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RESUMEN

c-Kit, es un receptor con actividad de tirosin cinasa importante durante
el desarrollo de la linea germinal. Existe una versién truncada denominada tr-
kit que se expresa en las espermdtidas haploides y el espermatozoide
maduro que es capaz de inducir la activacién de los dvulos mediante la vig de
PLCy-1. En el presente trabajo inducimos la expresién ectdpica de la versién
mutada de Kit, Kit°®'*, durante el desarrollo de la linea germinal. La
expresion in vivo de esta mutante en las espermdtidas produjo la
malformaciones en el espermatozoide, causando en los casos mas severos la
esterilidad. Andlisis ultraestructurales en las espermdtidas condensantes de
ratones transgénicos presentaron la deslocalizacién del manchette,
estructura esencial durante los estadios de elongacién de la espermiogénesis.
Ademds observamos un incremento en la fosforilacién de PLCy-1 en las células
espermatogénicas. Observamos también que la activacién de PLCy-1 en el
ratén silvestre se observa en las espermdtidas condensantes, en los estadios
de la espermiogénesis donde se expresa tr-kit. Nosotros proponemos que las
alteraciones provocadas por la expresidn ectdpica de Kit®®* en lg actividad
de PLCy-1 estdn relacionadas con las malformaciones que observamos durante
la espermiogénesis. Nuestras observaciones sugieren que la actividad de

PLCy-1 esta involucrada en la formacién del espermatozoide.




ABSTRACT

Kit is @ receptor tyrosine kinase that plays a fundamental role
during the development of germ cells. Additionally, a truncated product, tr-
kit, expressed in haploid spermatids and mature spermatozoa can induce
parthenogenetic activation when microinjected into mouse eggs, though the
activation of PLCy-1. In this work, we induced ectopic expression of a
mutated Kit protein, Kit®>*'*" during germ cell development. The in vivo
expression of this mutant in spermatids produced malformations in mature

spermatozoa, an in the most severe cases, sterility. Ultrastuctural analysis
indicated that condensing spermatids in the transgenic mouse presented
a mislocalization of the manchette; a structure that has a crucial role
during the enlongation steps of spermiogenesis. This morphogenetic
phenotype was accompanied by an increased phospharylation of PLCy-1
in spermatogenic cells. Interestingly, we also found that, in wild type
testis, PLCy-1 is specifically phosphorylated in condensing spermatids,
coincident with the timing of expression of tr-kit in spermiogenesis,
We propose that alterations of PLCy-1 activity artificially promoted by
ectopic Kit"** expression are related to the abnormalities of

spermiogenesis. Our observations suggest that PLCy-1 activity could be

involved in the shaping of spermatozoa.
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INTRODUCCION

Los organismos multicelulares se generan a través de procesos lentos
que se denominan desarrollo. El desarrollo de organismos multicelulares
comienza a partir de una sola célula, el cocito fecundado o cigoto, el cual se
divide mitéticamente para producir todas las células del cuerpo. El estudio
del desarrolio se ha denominado tradicionalmente embriologia, sin embargo
esto solo se refiere al desarrollo del embrién, que es el organismo que se
desarrolla después de la fertilizacién hasta el hacimiento, pero el desarrollo
no para en el momento del nacimiento, o en el estado adulto ya que la mayoria
de los organismos se siguen desarrollando ¥ nunca paran de cambiar. Por lo

tanto se ha denominado Biologia del Desarrollo a la rama de la Biologia que

- estudia la embriologia y demds procesos del desarrollo.

La vida de un organismo comienza al fusionarse el material genético del
espermatozoide y el huevo, A esta fusién se denomina fertilizacién y estimula
que el cigoto se deserrolle. De manera inmediata después de la fertilizacién la
divisién celular comienza, generando células mds pequefias que se denominan
blastémeros. Posteriormente estos blastémeros sufren cambios dramdticos
haciendo que cambie la posicién relativa de unos con respecto a otros, a este
arreglo se le denomina gastrulacién. Como resultado del proceso de
gastrulacion se generan las capas germinales que son: el ectodermo,
mesodermo y endodermo (Gilbert, 2003). Una vez establecidas las capas
germinales, las células interaccionan unas con otras para producir tejidos y

6rganos, a este proceso se le denomina organogénesis. La separacién de las




células somdticas de las células germinales es en muchos organismos el primer
proceso de diferenciacidn que ocurre en el desarrollo. La células germinales
migran hacia las génadas en desarrollo donde se diferencian a gametos. A
este proceso se denomina gametogenesis que no se completa hasta que el
organismo es maduro fisicamente. En la madurez, los gametos pueden ser

liberados y participar en el proceso de fertilizacidn para la generacién de un

nuevo individuo (Gilbert, 2003).

Ratén como modelo en la biologia del desarrollo.

El desarrollo cumple con dos funciones principalmente: generar
diversidad celular y orden en cada generacién; y asegurar la continuidad de
vida entre una generacidén y la siguiente. Por lo tanto existen principalmente

dos preguntas fundamentales en Biologia del Desarrollo: ¢Cémo el huevo

fertilizado da origen a un organismo adulto, y como este a su vez es capaz de

producir otro organismo? Cada especie ha desarrollado diferentes
estrategias para llevar esto a cabo, sin embargo se observan algunas
generalidades en donde diferentes procesos como son la diferenciacién, que

se refiere a la generacién de la diversidad celular; la morfogénesis, que se

‘refiere a la generacién de orden dentro de las diferentes estructuras y el

organismo; el crecimiento y la reproduccién se dan de una manera ordenada Y
coordinada en cada organismo. Asi se han seleccionado diferentes modelos
para el estudio de la biologia del desarrollo cada uno con diferentes ventajds
que los hacen buenos modelos para responder diferentes preguntas de esta
disciplina. Dentro de estos modelos se encuentra la mosca de la fruta

Drosophila melanogaster, al nemdtodo Caenorhabditis elegans, modelos de



vertebrados son Xenopus laevis, el pollo, el pez cebra Danio rerio y al ratén
(Gilbert, 2003). El progreso del andlisis genético en el desarrollo del
mamiferos no ha sido tan rdpido como en Drosophila o Caenohabditis debido
al tamafio del genoma, el tiempo en que tardan en desarrollarse cada
generacién y debido a que los embriones del mamifero también se desarrolian
mas lentamente. De manera adicional los embriones de ratén son mas dificiles
de manipular experimentalmente al compararlos con embriones de Xenopus, el
de pollo o del pez cebra, ya que se encuentran adaptados a crecer dentro de
la madre. A pesar de estas desventajas experimentales, el uso del ratdn como
modelo del desarrollo es el dnico que nos permite estudiar el control del
crecimiento y la diferenciacién del embrién de mamiferos, Ya que nos permite
extrapolar de una manera mas directa el desarrollo del ser humano utilizando
un modelo mas sencillo. Es un modelo que permite evaluar el como mutaciones
Y quimicos pueden producir malformaciones, defectos congénitos, canceres
infantiles y el estudio para animales de interés en la agricultura (Hogan y col.,
1994)

El estudio del desarrollo de los mamiferos comenzs en el inicio'de los
aflos 1900's, desde entonces el ratén se ha utilizado como modelo
experimental por lo cual se ha acumulado mayor informacién genética que en
hingdn otro vertebrado, incluyendo al humano. La secuenciacién de todo el
genoma se ha realizado desde 1999, los resultados de andlisis comparativos
han mostrado que existe una alta conservacién entre el genoma del humano y
del ratén. También se han localizado diferentes marcadores en los 20

cromosomas a una distancia cada uno de 0.35¢cM, y estos datos incrementan



rdpidamente debido a los esfuerzos hechos por programas encargados de
hacer mutagénesis de insercién a pequefia escala y los trabajos hechos de
mapeo. Andlisis realizados en regiones del genoma del ratén han dotado de
diferentes mutaciones deleciones y arreglos cromosémicos. Mas adn se han
generado diferentes bibliotecas que permiten el andlisis de regiones amplias
de ADN. Ademds de todas las estrategias genéticas disponibles se han
desarrollado diferentes técnicas de biologia molecular que se han adaptado al
estudio del desarrollo del ratén como son la hibidizacién in situ y RT-PCR que
permiten evaluar los patrones de expresién de manera espacial y temporal en
los diferentes estadios del desarrollo. Con la finalidad de estudiar el destino
celular se han identificado diferentes marcadores especificos de distintos
linajes celulares. Ademds la razén mas importante para estudiar el desarrollo
genético en ratdn es sin lugar a dudas, la capacidad de manipular su genoma
de diversas maneras, como por ejemplo la facilidad el inyectar ADN en el
pro-niicleo del cigoto, o mediante la infeccién con retro-virus: o la generaciéh
de mutaciones a genes especificos mediante la recombinacign homdloga en
células embrionarias pluripotenciales (Hogan y ¢ol., 1994). Mas adn al haberse
desarrollado metodologias que incluyen al sistema de la recombinasa de Cre,

se puede escindir o invertir segmentos de ADN flanqueados por las |

- secuencias loxP o crear recombinacién intramolecular entre diferentes

regiones de ADN. Al combinarse estas metodologias, se pueden crear
cualquier modificacién deseada en el genoma del ratén, desde introducir
mutaciones puntuales o aberraciones cromosémicas sitio especificas. Ademds

4

utilizando la actividad de la recombinasa de Cre como un modulador de la




activacién o inactivacién de genes de interés generando transgénicos o

knock-out condicionales lo que permitie estudiar el efecto de cualquier gen en

el espacio y tiempo deseado (Nagy, 2000).

Origen y desarrollo de las células germinales primordiales.

Las células germinales primordiales (CGP) se observan por primera vez
como una poblacidn distintiva en el ratén a los 7 dias post coitum (d pc)y se
localizan en el mesodermo extraembrionario (Ginsburg y col 1990). En este

momento aproximadamente se pueden aproximadamente 50 células

~ germinales que son positivas para la tincidn con fosfatasa alcalina. Si esta

drea es removida, el embridn en desarrollo no tiene células germinales,
mientras que la regidn removida es capaz de originar un gran nimero de
células germinales primordiales. Los precursores de las células germinales en
el mesodermo extraembrionario migran hacia el embridn, primero hacia el
mesodermo del surco primitivo y después hacia el endodermo a través del
alantoides. Después de agruparse en el alantoides en el dia 7.5 las CGP
migran al saco vitelino. En este momento ya se dividen en dos poblaciones que
migraran ya sea a la cresta genital derecha o a la izquierda. Las C6P se
mueven de manhera caudal del saco vitelino al recientemente formado epitelio
del intestino (Ginsburg y col. 1990). Posteriormente, las CGP dejan el
intestino y atraviesan el mesenterio dorsal para liegar a las crestas genitales.
El movimiento de las C6P del intestine hacia las génadas es activo,
probablemente debido a la asociacién de las CGP a diferentes componentes

del substrato o a sefiales quimio-atrayentes lo que asegura que la mayoria de




las células lleguen a las crestas genitales. A los 11d pc las primeras células
germinales colonizan las crestas genitales (Figura 1). Durante este proceso
migratorio las células proliferan activamente de una poblacién inicial de
aproximadamente 50 células para formar una poblacién de entre 2500 a 5000

células presentes en una génada para el dia 12 (De Felici , 2000).
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Figura 1 Desarrollo de las células germinales en ratén

Meiosis

Una vez en las génadas las células germinales contindan dividiéndose

mitéticamente, produciendo millones de gametos. Posteriormente las CGP

- reducen su nimero de cromosomas mediante la meiosis. Después de la dltima

divisidn mitética, un periodo de sintesis de ADN ocurre, por lo cual las células

que comienzan la meiosis tienen el doble de la cantidad normal de ADN. En




este estadio, cada cromosoma esta constituido por dos cromdtidas hermanas
unidas a uh centrémero. La meiosis consta de dos divisiones celulares, en la
primera division, los cromosomas homélogos se unen Y posteriormente se
separan en células diferentes. Por lo cual en la primera divisién meidtica se
separan cromosomas homélogos en dos células hijas cada una con una copia de
cada cromosoma. Pero cada cromosoma ya se encuentra duplicado. En la
segunda divisién meidtica se separan las dos cromdtidas hermanas, por lo que

al final de la meiosis las cuatro células haploides tienen una copia de cada

cromosoma (Gilbert2003).

