrix consests of three /ium/:m
called ZP1, ZP2 and ZP3. These proteins suffer several pm/m~

al

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn “Salvador Zubirdn™.

RESUMEN

La zona peliicida (ZP) es una capa de glicoprotefnas que rodea al
ovocito de los mamiferos. Esta cubjerta esta formada por tres fa-
milias de ghcoprutemus denommndns ZP1, ZP2 ¥ ZP3, que difie-
ren en sus proj i i yf debido a
modifi postrad les. Estudios llevados a cabo en el
xuton sugieren que la funcién de estas pro(e(nus se encuentra re-

conelr imiento del espermatozoide por la ZP,

ductional modificarions fo give them defferent ¢
and functional properties. In mirce bas been demonstrated the -
portant rofe of ZP3 as a recepror of sperm. In the past, reseants
in this freld was limited for the difficuley fo ger enough brological
material from different mammalian species, espectally frone b
man sources. Recently, several laboratories have exprosvead 2P ne-
combinant proteins, allowing the study of the proteins wnder
plystologre and paroplyysiologtcal conditions, giring the possr.
Gty to uttlize ZP as a contraceplive larges.

Aey words. Zona pollucida. immunocontraception. Ooevte.

GENERALIDADES

El proceso de fecundacién en mamiferos compren-
de varios sucesos en los cuales la zona peltcida (ZP)
que rodea al ovocito, tiene un papel fundamental.
Cualquier defecto en la capacidad del espermatozoi-
de de penetrar esta matriz extracelular, conduce a la
infecundidad. La ZP se forma alrededor del ovocito
de los mamiferos durante los estadios iniciales de la
ovogénesis (foliculo primario y secundario), y tiene
un aspecto fibrinogranular, Sin embargo, a pesur de
su aspecto complejo, la ZP estid compuesta de sdlo
tres tipos de glicoproteinas agrupadas en tres fami-
lias, que se han denominado como ZP1, ZP2 y ZP3
tCuadro 1). Cada familia consiste de protefnas con cf

confiriéndole muy probablemente la connotacién de receptores.
Esta observacién ha permitido que varios laboratorios hayan ini-
ciado la produccién y obtencién de las protefnas de la ZP, permi-
tiendo la exploracién de su papel en procesos fisiologicos y clini-
cos, y ha abierto la posibilidad de utilizarlas en el desarrollo de
un método inmunoldgico anticonceptive. En la actualidad la po-
sibilidnd de obtener anticuerpos especificos contra los constitu-
yentes proteinicos de la ZP representa una estrategia novedosa
para el contrel de la fertilidad en e} humana.

Palabras clave, Zona peli Inmunoanti epeion. Ovocito.

mismo esqueleto polipeptidico, aunque diferente pa-
trén de glicosilacién, lo que es resultado de modifica-
ciones postraduccionales.}®17.6% Sin embargo, entre
las familias de diferentes especies se puede encon-
trar un alto grado de homologia que va desde 50 a
98%.30 Estas tres familias de protefnas representan
el 95% de la masa total de la ZP. En las proteinas de
cada familia se han identificado dominios estructu-
rales semejantes. Los dominios comunes a las tres
familias de proteinas son: un médulo ZP o dominio
hidrofébico de 260 aminodcidos y ocho residuos de
cisteina que probablemente determinan la estructu-
ra tridimensional,® un dominio transmembranal hj-
drofébico localizado en ¢l extremo carboxilo termi-
nal, y una sehal de procesamiento proteolitico que se
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