Membrana
Nuclear Cromatina
nuicleo

Cromosomas Cromatidas
homdlogos homélogas

Interfase Profase | Profase 1 Profase | Metafase |
Temprana Media Tardia

Anafase | Telofase I Metafase I Anafase I1 Telofasell

Figura 2 Fases de la meiosis

La primera divisién meiética comienza con una profase alargada que se

subdivide en cuatro partes. Durante el estadio de leptoteno las cromatidas se

~alargan. En la etapa de cigoteno los cromosomas homélogos se aparean

durante un proceso denominado sinapsis, caracteristico de la meiosis. Durante
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el siguiente estadio de la profase meiotica las cromatidas se engrosan y
acortan por lo cual este periodo se le denomina paquiteno. Las cromdtidas
individuales se pueden distinguir en este estadio fdcilmente bajo el
microscopio y el entrecruzamiento entre las cromatidas puede ocurrir en este
momento representando el intercambio de material genético. Este
entrecruzamiento continua durante la siguiente fase que se denomina
diploteno, en este momento el complejo sinaptonémico se disocia y los
cromosomas homélogos se separan. Sin embargo se mantienen unidos en los
sitos donde esta ocurriendo el entrecruzamiento que se conoce como
quiasmata. El estadio de diploteno se caracteriza por que la transcripcién se
encuentra muy activa. En el siguiente estadio o diacinesis los centrémeros se
alejan entre si y los cromosomas se mantienen unidos dnicamente en las

puntas de las cromdtidas (Figura 3). En este (ltimo estadio la profase de la

-meiosis concluye con el rompimiento de la membrana nuclear y la migracién de

“los cromosomas a la placa de la metafase (Gilbert2003).

Leptoteno Paquiteno

Interfase Sigoteno Diploteno seguido de
Diacinesis

Figura 3 Fases de la profase en la division meiotica T

Durante la anafase-I, los cromosomas homélogos, se separan uro del

otro, este estadio da origen a la telofase-I, generdndose las dos células

11




hermanas cada una con una parte del cromosoma homdlogo. Después de la
intercinesis, una segunda divisién meiética ocurre. Durante esta divisidn, el

centréomero de cada cromosoma se divide durante la anafase -IT dando como

resultado cuatro células haploides.

Ovogénesis

Al llegar las células germinales al ovario en desarrollo, dejan de
proliferar, pierden su capacidad migratoria y entran a la meidsis,
deteniéndose en la profase de la primera divisién meiética. Cinco dias después
del nacimiento, los oocitos se encuentran detenidos en la profase de la
primera divisién meiética y cada oocito se encuentra rodeado de células
foliculares formando un foliculo. Seis semanas después del nacimiento, las
hembras alcanzan la madurez sexual Y en cada uno de los ovarios contienen
aproximadamente 1X10* foliculos en diferente estado de maduracién. En un

ciclo hormal, solo algunos foliculos responden a un aumento en las

-concentraciones de la hormona foliculo estimulante. Asi, las células

foliculares estimuladas rompen contacto con el oocito y los foliculos

estimulados se mueven hacia la periferia del ovario. La ovulacién ocurre en

respuesta a los niveles de la hormona luteinizante (HL), causando que el
nicleo del oocito madure perdiendo su membrana y los cromosomas se
ensamblen en el huso mitético moviéndose hacia la periferia de la célula,
donde la primera divisién meiética ocurre. Un grupo de cromosomas
homédlogos rodeados de citoplasma es expulsado como el primer cuerpo polar

mientras que el otro grupo de cromosomas se mantiene en la segunda

12




metafase. Es en este estado de detencién meidtica como se liberan los ovulos

y la meiosis no se resume hasta que el ovulo es fecundado (Hogan, 1994).

Foliculo i
Foliculo Formacién atresico  Foliculo |
primario Antrum j en maduracion

\, Foliculo /  Foliculo

rr?duro

Ruptura
de Foliculo

Corpys™ %
albicans

Corpus ulsg
maduro

joven

. Figura 4 Ovogénesis
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Espermatogénesis

Por otra parte cuando las células germinales llegan al testiculo en
desarrollo dejan de migrar incorpordndose a los cordones sexuales, pero
contindan proliferando hasta los 14 d pc deteniéndose en mitosis.
Posteriormente, entre los 3 y 7 dias después del nacimiento, los cordones
sexuales se diferencian formando a los tibulos seminiferos y el epitelio de
los cordones sexuales diferencia para dar origen a las células de Sertoli. Las
células espermatogénicas se unen a las células de Sertoli mediante N-
cadherinas y moléculas de galactosiltransferasas en las células germinales
que se unen a su receptor en las células de Sertoli. Las células de Sertoli
nutreny protegen a las células espermatogénicas durante el proceso de
diferenciacion de las espermatogonias hasta la formacidn del
espermatozoide. Las CGP se dividen para dar origen a las espermatogonias Al,
estas células son mas pequefias que las CGP y se caracterizan por tener un
nicleo ovoide que contiene la cromatina asociada a la membrana nuclear. Las
espermatogonias Al se localizan en la membrana basal que rodea a los

cordones sexuales. En el animal maduro sexualmente cada espermatogonia Al

es capaz de dividirse para regenerarse y producir un nuevo tipo celular

denominado espermatogonia A2. A su vez las espermatogonias A2 son
precursores de las espermatogonias A3 que a su vez son precursoras de las

espermatogonias A4, Las espermatogonias A4 tienen diferentes destinos que

son: formar nuevas espermatogonias A4; morir por el proceso de apoptiésis; o

diferenciarse para producir las primeras espermatogonias intermedias

comprometidas a diferenciarse en espermatozoides. Las espermatogonias
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intermedias se dividen una vez dando origen a las espermatogonias B. Las
espermatogonias B son las (itimas células capaces de dividirse mitoticamente
Y se encuentran localizadas en la membrana basal de los tiibulos seminiferos.
Son un poblacién de transicién ya que pueden dividirse o diferenciar a
espermatocitos primarios, comenzando la meiosis en este estadio. Durante la
divisién mitética la citocinesis no es completa manteniendo a las
espermatogonias unidas por puentes citopldsmicos formando un sinsicio. Las
siguientes divisiones producen clones de células que maduran de manera
sincrénica. Los productos de la primera meiosis se denominan espermatocitos
secundarios y en la sequnda divisién meiética se producen las espermdtidas
unidas a su vez por puentes citopldsmicos. Las espermdtidas conectadas de
esta manera a pesar de ser haploides tienen la caracteristica de ser
funcionalmente diploides. Durante las divisiones a partir de las
espermatogoniasAl hasta las espérmatidas, las células se mueven alejdndose
de la membrana basal de los tdbulos seminiferos y acercdndose al lumen, por
lo que cada tipo celular se puede localizar en una capa particular del tibulo.
Asi las espermdtidas se encuentran localizadas en el borde del lumen donde

pierden las conexiones citopldsmicas al diferenciarse a espermatozoides

(Krestser 1994),
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Figura 5 Espermatogénesis

Durante el desarrollo del testiculo del ratén hay una diferencia en la

nacimiento en el ratdn, los tdbulos se encuentran constituidos de un 73% de

células de Sertoli y un 27% de espermatogonias A y B; posteriormente a los

proporcidn y constitucidn de los tipos celulares. Asi a los 8 dias después del

10 dias después del nacimiento comienza la meiosis Y se observan los primeros

observar espermatocitos en cigoteno y a los 14 dias espermatocitos en
paquiteno, a los 18 dias se encuentran los primeros espermatocitos

secundarios y comienza la espermiogénesis, mientras que para los 84 dias

espermatocitos en preleptoteno y leptoteno; para los 12 dias se pueden
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después del nacimiento la mayor proporcién de células espermatogénicas

(71%) son espermdtidas en desarrollo (Bellvé y col., 1993),

Tipo Celular Dias después del nacimiento
8 10 12 14 16 18 20 84
Espermatogonia A 17 7 7 6 9 3 4 1
Espermatogonia B 10 11 8 6 3 7 6 3
Espermatocito — 15 11 9 5 10 7 2
preleptotenc
Espermatocito leptoteno | 15 12 13 5 5 9 2
Espermatocito cigototeno | o 23 14 7 8 8 2
Espermatocito paquiteno | __ __ _ 15 27 36 33 15
Espermatocito o _ o _ _ 1 1 1
secundario
Espermatidas o _ . . . 1 4 31
(1-8)
Espermatidas _ _ _ _ — _ - 40
(12-16)
Células de Sertoli 73 52 39 37 39 29 28 3

. +
. '

Tabla 1 Porcentaje de células espermatogénicas en el testiculo durante el desarrollo
del ratén

Las espermdtidas haploides son células redondas sin flagelo que no se
parecen a un espermatozoide maduro. El siguiente proceso de diferenciacién

de las espermdtidas a espermatozoide se denomina espermiogénesis. Este es

“un proceso continuo desde la formacién de las espermdtidas hasta la

liberacién del espermatozoide; sin embargo puede dividirse por las
carcteristicas morfologicas de las espermdtidas en diferentes fases, de una
manera general se dividen en espermdtidas redondas y elongadas,

refieriendose a la apariencia general de las espermdtidas; sin embargo

“Clermont y col (1993)hicieron un clasificacién mas detallada de la

espermiogénesis en mamiferos en donde la espermiogénesis se divide en

cuarto fases principales que son: la de Golgi, la de capuchdn, del acrosoma y
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la fase de maduracién, cada una se subdivide en base a las caracteristicas del
nicleo y el desarrollo de! sistema acrosémico. Segln la morfologia de las
espermdtidas se han definido 16 estadios en el ratdn (Figura 6) Durante los
primeros cuatro pasos de la espermiogénesis o fase de Golgi, a partir del
aparto de Golgi se originan los grdnulos pro-acrosomicos que se fusionan
posteriormente para dar origen a a un granulo acrosémico que se asocia con el
nicleo. Durante los estadios 5 a 7 que corresponden a la fase de capucha o
capuchén el aparato de Golgi contribuye a la formacién del acrosoma yaal
capuchdn de la cabeza del espermatozoide, en estos estadios también es
posible de observar a los centriolos, el axonema en desarrollo, el cuerpo
cromatoide y a las mitocondrias. De los estadios 8 a 14 se lleva a cabo la fase
acrosémica, las espermatidas sse polarizan, el nicleo se alarga (espermatidas
elongantes) tomando la carcteristica en forma de hoz y el citoplasma se
retrae hacia el otro extremo donde formando una gota o lobulo alrededor del
flagelo que se esta formando en este momento. E! aparato de Golgi se separa
del sistema acrosémico, el cual sufre cambios dramdticos en la superficie del

nicleo. El manchette esta presente en estos estadios. Durante los dltimos

-estadios (15 y 16) o fase de maduracién el manchette desaparece y las

mitocondrias migran a lo largo del flagelo. El nicleo cubierto por sistema

acrosémico completa los cambios morfoldgicos . El sistema acrosémico se

condensa y se localiza en la regién lateral del ndcleo. El resto del citoplasma

se mueve de manera apical y se separa de las espermatidas en el estadio 16

- dando origen al cuerpo residual (Figura 6).
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Figura 6 Esquema en donde se muestran los diferentes estadios de la

espermiogénesis.

Las diferentes células espermatogénicas en el tibulo seminifero se

encuentran altamente organizadas. Esta caracteristica se hace evidente al

diferentes estadios de desarrollo forman colecciones identificables

tefir el acrosoma y el niicleo en cortes finos de testiculos. Asf las células en

denominadas como asociaciones o estadios. Estos estadios a su vez forman un

ciclo espermatogénico que es especifico de cada especie, en el ratén se

identifican 12 estadios de asociaciones celulares (Russell y col 1990).
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Figura 7 Diagrama del ciclo espermatogénico del ratén.

Estructura de los gametos

-El évulo

El material necesario para que comience el desarrollo Yy crecimiento
debe encontrarse almacenado en el huevo maduro (Svulo). Ei huevo en

desarrollo u oocito sintetiza o absorve protefnas que le servirdn de

-reserva al embrién ademds de ARN y factores morfogenéticos.

Rodeando al citoplasma se encuentra la membrana plasmdtica que requla

el flujo de iones durante el proceso de fertilizacién y es capaz de

fusionarse con la membrana plasmdtica del espermatozoide. Alrededor

de la membrana plasmdtica se encuentra la zona peldcida, esencial para

el reconocimiento del espermatozoide. El évulo se encuentra rodeado de
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las células del cumulus que representan a las células foliculares que
estuvieron nutriendo al oocito . El espermatozoide debe atravesar estas
capas para poder fertilizar al huevo. Debajo de la membrana plasmdtica
se encuentra al cértex o corteza, cuya caracteristica es que el citoplasma
en esta region es mas rigido ya que contiene altas concentraciones de
actina. Durante la fertilizacién estas moléculas de actina se polimerizan
formando microfilamentos necesarios para las primeras divisiones
celulares. También en la corteza se encuentran los grdnulos corticales,
organelos derivados del aparto de Golgi, que contienen enzimas
proteoliticas, mucopolisacdridos, glicoproteinas y hialina. Las enzimas y los
mucopolisacdrides tienen la funcién de prevenir la entrada de otro
espermatozoide, mientras que la hialina y las glicoproteinas rodean
después de la fertilizacién al cigoto ddndole soporte para las primeras
divisiones de los blastémeros.

-El espermatozoide.

El espermatozoide esta compuesto de cabeza y cola. La cabeza tiene
cuafro componentes que son: un nidcleo haploide condensado, la teca
perinuclear, que esta compuesta a su vez de dos regiones, la regién
subacrosomal o perforatium y la ldmina densa postacrosomal, el tercer
componente es el sistema acrosémico que consta del acrosoma propiamente
y la cubierta de la cabeza y finalmente la membrana plasmdtica que se
adhiere a la cabeza del espermatozoide con una pequefia porcién de
citoplasma entere la membrana nuclear y la membrana del acrosoma
(Figura 8). La cabeza de los essermatozoides varia en apariencia

dependiendo de la especie, en los ratones tiene una forma alargada, curva
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Yy puntiaguda. La cola del espermatozoide esta constituida de cuarto
regiones distintivas, la pieza de conexién o cuello, la parte media | Ia parte
principal y la parte final (Figura 8).La parte de conexién es un segmento
corto compuesto de material electrodenso y en algunas ocasiones contiene
el remanente de los centriolos, esta compuesto de un capitulumyy el collar
estriado . El capitulum contintia de manera distal con el collar estriado que
a su vez continua con las fibras electrodensas en la unién con la pieza
media. La pieza media incluye al axonema compuesto de microttbulos en un
arreglo de nueve dobletes rodeando dos microtiibulos centrales sencillos:
nueve grupos de fibras electrodensas con forma de gota orientadas con los
hueve dobletes de microtibulos y las mitocondrias alargadas con una capa
delgada de citoplasma delimitada por la membrana plasmdtica. La pieza
principal incluye al axonema y siete fibras electrodensas orientadas hacia
los microtdbulos 1,2,3,5,6,7 las fibras electrodensas correspondientes a
los microtdbulos 3 y 9 son sustituidas por la Idmina fibrosa . La ldmina
fibrosa esta constituida por columnas longitudinales y transversales. En la
superficie de la lémina fibrosa hay una capa delgada de citoplasma
delimitada por la membrana plasmdtica. La pieza final esta compuesta de
los elementos del axonema que se encuentran desorganizados; una pequefia

porcién de citoplasma y la membrana plasmdtica (Eddy y O'Brien 1994).
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Figura 8 Caracteristicas generales del espermatozoide de ratén,

La diferenciacién a partir de las espermdtidas hasta la formacién del
espermatozoide involucra diferentes procesos como son la condensacidn
del nicleo, la formacién del acrosoma y del flagelo. La primera evidencia
morfoldgica de la condensacién de fa cromatina se observa en los estadios
4-8 con pequefios grupos electrodensos de cromatina. Posteriormente, en
los estadios 9y 10 se forman filamentos de cromatina en el estadio que de
manera progresiva se engrosan y agregan para formar masas granulares. La
condensacién de la cromatina comienza en la punta apical del nicieo
elongado, debajo del drea ocupada por el sistema acrosémico y progresa
de manera caudal. Los grupos de cromatina granuldda se unen de manera
gradual hasta que en el estadio 11 y para los estadios 12 -14, la cromatina
forma una masa sélida con pequefias cavidades que posteriormente

desaparecen en los estadio 15 tardio y 16 , o hastaq el espermatozoide
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(Clermont y col., 1993). La cordensacién de la cromatina se encuentra
acompafiada por la modificacién de niicleo-proteinas. Primero se cambian
las histonas especificas de testiculo por proteinas especificas de las
espermdtidas. Este cambio ocurre de manera gradual durante el periodo de
elongacion y la condensacién de la cromatina. Posteriormente involucra que
se reemplacen estas proteinas por proteinas bdsicas de los
espermatozoides, ¢ protaminas (Meistrich y col., 2003),

En la cabeza del espermatozoide se encuentra ademds del nicleo, la
teca perinuclear la cual esta conformada por una capa de material
citopldsmico que se encuentra presente alrededor del nicleo. Esta capa
tiene dos regiones distintas, la regién subacrosomal y la hoja
postacrosomal (Figura 9). La regidn subacrosomal adquiere la apariencia
puntiaguda que se acopla a la extremidad del nicleo. La regién
postacrosmal comienza cuando el sistema acrosémico termina y cubre la
regién caudal del niicleo. La formacién de las regiones subacrosomal y
postacrosomal se originan en diferentes estadios durante la
espermiogénesis La regién postacrosomal aparece primero y se ensambla
como dos ldminas una de ellas a lo largo de la membrana plasmética, la capa
externa mienfras que la capa interna se deposita a largo de la membrana
nuclear al principio del estadio 11 hasta el 14 los estadios. La regién
subacrosomal se condensa en el estadio 16 a partir de material de baja

densidad que se acumula en el espacio subacrosomal en espermdtidas (Eddy
y O'Brien 1994),

24




Acrosoma

Regién subacrosomal
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Figura 9 Dominios en la cabeza del espermatozoide.

Durante la formacién del acrosoma en la espermiogénesis el aparato
de Golgi tiene varios cambios. En los primeros estadios de la
espermiogénesis los componentes saculares del Golgi son pequefios y la
regidn intersecular predominan formando los grdnulos proacrosémicos. En
estadios posteriores el Golgi muestra una gran cantidad de regiones
saculares y en menor cantidad regiones infrasaculares, dando origen al
sistema acrosémico. El sistema acrosémico es un organelo apilado de
manera cercana ¢ la superficie del nicleo de las espermdtidas y del
espermatozoide. Tiene diferentes regiones estructurales, el acrosoma y
capuchén de la cabeza. El contenido del sistema acrosémico es rico en
glicoproteinas y esta compuesto de enzimas hidroliticas incluyendo
fosfatasas dcidas. Durante la espermiogénesis se encuentran tres periodos
distintos, el primero es la formacién de grdnulos proacrosémicos que se
encuentran unidos a la membrana nuclear y muestran un centro
electrodenso y un corteza mas ligero. Posteriormente los grdnulos
proacrosémicos se fusionan para dar origen a un solo grdnule alargado, que

establece un relacién cercana con la membrana nuclear, Finalmente el
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grdnulo acrosdmico se alarga al recibir glicoproteinas del aparto de Golgi
mediante la fragmentacidn del trans Golgi a vesiculas y tdbulos
acompafiados por la fusidn con la membrana acrosomal externa, dando como
resultado que el sistema acrosémico se alargue y achate sobre la
superficie del ndcleo. Durante la formacién del acrosoma los centriolos
migran hacia el niicleo jalando la membrana plasmética hacia ellos, al mismo
tiempo, a partir de uno de los dos centriolos comienza con la formacidn del
axonema El axonema se larga mediante la agregacién de a y b tubulina en
las regiones distales de los microtbulos. El crecimiento total del axonema
se completa cuando se termina la formacién del acrosoma. Otra estructura
que caracteriza a las espermdtidas durante la formacién del acrosoma es
el manchette que se observa durante la espermiogenesis en las
espermatidas 8 hasta las espermdtidas 14. Esta estructura se extiende
Justamente debajo del sistema acrosémico, tiene una estructura achatada,
fruncada y cénica, insertdndose en una estructura en forma de anillo que
rodea al niicleo y se encuentra asociada con la membrana plasmdtica. El
manchette esta compuesto de varios microtdbulos que corren de manera
paralela unidos por puentes filamentosos y tienen la funcién de servir como
corsé promoviendo que se elimine el exceso de citoplasma. Posteriormente
los microtdbulos se disocian debido a la depolimerizacién de la tubulina y
no se observa ningin remanente del manchette en las espermdtidas tardias

o en el espermatozoide ( Clermont y col., 1993).

Mutaciones White spotting y Steel

El estudio de algunas mutantes de ratén ha permitido identificar genes

involucrados en el desarrollo de la linea germinal. Dentro de estas mutantes se
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encuentran White Spotting (W )y Steel (S) (Besmer y col., 1993: Mclaren
A. 1992), que codifican para c-kity steel respectivamente. A pesar de que
ambos genes se expresan en una gran variedad de tipos celulares en el animal
adulto, mutaciones nulas en los genes Wy S/, solamente causan efectos en la
hematopoiesis, melanogénesis y en las células germinales primordiales (CGP)
(Besmer y col. 1993), por lo que es posible que estas mutantes refiejen
solamente algunas de las mdltiples funciones de dichos genes. Por otra parte
alelos débiles de mutaciones en Wo S/ muestran defectos parciales en los
diferentes blancos celulares y permiten observar funciones posteriores en el
desarrollo; tal es el caso de las mutantes 57" donde se observa que la
espermatogénesis se encuentra alterada mientras que la oogenesis es normal
(Peters y col., 1987), a diferencia de mutaciones como son spande sfft y SF" en
donde la fertilidad en hembras esta afectada mientras que !os machos son
completamente fértiles (Huang, y col., 1993; Kuroda y col., 1988; Beechey y
Searle, 1983).
El receptor c-Kit se expresa en las CGP durante el desarrollo del

ratén desde los 7.5dpc durante la fase de la migracién y proliferacién

hasta los 13 d pc. En hembras, c-Kit se vuelve a expresar 5 dias después

del nacimiento y se acumula en los oocitos durante el desarrollo tardio del
foliculo. En los machos, se expresa desde los 7 dias del nacimiento en las
espermatogonias Al y posteriormente se expresa en el animal adulto en las
espermatogonias A, espermatogonias B y en espermatocitos primarios.
Existe una versién truncada de Kit (tr-kit) que corresponde a la porcién de
fosfotransferasa en el domino catalitico del carboxilo terminal, la cual se
acumula en la espermdtidas y en el espermatozoide maduro (Sette y-col.,

1997). Durante el desarrollo de la linea germinal, steel se expresa en el
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intestino, y en las células somdticas de la génada. En el animal adulto, se
expresa en las células foliculares de hembras mientras que en los machos,
se expresa en las células de Sertoli, que se encuentran rodeando a las

células espermatogénicas en los tibulos seminiferos (Besmer 1991).

Estructura y vias de traduccidn de c-Kit

c-kit codifica para un receptor transmembranal de aproximadamente
145-kDa que pertenece a la subfamilia del receptor al factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR). Tiene tres regiones: una regién extracelular,
que tiene cinco dominios tipo inmunoglobulina (Figura 10). Los primeros tres
dominios son necesarios para el reconocimiento del ligando, mientras que el
cuarto se requiere para la dimerizacién del receptor; una regién
transmembranal y una regidn citopldsmica donde se encuentra el dominio de

cinasa, el dominio de cinasa a su vez se divide en dos subdominios, un

subdominio de unién a ATP y un segundo subdominio de fosfotransferasa

(Linnekin 1999).

_ Reglién. Dominios
Citoplasmica fipo
Inmunoglobulina

s

L Unién
Regién ATP
Citopldsmica
Fosfotransferasa

Figura 10 Diagrama de la estructura de c-kit
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El ligando de c-Kit, Steel, se une a c-Kit y promueve que este forme un
dimero y se autofosforile. Una vez fosforilado c-Kit es capaz de activar
diferentes vias de sefializacién, dentro de las cuales se encuentra las vias de
la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), la de cinasas relacionadas con SRC como
son Lyn, Fyny c-Src, las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y de la
familia de cinasas de janus/ traductores y activadores de la transcripcién
(JAK/STAT), que a suvez promueven una gran variedad de respuestas
celutares como son, la proliferacidn, la reorganizacién del citoesqueleto, la
inhibicidn de la apoptdsis, el control del ciclo celular, la adhesién y la
quimiotaxis y la transcripcién de genes. También se ha demostrado que c-Kit
es capaz de interaccionar con otras protefnas como son la fosfolipasa C gamma
1 (PLCy-1) y las proteinas activadoras de 6 TPasas tipo Ras, sin embargo la
activacién de dichas vias de transduccidén no ha sido demostrada. La regulacion
negativa de la actividad y funcién de c-Kit estdn mediadas por las proteina
cinasa € (PKC), la tirosin-fosfatasa due contiene SH-2 (SHP-1) y la inositol
fosfatasa que contiene SH-2 (SHIP) (Taylor y Metcalfe 2000),

A pesar de que se han realizado muchos estudios in vitro que
demuestran la capacidad de c-Kit para activar una gran variedad de vias de
traduccién, la participacién de cada una de las vias en el control del desarrollo
de diferentes tipos celulares in vivo ha sido poco estudiado. Un ejemplo de
esto es el estudio de la inactivacién de la via de PI3K mediada por ¢-Kit en
ratones transgénicos donde se demostré que la actividad de PI3K es esencial
para la espermatogénesis y la oogenesis mientras que la hematopoiesis,
melanogénesis y desarrollo del las C6P se encuentra normal (Kissel y

col.,2000). Lo anterior indica que la gametogenesis es sensible a las

29



alteraciones en la activacién de PT3K mediada por ¢-Kit, mientras que las
células hematopoyéticas, melanocitos y las células germinales primordiales son

capaces de compensar la falta en la seffalizacién de PI3K.

1 T SHP-1, SHP-2
R SHIP
PLCy-1 4; Pl P U
|
/p85cz / _ Gab 1/2\n
Grb/2 Jak / STAT
PI3K Grab~—_ ¢,

Sre i #
A e

Ras 4—p Rac

Rarl —»Mek

E:k MKK

w

Figura 11 Via de transduccién de c-Kit

Estructura y vias de traduccidn de tr-Kit

En las células espermatogénicas haploides se transcribe un ARNm a
partir de otro promotor especifico, este ARNm codifica para ung version
truncada de c-kit que se denomina tr-kit y la proteina se expresa en las
espermatidas y en el espermatozoide maduro (Albanesi y col 1996). Tr-kit

esta constituido dnicamente por el dominio de fosfotransferasay el extremo
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carboxilo terminal, y es cataliticamente inactivo ya que carece del dominio de
union a ATP ( Rossi y col., 2000). Al micro-inyectar tr-kit recombinante en
oocitos detenidos en la metafase tr-kit es capaz de inducir que culmine la
meiosis, como ocurre durante e! proceso de fertilizacidn, debido a la
formacién de un comlejo multimolecular conformado por la cinasa Fyn, Sam68

y PLCy-1 (Partonetto y col.,2003) modulando posiblemente el metabolismo del
ARN (Figura 12).

'

Transcripcién

Figura 12 Modelo hipotético del complejo multimolecular inducido por tr-kit.La
activacién de Fyn promueve la interacién con Sam68 en el compartimento

perindclear Sam 68 a su vez interacttia con PLCy-1. Liberdndose el ARN siendo

accesible a los ribosomas.
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ANTEC S

Nosotros teniamos interés en estudiar la funcién de c-kit en el
desarrollo de la linea germinal de ratén. Para lograr este fin se utilizé a la
mutante Kit>*'*"y al sistema de Cre-loxP, para dirigir la expresién de

Kit®®'*" tnicamente a la linea germinal.

Kit D814y

Ademds de las mutaciones de pérdida de funcién mencionadas
anteriormente, se han descrito varias mutaciones en el domino de
fosfotransferasa de c-Kit que se encuentran constitutivamente activas
como son; la sustitucion de aspdrtico 816 por valina (D816V) o histidina
(D816H) que causan mastocitosis y seminomas respectivamente; la
sustitucion de valina por glicina en el aminodcido 560 (V5606)y aspdrtico
por valina en el aminodcido 816 (D816V) se han identificado en la linea
celular de mastocistos de pacientes con leucemia . Se han descrito
mutaciones equivalentes en ratén como son las de valina por glicina en el
aminodcido 559 (V5596) y aspdrtico 814 por tirosina (D814Y) que causan la
activacién y fosforilacién constitutiva en ausencia de Steel al introducirse
en células HEK 293 T (Taylor y Metcalfe 2000). La expresién de la
mutante Kit®*'* en la linea de mastocistos IC2 causa la fosforilacidn
constitutiva de varias proteinas y la degradacién mediante la via de
protedlisis dependiente de ubiquitinacién de la fosfatasa SHP-1, regulador
negativo de la sefializacién de c-Kit. Esta mutacién también altera la
selectividad a los diferentes substratos in vitro (Piao y col. 1996). Se ha
demostrado que Kit*®* es capaz de inducir proliferacién diferenciacién

aberrante y transformacién neopldsica in vitro (Tsujimura y col 1994;
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Kitayama y col, 1995 Piao y Bernstein 1996). Sin embargo la racapitulacién
in vivo no se habia intentado anteriormente.

El sistema Cre/LoxP

Con la finalidad de obtener una expresién continua de Kit®®*
especificamente en la linea germinal se utilizé el sistema de Cre/LoxP. Cre
es una recombinasa del bacteriofago P1 que pertenece a la familia de
integrasas que recombinan en sitios especificos. Cre es una proteina de 38
kDa que cataliza la recombinacién entre dos secuencias especificas del
DNA de 34 pares de bases, los sitios Jox P (Hamilton y Abemski ,1984). Los
sitios loxP estan constituidos por un espaciador en el centro de 8 pb
flanqueados por dos secuencias palindromicas de 13 pb. La secuencia del
centro define la orientacién de los sitos loxP. El mecanismo de
recombinacidn se lleva acabo cuando una molécula de recombinasa se une a
la mitad de la secuencia palindromica del sitio loxP, posteriormente las
moléculas de la recombinasa forma un tetrdmero, uniendo a los dos sitios
loxP (Voziyanov y col 1999). La recombinacion entonces ocurre entre los
sitios JoxP (Figura 13). El resultado de la esicién mediada por Cre depende
de la localizacién y orientacidn de los sitios foxP, estos pueden estar
localizados en cis o trans. El resultado entonces de la recombinacidn
mediada por Cre puede ser la esicidn, la inversién de una secuencia en el
caso de secuencias que se encuentren en cis mientras que puede ocurrir la
insercién de una o varias moléculas de ADN (cromosomas)en el caso de
sitios loxP en trans. La recombinacién in vitro entre los sitios loxP en cis
ocurre sin hinguna seleccién si se expresa a Cre bajo un promotor fuerte
(Nagy y col 1998) La recombinacidn in vivo también es eficiente al

sobreexpresar Cre.
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Promotor LoxP Gene X LoxP Gene de interés

_ Expresion del Gene X

Promotor LoxP Gene X LoxP Gene de interés

" Expresi6n del
Promotor LoxP Gene X Gene de interés

Figura 13 Sistema Cre/loxP A Al no estar la recombinasa Cre el gene X se

expresa. 8 en presencia de la recombinasa de Cre el gene X es escindido.
Para la expresidn tejido especifica , la mayorfa de los promotores
que estan clonados no estan completos, por lo cual la expresién de cre
puede no ser confiable, sin embargo se han generado varias lineas de
transgénicos con actividad de recombinasa mediada por cre confiable
(Behringer y Magnuson 2000). La metodologia de Cre/loxP permite abordar
el estudio de genes que potencialmente causen un problema de
sobrevivencia del embridn o en estadios tempranos del desarrollo. La
estructura del transgene condicional es simple; el promotor y la regidn
codificante del gen de interés estdn separados por una regién de ADN
(marcador) que contiene un codon de termino y se encuentra flanqueada

por sitios loxP. Esto no permite que inicie la transcripcién del gene de
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inferes. Al ser removida esta region ( loxP-marcador STOP-loxP) el gene
de interes puede expresarse (Lakso y col 1992). Existen dos variaciones
posibles de la transgénesis condicional: en una de ellas el Transgene
condicional se expresa bajo el control de un promotor tipo o linaje celular
especifico y Cre también se expresa bajo el control de otro promotor
linaje y celular especifico y en la sequnda variacién el transgene

condicional se expresa bajo un promotor constitutivo (Figura 14).

Cre y la expresion
i condicional del gen

Figura 14 La activacién de la transcripcién del transgene de intrés cuando Cre y
el transgene condicional se encuentran bajo un promotor linaje especifico (A) o

solo cuando la expresién de cre es especifica (B)

En el laboratorio contamos con una linea de ratones transgénicos
que expresan CRE bajo el promotor de la fosfatasa alcalina tejido no
especifica (FATN). La FATN se expresa naturalmente tanto en la linea
germinal como en el tubo nervioso, sin embargo al caracterizar a ratén
transgénico de Cre se observé que en esta linea de ratones fransgénicos,
(TNAP"®), Cre se expresa preferentemente en la linea germinal . Al cruzar
a este raton transgénico con otro ratén transgénico que presente una
construccién tal que se active la expresidn de genes de interés mediante
la actividad de Cre se podrdn obtener mutaciones en la linea germinal. De
esta manera pretendemos abordar la interrogante de la funcién de c-kit en
el desarrollo de las C6P. También disponiamos de la linea que contiene un

Transgen en el cual estaban presentes los genes lacZy c- Kit*#*# (kitP8!4/_
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loxP) . La linea kit***"-loxP regularmente expresa la 8-galactosidasa (3-gal)

de manera ubicua, ya que esta bajo el promotor de B-actina unido al del
citomegalovirus. A su vez la 8-gal se encuentra en la construccién

flanqueado por los sitios JoxP lo que permite que sea escindido al cruzase

con el ratén que expresa a Cre tnicamente en la linea germinal y en la F1 se

sobreexprese Kit®®"*",

wT

I 3 Tincién

CRE*
Ki=e *

B-Galactosidasa

L ]
Ko

Figura 15 Estrategia para la obtencidn de ratones dobles transgénicos que

expresen Kit"®* en la linea germinal
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JUSTIFICACION

Los alelos constitutivamente activos pueden ser de utilidad para para
abordar el estudio de la funcién de c-Kit in vivo, ya que permite evaluar el
efecto de c-Kit de manera independiente al ligando, ademds de no haber
una pérdida del linaje celular. La sobreexpresién de alelos
constitutivamente activos podrian asi interferir con procesos en donde c-
Kit participe, revelando asi funciones potenciales de este receptor. El
introducir la mutacién Kit®'*" en la linea germinal in vivo podria ayudar en
el entendimiento de mecanismos fundamentales del desarrollo como son el
crecimiento celular, la migracién y la diferenciacién inclusive podria ayudar
al entendimiento de procesos como la oncogénesis. Asi nos parecié
interesante el utilizar esta mutante en el estudio de la sobireexpresién de

c-kit en la linea germinal.
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OBJETIVQOS

Expresar Kit ®®'*” en el linaje germinal de manera ubicua

Estudiar el efecto de la expresién ectépica de Kit P21 en el
desarrollo de los gametos.

Caracterizar a la linea de ratones transgénicos kit?®'* -joxP
mediante tinciones que detectan la actividad de 8-galactosidasa.
Durante diferentes estadios del desarrollo, a los 13 dpc, 15dpc, 18
dpcy en hembras y machos adultos.

Determinar los estadios donde se esta expresando Kit?®*,
Caracterizacién del efecto de la expresién de Kit®%**,

Determinar si la proteina Kit"**' se encuentra activa.

Determinar la o las vias de traduccién activadas por Kit®8!4
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RESULTADOS

Lineas de ratones transqgénicos utilizadas.

En el presente estudio se utilizaron diferentes lineas de transgénicos

en la tabla se describen las caracteristicas generales de estas lineas de

ratones.
nombre de la linea de transgénicos | expresién sito de expresion
TNAP™™© Cre En la linea germinal
KitP84Y_ loxpP LacZ Ubicua
TNAPC™ / kitP5!#_joxp KitP814Y En la linea germinal

Tabla Nombres de las lineas de transgénicos.

La linea de ratones transgénicos Kit*®'*"-loxP se expresa en las células

espermatogénicas.

Al caracterizar a la linea kit®®**-loxP midiendo la actividad de 8-
galactosidasa (B-gal) en embriones de 13 dias post coitum (d pc), se observé
tincion solamente en el corazén y en los somitas. Sin embargo, estudios
realizados en otras lineas de transgénicos en el laboratorio, mostraron que no
es posible detectar la actividad de B-galactosidasa en las génadas, por lo cual
realizamos hibridaciones in situ del gen de lac Z, en génadas de 13 d pc. En
estas hibridacidnes no observamos expresién del transgen en las CGP. En
hembras no se detectd actividad de 8-galactosidasa en los oocitos. Con la
finalidad de determinar si en todas las células espermatogénicas se expresa
el transgen se estudid en diferentes estadios del desarrollo en testiculos (a
los 8 dias después del nacimiento (ddn), a los 14 ddn y a los 80 ddn). La

tincién en el testiculo aduito muestra una fuerte expresién del transgene en
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todas las células espermatogénicas, cabe recordar que en el animal adulto mas
del 70% de las células espermatogénicas son espermatidas, por lo que las
tinciénes en estadios mas tempranos (8 ddn) nos permitié observar la
expresién del transgene tanto en las espermatogonias como en las células de
Sertoli (Figura 16). Debido a que no observamos la actividad de f-
galactosidasa en los estadios embrionarios ni en hembras, la caracterizacidn
de los ratones dobles transgénicos TNAP™ / kit”®*_loxP se realizo
dnicamente en los machos adultos.

Los andlisis de segregacién mostraron que el transgene se encuentra
localizado en el cromosoma X, lo que podria explicar la baja expresion de este
Transgene. La inactivacidn transitoria de | cromosoma X ocurre en los
espermatocitos primarios durante la primera fase de la meiosis . Para algunos
genes ligados al cromosoma X esta inactivacién persite el resto de la
espermiogénesis, sin embargo otros genes se reactivan o se activan por
primera vez en las espermdtidas después de la meiosis (Goto T, Monk
M.1998). La presencia del transgene en el cromosoma X no permitié la
generacién de ratones kit°*'¥'-joxP homocigotos.

Obtencidn de ratones dobles transgénicos (TNAP® / kit®81Y_joxp).

Para obtener la expresién de kit°*** en las células espermatgénicas, se
realizaron cruzas entre ratones machos TNAPS™ y hembras kit?%#-joxP,
despues de dos semanas del nacimiento se tomaron muestras de la oreja de
cada ratén macho se identificaron mediante PCR la presencia de la
construccidn de Cre como la de LacZ, como se detalla en materiales y

métodos. Se obtubieron asf un total de 113 machos dobles Transgénicos, los




cuales se cruzaron con hembras silvestres para evaluar si habia un efecto en
la fertilidad de los machos dobles transgénicos.

La expresidn de Kit®**" en la linea germinal de ratones causa esterilidad y

malformaciones en los espermatozoides

Para evaluar si los machos dobles transgénicos presentaban algin
fenotipo; a los 2 meses después del nacimiento cada uno de los machos dobles
transgénicos de se cruzaron con cuatro hembras silvestres (CD1)y se
observd si eran fértiles. También, a manera de control se realizaron cruzas
con las otras lineas de ratones transgénicos (TNAP™® y kit®®*_joxP) y de

ratones silvestres (CD1). Los resultados se muestran en la tabla3.

CD1 | kit -joxP | TNAP*™™ | TNAP™ Kit™* " _JoxP

No. crias | 1202+398 | 1314+1.86 | 11.88+192 6.60 +4.63

n 96 6 6 100

Tabla 3. Porcentaje de crias de las diferentes lineas de ratones,

Los resultados de estas cruzas se analizaron con la prueba de Chi, la
cual demostré diferencias significativas entre los ratones dobles
transgénicos y los ratones control ( p > 0.01). Pudimos detectar dentro de los
ratones dobles transgénicos tres subpoblaciones diferentes las cuales se
muestran en la tabla 4. Asi en el 87% de la poblacién de ratones dobles
trangénicos no se observa un efecto dramdtico en la fertilidad sin embargo el

13% de la poblacidn era prdcticamente estéril (1.68+ 1.82) estos resultados

reflejan la eficiencia de Cre.
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TNAPY™/ kit ¥ JoxP
KDY
1 2 3
10.89 +1.93 7.22+1.10 1.68 + 1.82
65 22 13

Tabla 4 Subpoblaciones de ratones dobles transgénicos TNAPS™/ kitP814Y_joxp

Figura 16 Expresidn del transgen en testiculos de la linea Kit®**'-loxP. A Cortes
transversales de testiculos de ratones silvestres (Wt) y de ratones dela linea de
transgénicos (Kit**'*'-loxP), tefiidos para detectar la actividad de p-galactosidasa.
Los cortes se contratifieron con hematoxilina para observar los niicleos (pannel
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superior) . La sefial positiva (azul) de la expresién de lac Z se detecta en las células
espermatogénicas de Kit®*'*'-loxP B La actividad de p-galactosidasa se detecta en
las espermatogonias y células de Sertoli en los testiculos de 8 dias después del
nacimiento en ratones Kit"®'¥'-loxP. Escala representa 50 um,

Para detectar la expesién de c-kit en los ratones dobles transgénicos
se realizaron western blots en extractos totales de células
espermatogénicas. En andlisis de densitometria, observamos que los ratones
dobles ftransgénicos fértiles expresan 1.7 veces mas kit: mientras que las
células espermatogénicas del ratones estériles expresan 4.5 veces mas
cantidad de kit que los ratones y kit®**'-loxP (Figura 17). y €D1. Por lo cual e

resto de los andlisis lo llevamos a cabo con los ratones de fertilidad baja o

completamente estériles denominados KDY.

Kit D814Y KDY
-loxP

Esteril

c-Kit
B-tubulina

Figura 17 . Las células espermatogénicas del ratén doble transgénico (KDY)
expresan 1.8 o 5 veces mas KitD814Y, comparado con la expresién de Kit en Kit®814Y-
loxP. Panel superior: Western blot anti-c-kit de lisados totales de células

espermatogénicas. Panel inferior las membranas se lavaron y se detecto b-tubulina
para mostrar los niveles totales de proteina.

Al analizar cortes en parafina de los testiculos de un ratén doble

transgénico estéril se observaron todos los tipos de células espermatogénicas
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incluyendo espermatozoides. Debido a esto, una posibildad de que las hembras
no fuvieran crias al cruzarlas con ratones KDY es que hubiera muerte en
estdios tempranos del desarrollo del cigoto. Asi se realizaron cruzas con
hembras silvestres y se obtuvieron los oocitos a los 0.5 d pcy se hicieron
tinciones del nicleo. En las cruzas de los ratones silvestres se muestran los
dos pronlcleos después de que ocurrié la fecundacién, y la tincién del
segundo cuerpo polar, mientras que las cruzas se ratones silvestres con
ratones dobles transgénicos estériles no se observaron los dos prondcleos, y
se observa la tincién del DNA caracteristico del estado de detencién en
meiosis de oocitos no fecundados. Esto muestra que apezar de que los

ratones estériles tienen espermatozoides; estos no eran capaces de fecundar

a los oocitos (Figura 18).

CD1 X CD1

CD1 X KDY

Figura 18. Oocitos 0.5 d pc obtenidos de cruzas de ratones silvestres (CD1 X CDY)y
de ratones silvestres con machos dobles transgénicos estériles (CDIXKDY). En
campo claro (izq. ) o tefiidos con Hoescht para detectar los ndcleos (der.).



Sin embargo al obtener los oocitos de 0.5 post coito observamos
espermatozoides en el utero de la hembra, lo que sugiere que la maduracién
de los espermatozoides es completa. A continuacién procedimos a observar la
morfologia de los espermatozoides. Para ello se realizaron cruzas y se
hicieron lavados en el dia 0.5 post coito del (tero, de estos lavados obtuvimos
espermatozoides de los diferentes ratones dobles transgénicos (KDY) y de
ratones Kit®'®¥-/oxP como control. Se observaron diferentes morfologias de
los espermatozoides que son: espermatozoides normales, espermatozoides
con el flagelo doblado y con el flagelo enrollado alrededor de la cabeza y
espermatozoides con la cabeza de! espermatozoide expandida y deforme.
Estas malformaciones se observaron también en los espermatozoides

obtenidos de epididimo (Figura 19).

Figura 19. La morfologia de los espermatozoides es anormal en los ratones KDY.
Microscopia de Normasky de los espermatozoides de ratones KDY, (1)
Espermatozoide con apariencia normal. Flagelos anormales (2) doblados, (3) en
forma de lazo, o (4) con el flagelo enrollado y (4 y 5) malformaciones en la cabeza
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Aunque en los ratones control (Kit>*"-/oxP) y CD1 silvestres se pueden

encontrar estas diferentes morfologias, al comparar con los ratones

estériles las proporciones de los espermatozoides con morfologia alterada es

significativamente diferente como se muestra en la grdfica 1; a pesar de que

en la cantidad de espermatozoides del epididimo no se observan diferencias

significativas (Grdfica 2).
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Para caracterizar la morfologia de los espermatozoides con
deformaciones en los ratones dobles transgénicos estériles se realizaron
diferentes tinciones para detectar los filamentos de actina, las mitocondrias,
los microtibulos y los niicleos. Se utilizaron ratones Kit®®*"-foxP de la misma
edad como controles. En el flagelo no se observaron diferencias en los
filamentos de actina, ni en los microtibulos y las mitocondrias se encuentran
localizadas en la parte media igual que en el ratén Kit***'-foxP. Sin embargo
en la regidn subacrosomal de la cabeza no se observé la tincién de actina, que

caracteriza a los espermatozoides de un ratén silvestre (Figura 20).

Kit ®'* -loxP|KDY

Figura 20 Tincién de actina de espermatozoides del ratén control, Kit*®*'-joxPy del
ratén KDY. En el ratén KDY no se observa la tincién de actina en citoesqueleto
postacrosomal en la cabeza de espermatozoide, como en los espermatozoides del

ratén control Kit°®*-JoxP. pm pieza media, ¢ cabeza del espermatozoide en la
region postacrosomal

En la tincidnes realizadas con Sytox green para detectar Indcleos,
observamos que en algunos casos estos no tienen la morfologia caracteristica
de la cabeza del espermatozoide, mientras que en aquellos que tienenuna

morfologia similar el tamafio de las cabezas de los espermatozoides de los
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ratones dobles transgénicos son mas grandes con respecto a las cabezas de

los espermatozoides de los ratones silvestres (Figura 21), lo que sugiere que

la formacion de la cabeza no es correcta.

o DN
Kit"™ 0 oy p

Figura 21 Tincién de nicleos con Sytox en espermatozoides del ratén control
(Kit®®*-JoxP) y estéril (KDY).

Con respecto a la tincién para detectar mitocondrias activas con
dihidro rodamina 123, en algunos casos detectamos mitocondrias en la cabeza

de los espermatozoides (Figura 22),

R S L N -
Kit. -losp

—»

Figura 22 Tincién de mitocondrias en espermatozoides del ratén control (Kit>®*-
loxP) y estéril (KDY). Se abserva la tincién en la pieza media en los

espermatozoides control (PM), mientras que en KDY ademds se observa en la region
de la cabeza (flecha).
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Para llevar a cabo una caracterizacién con mayor detalle se realizaron
andlisis con microscopia electrénica de transmisién en cortes de epididimo.
Asi se observd que no se lleva a cabo la espermiogénesis completamente ya
que ho hay una liberacién del citoplasma. También se observo hipoplasia o
formacién deficiente del acrosoma, sin embargo todos los componentes del
flagelo como son la mitocondrias, microtibulos, hojas fibrosas y fibras
densas externas, se observan organizadas de una manera normal, lo que
correlaciona con las finciones realizadas anteriormente (Figura 23). Estos
resultdos sugieren que el enrollamiento del flagele esta cusado no por la
desorganizacién o la falta de algiin componente en el flagelo, sino como

resultado de que no se libera el citoesqueleto, que es el iiltimo evento durante

la espermiogénesis.
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Figura 23. Micrografias electrénicas de cortes transversales y longitudinales de
espermatozoides de ratones Kit>*'*'-loxPy KDY. En los cortes de espermatozoides
de ratones KDY se observa que el nicleo y varias secciones de la pieza media 'y
principal se encuentran contenidas en un citoplasma comiin, también observamos
hipoplasia acrosémica. Mientras que la organizacién del flagelo y los componentes de
este se ven normales. Barra: Imm. a, acrosoma; fs, hoja fibrosa; m, mitocondrias;
mt, microtdbulos; n, nicleo; odf, fibras densas externas.

Para determinar si la morfologia alterada en los espermatozoides
observada en ratones dobles transgénicos correlacionaba con la expresion de
Kit"®'#¥ se realizaron inmunocitoquimicas en espermatozoides. Se detects la
proteina c-kit en los espermatozoides del ratén estéril mientras que en ratén

silvestre no se observé esta expresidn en los espermatozoides (Figura 24),
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Figura 24. Las células espermatogénicas del ratén estéril (KDY) expresan
Kit®®"* Inmunocitoquimica en espermatozoides muestran la expresién de la
proteina c-Kit en los espermatozoides con malformaciones en ratones
estériles (KDY), mientras que en los espermatozoides de los ratones control
(Kit°®**"-JoxP) no se observa esta expresién. Escala: 10 um.

Las malformaciones observadas en los espermatozoides
reflejan que la espermiogénesis no se llevo de manera correcta.
Por lo cual nos parecié importante identificaren la presencia de la
proteina c-kit, asi se realizaron inmunohistoquimicas en cortes de
testiculos en parafina Los resultados mostraron que c-kit se
expresa en las espermatogonias al igual que en el raton silvestre
(Figura 25), ademds observamos una expresidn ectépica de Kit°®*
tenue en todas las células espermatogénicas, sin embargo apartir
del la espermiogénesis en estadio 2 -3 observamos una fuerte
expresion que se localiza de manera particular en los grédnulos
proacrosomices y posteriormente en el estadio 6 se observa la
expresion en un extremo cercano al nicleo; esta localizacién
resulta interesante ya que es el sitio donde se forma el acrosoma
y el anillo perinuclear (Figura 25) En estadios posteriores
observamos la expresidn de Kit*®'*" asociada al niicleo de las
espermatidas. Estos resultados son correlativos con el fend’ripo
que observamos en los espermatozoides de los ratones estériles el

cual esta asociado a la mala formacién de la cabeza,
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Figura 25. Inmunocitoquimica de c-Kit en cortes de parafina de testiculos de
ratones dobles transgénicos estériles (KDY) y ratones control (Kit*®*'-loxP)
Se observa expresidn de c-kit en las espermatogonias B en el ratén Kit®814"-
loxP espermatogonias B. Enlos ratones KDY ademds se observa expresion en
las espermatidas 2-3,6 y 9. La expresién se encuentra localizada rodeando al
ndcleo, en el sistema acrosémico. Escala; 10um. B, espermatogonias B; P,
espermatocito en paquiteno; 2-3, 6 y 9 espermdtidas estadio 2-3,6 y 9
respectivamente; Se células de Sertoli.
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Los dltimos estadios de la espermiogénesis estan afectados en

los ratones KDY

Con la finalidad de determinar el estadio en que comienza la
malformacién del espermatozoide, realizamos cortes seriados semi-
finos e identificamos los diferentes estadios de la espermatogénesis y
espermiogénesis. Observamos que la espermatogénesis se lleva a cabo
de manera normal durante la divisién celular, la meiosis y los primeros
estadios de la espermiogénesis, sin embargo en la transicién a
espermdtidas alargadas es donde se comienza a ver malformaciones.
Observamos que la malformacién en los ratones dobles transgénicos
estériles comienza en la etapa 8 de la espermiogénesis y para la etapa
9 es muy notoria. En la etapa 8 las espermdtidas presentan una
membrana nuclear con deformaciones y los climulos de cromatina
caracteristicos de este estadio no se observan comparadas con las
espermdtidas de ratones control. En espermdtidas de etapa 9 se
observan los nicleos con deformaciones y distendidos a comparacién

de los nidcleos alargados en las espermdtidas de ratones control (Figura
26).
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Figura 26. La enlongacién de espermdtidas se encuentra afectada en los
ratones estériles (KDY). Cortes semifinos de testiculos de ratones Kit®814Y-
loxPy KDY de estadio I al XI. Las malformaciones en los espermdtidas
comienzan en el paso 8 de la espermiogénesis en el ratén KDY. Las
espermdtidas en el paso 9 presentan un nicleo deformado, comparado con la
apariencia normal de un nicleo en fase de enlongacién. Escala :10um. In,
espermatogonias intermedias; B, espermatogonias B; P, preleptoteno: L,
leptoteno; Z, cigoteno; P, paquiteno; Se, célula de sertoli: 1a 12,
espermdtidas estadio 1 al 12 espermdtidas.

Para analizar con mayor detalle la morfologia de las espermdtidas
de los estadios 10-12, realizamos microscopia de transmisién en cortes
de testiculos de ratones dobles transgénicos estériles, como control
utilizamos ratones Kit****'- loxP de la misma edad. Asf observamos que
la formacidn del anillo perinuclear y del manchette esta
desorganizada, observamos una proyeccién asimétrica del anillo
perinuclear acompafiado de una insercién engrosada del manto de
microtdbulos, lo que podria explicar el porque no se lleva a cabo la
formacion de la cabeza de manera correcta. Confirmamos de esta
manera la deformidad del nicleo en los espermdtidas y la ausencia o

hipoplasia del acrosoma (Figura 27).
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Figura 27. Micrografias electrénicas de espermdtidas estadio 11, En cortes
transversales de espermdtidas de estadio 11 se muestra en el ratén KDY la
proyeccidn asimétrica del anillo perinuclear con un manchette engrosado y un

nicleo deformado. Escala: lum. n, ndcleo: par, anillo perinuclear; m,
manchette.

La activacién de Kit®®™* incrementa la forforilacién de PLCg-1 y

diminuye la cantidad de SHP-1

Kit es capaz de activar diferentes vias de sefializacién, dentro de
las cuales se encuentra las vias de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), la
de cinasas relacionadas con SRC como son Lyn, Fyn y c-Sre, las cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y de la familia de cinasas de janus/
traductores y activadores de la transcripcién (TAK/STAT), que a su vez
promueven una gran variedad de respuestas celulares como son, la
proliferacién, la reorganizacién del citoesqueleto, la inhibicién de la
apoptésis, el control del ciclo celular, la adhesién y la quimiotaxis y la
transcripcién de genes. También se ha demostrado que c-Kit es capaz de

interaccionar con ofras proteinas como son la fosfolipasa € gamma 1 (PLCy-
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1) y las proteinas activadoras de GTPasas tipo Ras. La regulacién negativa
de la actividad y funcién de c-Kit estdn mediadas por las proteina cinasa C
(PKC), la tiresin-fosfatasa que contiene SH-2 (SHP-1) y la inositol
fosfatasa que contiene SH-2 (SHIP) (Taylor y Metcalfe 2000).

Para detectar que via de c-kit se encontraba mas activa en los
ratones dobles transgénicos estériles se realizaron inmuno detecciones
en membrana (western blots) en extractos totales de células
espermatogénicas. Asi, realizamos western blots para detectar la
fosforilacién en tirosinas totales. Detectamos principalmente a tres
proteinas que se encuentran mas fosforiladas en tirosinas una de ellas
resulto ser PLCy-1, otra de ellas Kit y la tercera no la hemos
identificado. Sin embargo el patron general de fosforilacién observade
es similar al patron de fosforilacién en células espermatogeenicas de
los ratones silvestres lo que sugiere que la fidelidad de las vias de
transduccion no estan dramdticamente alteradas. La mutacién Kit®8%
es capaz de inducir la degradacién de SHP-1 ( Pigo y col 1996), por lo
cual realizamos western blots para detectar la presencia de SHP-1.
Los resultados mostraron que s SHP-1 es menor en el extracto de
células del ratén estéril, lo que sugiere que se encuentra Kit®8!4Y
activo,

También realizamos western blots contra diferentes proteinas
representativas de las vias de transduccién normal de c-Kit. Asi
escogimos a PLCy-1, que se ha demostrado interacciena también con tr-

kit durante el proceso de fertilizacién (Sette y col., 2002); a p85a, la
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subunidad catalitica de PI3K, nos interso evaluar la fosforliacién de
PI3K por su funcién descrita en la proliferacién de espermatogonias
(Kissel y col., 2000). STAT3 fue escogido como miembro de la familia
de las STAT) ademds previamente se ha descrito que STAT4 se
localiza en la teca perinuclear del espermatozoide de ratén (Herrada
G. Wolgemuth DJ. 1997), y el anticuerpo que nosotros utilizamos cruza
con STAT 4 de raton. También escogimos evaluar la fosforilacién de
ERK1/2 ya que representan la convergencia de varias vias de MAPK
ademds de que se ha demostrado que Erkl es importante durante la
meiosis (Sette y col 1999; Inselman A, Handel MA. 2004). Asi
escogiendo estas proteina pudimos tener una visién general de las
diferentes vias y procesos celulares que podrian estar afectados al
expresar de manera ectépica Kit"*'", Los western blots de PLCy-1
fosforilado, p85a, STAT 3 fosforilada, ERK1/2 fosforilados mostrarén
que Unicamente PLCy-1 se encuentra mas fosforilado en los ratcnes
dobles transgénicos estériles con respercto a los ratones silvestres.
Los resultados se analizaron mediante densitometria y se cuantifico un
aumento de dos veces mas fosforilacién de PLCy-1 en los extractos
totales de células espermatogénicas de ratones dobles transgénicos. A
diferencia de las demds proteinas evaluadas en donde no se observo un

aumento en la fosforilacién (Figura 28).
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Figura 28. Extractos totales de células espermatogénicas de KDY muestran
un incremento en la fosforilacién de PLCy-1. (A) Western blots para detectar
la fosforilacidn en tirosinas en lisados totales de células espermatogénicas
de Kit*®*"*-JoxP y KDY. Los extractos de KDY muestran un incremento en
fosforilacidn en tres proteinas (flecha, cabeza de flecha y asterisco). Las
membranas se utilizaron para detectar a PLCy-1, p85a y B-tubulina, La banda
marcada con un flecha (€) fue positiva para PLCy-1. El western blot contra
b-tubulina muestra los niveles de proteinas. (B) Western blot de fosfo-PLCy-
1, fosfo-STAT3 y fosfo-ERK en extractos totales de proteinas de células
espermatogénicas de Kit"®**'-/oxP y KDY. Se observa un incremento de 2
veces mas en la fosforilacién de PLCy-1. Las membranas se utilizaron para
detectar B-tubulina para mostrar la cantidad de proteina cargada (C)
Western blot de la proteina SHP-1 en extractos totales de proteinas de
células espermatogénicas de Kit®®'¥-JoxP y KDY. En los extractos de KDY se
observa menor cantidad de SHP-1 comparada con la fuerte deteccidn en los
lisados celulares de Kit>**'-foxP. Las membranas se utilizaron para detectar
b-tubulina para mostrar que la cantidad de proteina cargada es equivalente.
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La fosforilacion de PLCy-1 ocurre en la espermatidas elongantes

in vivo.

Nuestros resultados muestran la activacién de PLCy-1 mediado
por la activacion de Kit "% | asi resulto interesante el identificar los
sitios de expresién de PLCy-1 durante la espermiogénes; para esto
realizamos inmunocitoquimica en contra de PLCy-1y pPLCy-1 en cortes
de testiculos de ratones dobles transgénicos estériles y como control
utilizamos ratones Kit®®**-joxP. La proteina PLCy-1 se encuentra de
manera ubicua en los testiculos durante la espermatogénesis, sin
embargo durante los primeros estadios de la espermiogénesis (2-3) se
localiza en los grdnulos preacrosomales y posteriormente en los -
siguientes estadios se localiza al rededor del niicleo posiblemente en lo

que dard origen al acrosoma (Figura 29),

Figura 29. Inmunocitoquithica de PLCy-1 en cortes de parafina de testiculos
de la linea de ratones Kit®*'*'-foxP. Observamos la expresién de PLCy-1 de
manera ubicua durante la espermatogénesis; sin embargo en los primeros
estadios de la espermiogénesis la localizacién de PLCy-1 se observa en los
grdnulos proacrosémicos, En estadios posteriores se observa también
alrededor del nicleo. Escala: 10um. In, espermatogonias intermedia; Pl,



espermatocitos en preleptoteno; P, espermatocitos en paquiteno; 2-3
espermdtidas de estadio 2 6 3; 5-6 espermdtidas de estadio 5 6 6.

Estos resultados resultan interesantes ya que es en esta misma
localizacién subcelular donde se expresa de manera ectépica Kit D814Y
en los ratones transgénicos. Por orta parte la activacién de PLCy-1 se
encuentra localizada exclusivamente en espermatocitos en
preleptoteno y esta activacién baja en los espermatocitos en leptoteno
posteriormente se observa que la fosforilacidn de PLCy-1 comienza
durante la enlongacion de las espermdtidas en el estadios 8-9 y se
mantiene activa hasta el estadio 13 y 14 (Figura 30). La fosforilacién
de PLCy-1 coincide durante la espermiogénesis con los estadios donde
se encuentra presente el manchette, lo que sugiere una posible
participacién de PLCy-1 durante la espermiogénesis ya que nosotros

observamos un defecto en esta estructura,
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Figura 30. La fosforilacién de PLCy-1 tiene una distribucién particular
durante la espermiogénesis. En espermatocitos en preleptoteno se observa
PLCy-1 fosforilada y disminuye en espermatocitos en leptoteno. Se observo la
fosforilacién de PLCy-1 de los estadios 9 al 14 de la espermiogénesis.
Mientras que en los estadios de espermdtidas 15 y 16 no se observo
fosforilacién de PLCy-1. Escala: 10um. In, espermatogonias intermedia; Se,
célula de sertoli; Pl, espermatocito en preleptotenc; L, espermatocitos en

leptoteno; P, espermatocitos en paquiteno; 2-16 espermdtidas de estadios de
2 al 16.

Posteriormente nos intereso evaluar la activacién de PLCy-1
en los ratones dobles transgénicos. Los resultados mostraron que la
activacion de PLCy-1 es en los mismos estadios de la
espermiogénesis sin embargo esta se observa mas intensa ; lo que
concuerda con los resultados de los western blots en donde se

observa una mayor fosforilacién de PLCy-1 (Figura 31). Esta
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localizacion de la activacién de PLCy-1 resulta interesante ya que
son los estadios de la espermiogénesis donde se forma el anillo
perinuclear y el manchette que dan estructura al nicleo y al
flagelo, ademds coincide con el periodo de expresién de tr-kit.
Tr-kit es capaz de activar a la via de PLCy-1, sin embargo requiere

de la activacidn previa de una cinasa (Rosi y col. 2003).

Figura 31, Inmunocitoquimica de PLCy-1 fosforilado en cortes de parafina de
testiculos de las lineas de Kit"®'#'-JoxPy KDY. La fosforilacién de PLCy-1 se
observa en los mismos estadios de la espermiogénesis que en el ratén control
(Kit**'*-JoxP) Sin embargo las células espermatogénicas en los testiculos de
ratones dobles transgénicos estériles (KDY) se encuentran mas fosforiladas
comparadas con las células espermatogénicas del ratén Kit*®*-foxP. Escala :
50 pm. Pl, espermatocitos en preleptoteno; P, espermatidas en paquiteno; L,
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espermafocitos en leptoteno; Z, espermdtidas en cigoteno; 9, espermdtidas
estadio 9; 11-12 espermdtidas estadio 11y 12,




DISCUSION

En este trabajo caracterizamos la expresién constitutiva de KitP&4Y
durante la espermatogénesis. Esta mutacién en el receptor c-Kit se
caracteriza por ser activa independientemente de la presencia de
Steel, (Piao X. yBerstein, A. 1996) lo cual permite inducir la actividad
de c-kit de manera constitutiva y ectdpica durante el desarrollo de la
linea germinal. Se demostré la presencia de la proteina Kit®®* en las
espermdtidas y espermatozoides maduros de ratones dobles
transgénicos. Sin embargo, posiblemente debido al sitio de insercién
del transgen, la linea de ratones kit®®"*'-joxP no expresa el transgen en
los oocitos ni en las células germinales primordiales, por lo cual nos
dedicamos a caracterizar Ginicamente a los machos dobles transgénicos
(TNAP™®/ kit®®™*_joxP). Observamos que la expresién de Kit®"*" causa
la malformacién de los espermatozoides provocando en las situacién
mas dramdtica la esterilidad (KDY).

Se ha descrito con anterioridad que la mutacidn kit*## es
equivalente a la mutaciones en kit en humano en el aminodcido 816 en
una sustitucién de aspdrtico por valina (D816V) descrita en
mastocitomas y seminomas. (Kitayama, H. y col. 1995). La expresién de
Kit®®*'* en lineas celulares de mastocitos es suficiente para promover
la proliferacién y diferenciacién (Piao, X. y Berstein, A. 1996). Otra
caracteristica de esta mutacién es que es capaz de promover la

degradacién de SHP-1y que es capaz de reconocer otros substratos in
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vitro (Piao, X.y col. 1996). En nuestro trabajo demostramos que en las
células espermatogénicas de los ratones KDY tienen menos SHP-1, lo
que sugiere que el receptor Kit"®* es funcional. Por otra parte
evaluamos el patrén general de fosforilacidn y tnicamente tres
proteinas se observan mas fosforiladas una de ellas resulto ser PLCy-1
mientras otra correponde a Kit y una tercera proteina que no pudimos
identificar. Estos resultados lo que nos sugieren es que no hay una

alteracién dramdtica y/o significativa en la fidelidad de la via de

traduccidn de Kit.

Se ha demostrado que la via de la PI3K mediada a través de c-
Kit es necesaria para que se lleve a cabo la espermatogénesis
(Blume-Jensen, P. y col., 2000) ademds de que la proliferacién
celular mediada a través de c-Kit esta asociada a la activacién de
la PI3K (Linnekin, D. 1999; Blume-Jensen, P. y Hunter, T. 2001).
Por estos datos, una posibilidad dz la expresién de Kit®*™* es que
se activara la via de PI3K causando un aumento en la proliferacion.
Sin embargo nosotros no observamos dicho aumento, y en los
andlisis hechos mediante inmuno deteccién en membranas
(westsern blot) no observamos un aumento en los niveles de
fosforilacién de p85a en las células espermatogénicas de ratones
dobles transgénicos comparados con los extractos celulares de
ratones kit®"'¥'-loxP. A pesar de que observamos expresién de Kit

en las espermatogonias de ratones dobles transgénicos no



observamos un aumento en la proliferacién, estos resultados

sugieren que se requiere de un nivel de expresién mas alto de

Kit**' en las espermatogonias para poder observar un efecto

relacionado con la proliferacién.

La mutante KDY por otra parte presentd otro fenotipo; que fue el
alterar la diferenciacién del espermatozoide, lo cual condujo en los
casos mas severos a la esterilidad. En este trabajo se demostré que la
poblacién de ratones transgénicos que expresaron en las células
espermatogénicas mayor cantidad de Kit*®* (4.5 veces mds) era la
poblacién de ratones estériles. Sin embargo el bajo porcentaje de
ratones dobles trangénicos (13%) estériles sugiere que se requiere de
unn nivel elevado de expresién de Kit®®™*" para observar un efecto en
la morfologia del espermtozoide causando asf la esterilidad. Debido a
que solamente un trece por ciento de los ratones dobles transgénicos
fuese estéril sugiere que es necesario una completa escisién para
observar un efecto dramdtico en la fertilidad.

La morfogénesis del espermatozoide es un proceso complejo donde
se pueden distinguir al menos tres estados: que son la proliferacién y
mantenimiento de células precursoras (espermatogonias), la meiosis y la
espermiogénesis. En los ratones KDY se vio afectada tnicamente la
espermiogénesis, la cual incluye la condensacién y formacién del nicleo;
el desarrollo del acrosoma y el flagelo terminando con la eliminacién del

cuerpo residual. Se observé que la formacidn del nicleo estaba

67




alterada, observamos hipoplasia acrosomal y que el flagelo se enrollaba
alrededor de la cabeza de! espermatozoide. Andlisis ultraestructurales
indicaron que la espermiogénesis se encuentra afectada durante la fase
de elongacién. La malformaciones en el nicleo de las espermdtidas se
encontraron asociadas a la desorganizacién del manchette y al anillo
perinuclear. El manchette es una estructura que se encuentra presente
durante el proceso de elongacién de las espermdtidas, ademds se ha
observado que la posicién anormal de el manchette en algunas mutantes
0 en tratamientos con diferentes quimicos, correlaciona con
deformaciones del nicleo en las espermdtidas, también se ha propuesto
que el manchette es importante para la correcta formacién de la
cabeza del espermatozoide (Meistrich 1993; Russell LD ycol., 1991). Un
ejemplo de una mutacién bien caracterizada en la que se encuentra el
niicleo de las espermdtidas deformado y el flagelo enrollado de manera
similar a la mutante descrita en este trabajo es la mutante en azh
(Meistrich, M. L., y col., 1990). El gene afectado en la mutante de azh
corresponde a Hookl. La proteina HOOK1 pertenece a la familia de
proteinas que unen microtdbulos y a diferentes organelos. Se ha
sugerido que HOOK! podria establecer contactos entre el manchette y
la memebrana nuclear ( Mendoza- Lujambio y col. 2002). Debido a que
en los ratones KDY los microtubulos del manchette a pesar de estar
formados correctamente estan desorganizados con respecto al anillo
perinuclear, una posibilidad es que dentro de los posibles blancos de la

expresidn ectdpica de Kit**"* se encuentre HOOKL. Sin embargo a
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diferencia de la mutante en azh, en la mutante KDY el manchette no se
localiza de manera ectépica ademds, de que no observamos
invaginaciones del manchette en el niicleo del espermatozoide, por ofra
parte nosotros observamos defectos en la formacién del acrosoma, por
lo que la mutante descrita en este trabajo presenta una nueva
condicidn genética en donde existe malformacién del manchette que
correlaciona con la deformacién de la cabeza, lo que sugiere la
participacidn de esta estructura es necesaria para la correcta
formacion del espermatozoide. Mas atn la correlacién con los defectos
morfoldgicos observados en los espermatozoides con la activacién de
PLCy-1 sugiere que el manchette tienen una funcién en la elongacién

nuclear. A pesar de que observamos que el flagelo se enrolla en los

espermatozoides de los ratones KDY la estructura molecular de

este se encuentra ensamblada correctamente. Actualmente se
desconoce la funcién del manchette en los defectos observados en
otras mutantes en el flagelo. Nuestros resultados sugieren que no se
lleva a cabo correctamente la eliminacién del citoplasma residual lo que
podria causar que el flagelo no se pueda extender, o bien por el
contrario que el enrollamiento del flagelo no permite la correcta
eliminacion del citoplasma.

Los resultados de este trabajo muestran la expresién de la proteina
KH.D814Y

en los espermatozoides maduros y en las espemdtidas. En las

espermdtidas observamos la localizacidn de la proteina Kit®'* asociada
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a los grdnulos proacrosémicos y en estadios posteriores alrededor de
nicleo posiblemente en el sistema acrosémico de las espermdtidas
elongantes. Este resultado es interesante ya que también observamos
expresién de PLCy-1 en las mismas regiones subcelulares, ademds de
que en estos estadios del desarrollo la regidn anterior de las
espermdtidas es la que se encuentra afectada acompafiada de la
hipoplasia acrosomal. Se ha propuesto que la region entre el acrosomay
el nicleo, al que se denomina acroplaxoma, es i mportante para la
organizacién del acrosoma y el ndcleo (Russell, L. D., y col. 1986). El
acroplaxoma esta constituido por filamentos de actina y se ha
propuesto que mediante el anclaje del acrosoma modula las fuerzas
responsables de la morfogénesis de la cabeza del espermatozoide
(Kierszenbaum y col 2003; Kirszenbaum y col 2004). Adicionalmente el
complejo acrosomico mantiene una relacién estructural con el
manchette a traves del anillo perinuclear, por lo que la localizacién
subcelular de Kit®"*" concuerda con el defecto en la organizacién del
manchette y ademds existe una correlacién con el fenotipo descrito. Es
interesante que la tincién para detectar filamentos de actina en
espermatozoides maduros de los ratones KDY resultd ser negativa en la
regién subacrosomal en la cabeza del espermatozoide, lo que sugiere
una regulacién anormal de la polimerizacién de actina durante la
espermiogénesis, posiblemente durante la sobreexpresion de Kit®®4Y,
Los efectos descritos en la morfologia del espermatozoide se

deben a la activacién ectdpica de la via de sefializacién de c-Kit.

70




Observamos un decrementeo en la concentracién de SHP-1 en los
ratones KDY, lo que sugiere que via de Kit®®'* se encuentra activa,
este decremento en SHP-1 podria estar involucrado en el fenotipo de
los ratones KDY. Sin embargo los las mutaciones en SHP-1 descritas en
ratén ( Paulson y col 1996) no se han analizado con respecto a la
fertilidad debido estas mutaciones causan mortalidad en estadios
tempranos del desarrollo. Andlisis bioquimicos indicaron que de las
proteinas de la via de traduccién de c-kit probadas, la que se observo
mas fosforilada fue PLCy-1. A pesar de que no podemos descartar la
posibilidad de que otros substratos se encuentren mas fosforilados, los
datos correlativos sugieren que los efectos en la espermiogénesis
estdn relacionados a la activacién de PLCy-1. De manera interesante
pudimos observar mediante ensayos de inmunocitoquimica que PLCy-1
se expresa en todas las células espermatogénicas, sin embargo la
fosforilacidn de esta proteina se localiza dnicamente en ciertos
estadios de la espermatogénesis en la membrana perinuclear de los
espermatocitos en preleptoteno y durante la fase de enlongacién de las
espermdtidas ( estadios 9 al 14). Esta localizacién una vez mas
concuerda en tiempo y espacio con la presencia del manchette, lo que
sugiere una posible participacién de PLCy-1 durante la fase de
enlongacién de las espermdtidas. PLCB1 también tiene una localizacién
nuclear (Irvine, 2003)y se ha observado tiene que participa en
procesos de diferenciacién y proliferacidn; sin embargo este trabajo es

el primer reporte en donde se muestra in vivo la localizacién de PLCy-1
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fosforilado en el niicleo. También resulta interesante la posible
participacién de PLCy-1 en la morfogénesis de la cabeza del
espermatozoide porque coincide en los mismos estadios donde se
expresa tr-kit en la espermiogénesis (Albanesi C., 1996). Kit es capaz
de unir y fosforilar PLCy-1, aunque diferentes resultados sugieren que
esto no induce la activacién de la via de PLCy-1 (Herbst y col, 1991;
Blume-Jensen y col 1994; Linnekin, 1999). Ademds se ha demostrado
que la fosorilacidn de PLCy-1 en el residuo 783 por PDGF, es importante
para la interaccién de PLCy-1 con el citoesquzleto modulando la
polimerizacién de actina ( Yu y col., 1998: Pei y Williamson 1998) E|
incremento en la fosforilacién de PLCy-1 promueve el
desensamblamiento de los filamentos de actina en células 3T3 . Por lo
que los resultados presentados nos permiten especular que la mutante
de c-kit, Kit>®"* aumenta la fosforilacién de PLCy-1, produciendo
alteraciones en la dindmica de los filamentos de actina presentes en el
acroplaxoma, causando de esta manera la malformacién de las
espermatidas afectando a su vez la espermiogénesis. Ademds se ha
descrito anteriormente por Sette y col. (1998) que tr-kit es capaz de
inducir la fosforilacién de PLCy-1 en oocitos, por lo que nuestros datos
correlacionan con una posible funcién de tr-kit durante la
espermiogénesis mediada a través de PLCy-1.

Debido a que tr-kit no tiene el dominio de unién a ATP se ha
propuesto que es necesaria otra cinasa para su activacién en los oocitos

Y que esta cinasa podria ser c-Kit que se encuentra acumulado en el
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oocito maduro, por lo que Kit®®*"*' podria mimetizar en los ratones KDY
a esa cinasa y sobre activar a tr-kit el cual a su vez activaria a PLCy-1
causando un efecto en la morfogénesis de los espermatozoides. A pesar
de que observamos un incremento en la fosforilacién de PLCy-1 en los
ratones KDY este incremento dnicamente se observd en los mismos
tipos celulares que en ratones control; esto sugiere que se requieren de
otros componentes ademds de Kit*®* para activar a PLCy-1 en las
demds células espermatogénicas, una posibilidad es que tr-kit sea esta
componente. Para poder evaluar las diferentes posibilidades

descritats seria necesario determinar si tr-kit se encuentra mas

fosforilado en las espermdtidas de ratones KDY.

CONCLUSIONES

En este trabajo se produjo una linea de ratones mutantes que se
encuentra afectada en los ditimos estadios de la espermiogénesis. Esta
mutante puede servir como modelo de estudio de la espermiogénesis, y
la participacién de vias de traduccién en este proceso. A pesar de que
la sobreexpresidn de Kit®'*" y el efecto en el aumento en la
fosforilacién de PLCy-1 fue provocado de manera artificial, permitieron
evidenciar la importancia de la via de traduccién de PLCy-1 durante la
espermiogénesis y la posible correlacién con tr-kit. Sin embargo queda
por evaluar si tr-kit se encuentra mas fosforilado en las espermdtidas
del ratén doble transgénico estéril y si tr-kit es el responsable de la

activacién de PLCy-1 durante la espermiogénesis
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MATERTAL Y METODOS

Generacion de ratones transqgénicos

Para expresar especificamente KitD814Y en la linea germinal se utilizé
el sistema de Cre/loxP. Con la finalidad de generar la linea de transgénicos,
kit"*¥-loxP, se introdujo el transgen a células ES con el vector pCCALL
(Lobe y col. 1999). Este vector contiene al gene del reportero LacZ
flanqueado por los sitios loxP y de manera inmediata a la secuencia de foxP el
sitio Xho I permitid la insercidn de la secuencia codificante de kit?®*. Las
células ES transgénicas se utilizaron para agregaciones con blastocistos, y se
seleccionaron las quimeras que trasmitieran a la linea germinal. El ratén
transgénico fundador se expandié y mantuvo cruzando con hembras CD1. En la
linea transgénica kit°**¥-JoxP obtenida el gen reportero lacZ debe
expresarse de manera ubicua antes de la recombinaciéh mediada por Cre.

Para establecer el genotipo de las crias de las cruzas entre TNAP™e/,
kit*"#_loxP se realizaron PCR de DNA gendmico obtenido de biopsias de
orejas en buffer de lisis.

Para amplificar el reportero lacZ se utilizaron los oligos:

LacZ upper 5'-GGAAAACCCTGGCGTTACCC
LacZ lower 5'-AGATGGGCGCATCGTAACCG
Y se obtiene un fragmento de 250 pares de bases (pb).

Para amplificar al gene cre se utilizaron los oligos:
PGKpA/Ul 5'-TAAGGGCCAGCTCATTCCTCC
TNAP/3x6L 5-CACGTCGATGGCCECTCTA
Y se obtiene un fragmento de 262 pb.
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Tincidn para detectar la actividad de B-galactosidasa

Embriones de 13 dpc, ovarios de hembras de 2 meses de edad y
testiculos de ratones de 8, 14, 20 y 60 dias después del nacimiento se fijaron
en la solucidn de fijacién en buffer de fosfatos salino (PBS), durante 30
minutos a 4°C. Posteriormente se lavaron 2 veces con la solucién de lavado y
se incubaron de 5 a 12 horas con la solucidn de tincién en PBS.

Los tejidos fefiidos se fijaron con formaldehido 4% en buffer de
fosfatos salino durante 12 horas a 4°C. Se incluyeron en parafina y se
cortaron en secciones de 10um de grosor. Los cortes se contratifieron con
hematoxilina de Ehrilch y se observaron con microscopia de luz en el
microscopio LEICA DM L, las fotos se tomaron con la cdmara digital Cool Pix

990.

Tincion de Hoescht para detectar ndcleos en oocitos

Se obtuvieron oocitos de 0.5 dpc de cruzas realizadas entre ratones
KDY y hembras silvestres, Los oocitos se obtuvieron en PBS y se fijaron con
fijador de Carnoy durante 30 minutos a temperatura ambiente. El colorante
Haescht 33258 se disuelve en solucidn salina de Hank (pH 7.0) a una
concentracion final de 0.05mg/ ml y se agrego a los oocitos por 12 horas .
Posteriormente se hicieron dos lavados con PBS y se observaron las células

con fuz UV.

Tincién de actina en espermatozoides
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Los espermatozoides se obtuvieron de epididimo en PBS. Se fijaron en
la solucidn de fijacién y tincién durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Se lavaron tres veces 5 minutos cada ocasién en medio de espermatozoides.

Inmunhodeteccidon en espermatozoides

Espermatozoides de epididimo se resuspendieron en 1 ml de PBS. Se
diluyeron 1:1 con paraformaldehido al 10% en PBS 10 minutos. Se pusieron
150ul en cada pozo de la laminilla ( Cel-line/Serie Scientific Co. )y se
dejaron sedimentar por 90 minutos a 4°C en una cdmara himeda. Se
realizaron lavados con PBS en intervalos de 5 minutos. Se dejaron secar a
Temperatura ambiente. Se agregd Tritén X-100 al 0.1% en PBS e incubaron
por 10 minutos. Se realizaron lavados 3 veces con PBS en intervalos de 5
minutos. Posteriormente se bloquearon con suero de cabra al 1.5%. Y se
agregaron 100 ul del anticuerpo de c-kit (H-300) diluido 1:200 . Se incubo
durante 12 horas a 4°C. Se lavaron 3 veces con PBS en intervalos de 5
minutos, e incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (Goat anti-
rabbit, A-11012) en una dilucién 1:100 durante 90 minutos. Se lavaron tres
veces con PBS y montaron con Citifluor,

Tincidn de mitocondrias en espermatozoides

Espermatozoides obtenidos de epididimo se tifieron con dihidro-
rodamina 123 (1:1000) por 30 minutos en una cdmara himeda. Se realizaron
dos lavados con PBS. Y se observaron en el confocal.

Tinciédn de nicleos en espermatozoides

Espermatozoides obtenidos de epididimo en PBS se fijaron durante 5

minutos en acetona. Se tifieron con una solucién de Sytox al 3% en PBS con
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suero de cabra al 10%. Se lavaron 3 veces con PBS. Y se montaron y

observaron con microscopia confocal.

Microscopia de luz y de transmisién electrénica

De ratones KDY y Kit>**-loxP de 1 afio de edad aproximadamente se
obtuvieron testiculos y epididimos y se fijaron durante 12 horas a 4°C con
glutaraldehido al 2% en buffer de cacodilatos al 0.2%. Posteriormente se
lavaron con buffer de cacodilatos y se post-fijaron con osmio,
Posteriormente se deshidrataron con series de etanol y finalmente se
incluyeron en EPON 812. Los cortes semifinos y ultrafinos se cortaron en
ultratomo Nova. Los cortes semifinos (1um) se tifieron con azul de toluidina.
Mientras que los cortes finos (60 a 90 nm) se tifieron con acetato de uranilo y

citrato de plomo alcalino y se observaron en un microscopio electrénico Zeiss
EMS00.

Inmunocitoquimica en cortes de parafing

Los testiculos se fijaron en el fijador de Bouin's durante 12 horas a
Temperatura ambiente, posteriormente se deshidrataron con series de etanol
y Xilol e incluyeron en parafina. Cortes de 10um de grosor se desparafinaron
y rehidratron con series de etanol y xilol. Las plro’refnas c-kit, PLCy-1y fosfo-
PLCy-1 se detectaron utilizando el Vectastain Elite ABC kit .

Inmunodeteccidn de proteinas,

Las células espermatogénicas se aislaron de tdbulos seminiferos en
PBS. Las células espermatogénicas se lisaron durante 30 minutos a 4°C en

buffer de lisis, recuperdndose las proteinas solubles. Las proteinas se
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cuantificaron con el método de Bradford. Se realizaron geles al 7 6 10% de
acrilamida. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de
0.45um. Las membranas se bloquearon con BSA o leche en buffer Tris salino-
tween (TBST). Se incubaron con el anticuerpo primario diluido en TBST
durante 12 horas a 4°C. Después de tres lavados de 30 minutos cada uno con
TBST se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario acoplado a

peroxidasa. La visualizacién de las proteinas se realizo con ECL con las

especificaciones del proveedor.,

Medios v soluciones

Buffer de Lisis para obtencién de ADN gendmico.

KCl 50mMm
Tris pH 8.3 10mM
MgCI2 2mM

Gelatina 0.01%
NP-40 0.45%
Tween-20 0.45%

Proteinasa K 100ug/ml

PBS
Nacl 137mM
KCl 2.7mM
NaHPO, -7H,0 4.3mM
KHPO, 1.4mM

Solucidn de fijacidn

Formaldehido 1%
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Glutaraldehido
MqgCl;

EDTA

Nonidet P-40

Solucién de lavado
MgCl;
EDTA
Nonidet P-40
Deoxicolato de sodio
Solucidn de tincién
MgCl,
Nonidet-40
Deoxicolato de sodio
KsFe(CN)e
KsFe(CN)s

0.2%
2mM
5mM
0.02%

2mM
5mM
0.02%
0.01%

5-bromo-4cloro-3indoil b-b -Galactosidasa (X-gal)

Fijador Carnoy

Metanol : dcido acético, 3:1.

Solucidn de Hank (pH 7.4)
KCl 5.4mM
NaHPO, 0.3mMm
KH2P£)4 0.4mM

2mM
0.02%
0.01%
S5mM
5mM
Img/ml
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NaHCO;  4.2mM
CaCl; 1.3mM
MgCl, 0.5mM
MgsSO,  0.6mM
Nacl 137mM

D-glucosa 5.6mM

Solucidn de fijacidn y tincién de actina

En 1 ml de paraformaldehido al 4% agregar 1 ul de Tritén X-100.

Diluirlo 1:1 con medio de espermatozoides Yy agregar Alexa faloidina-rodmina.

Buffer de Cacodilatos
Cacodilato de Sodioc  20.15g
Hcl 0.1 ml
En 250 ml de agua bidestilada.

Azul de toluidina
Borato de Sodio 1%
Azul de toluidina 0.5%
Fijador de Bouin
Acido picrico saturado 85m|
Formalina (formaldehido al 40%) 10ml
Acido acético glacial 5ml
Buffer de lisis para proteinas

HEPES pH 7.5 25mM
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Nacl 150mM
MgCl, 1.5mMm
EDTA 0.2mM
Tritén X-100 0.5%
PMSF ImM
BGP 10mMm
NAF 10mM
NaVO4 200pM
Leupeptina 1pg/mi
Antipaina 50 ug/ml
DTT 0.3mM
TBST
TrispH 7.5 20mM
Nacl 150mMm
Tween 20 0.05%
Anticuerpos
Marca Dilucién
Anti c-kit (H-300) Santa Cruz (1:250)/BSA
Anti-b-tubulina(H-235) Santa Cruz (1:250)/Leche
Anti-fosfo-tirosina (4610) Upstate (1:4000)/BSA 0.1%
Anti-p85a (Z-8) Santa Cruz (1:100)/BSA1%
Anti-fosfo-PLCg-1 (H-162) Santa Cruz (1:250)/Leche
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Anti-fosfo-STAT3 (44-384) Biosource

(1:800)/Leche

Anti-fosfo-ERK ( E-4)

Santa Cruz

(1:500)/Leche

Anti-SHP-1 (C-19)

Santa Cruz

(1:250)/Leche

Anti-c-kit (M-14)

Santa Cruz

Anti-PLCg-1 (1249)

Santa Cruz
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Ectopic Expression of Kit”®'*Y in Spermatids of
Transgenic Mice, Interferes With Sperm
Morphogenesis
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Kit is a receptor tyrosine kinase that plays a fundamental role during the development of germ celis,
Additionally, a truncated product, tr-kit, expressed in haploid spermatids and mature spermatozoa can
induce parthenogenetic activation when microinjected into mouse eggs, through the activation of PLCy-1.
In this work, we induced ectopic expression of a mutated Kit protein, Kit"®'*Y during germ eell
development. The in vivo expression of this mutant in spermatids produced malformations in mature
spermatozoa, and in the most severe cases, sterility. Ultrastructural analysis indicated that condensing
spermatids in the transgenic mouse presented a mislocalization of the manchette; a structure that has a
crucial role during the elongation steps of spermiogenesis. This morphogenetic phenotype was
accompanied by an increased phosphorylation of PLCy-1 in spermatogenic cells. Interestingly, we also
found that, in wild-type testis, PLCvy-1 is specifically phosphorylated in condensing spermatids, coincident
with the timing of expression of tr-kit in spermiogenesis. We propose that alterations of PLCy-1 activity
artificially promoted by ectopic Kit"*!*¥ expression are related to the abnormalities of spermiogenesis. Our
observations suggest that PLCy-1 activity could be involved in the shaping of spermatozoa. Developmental
Dynamics 000:000-000, 2005. o 2005 Wiley-Liss, Inc. '

- Key words: Kit; spermatogenesis; differentiation; f{itml‘Y; phospholipase Cy-1; transgenic mice; manchette

Received 30 June 2004; Revised 19 October 2004; Accepted 19 October 2004

which induces dimerization and auto- Cy-1 (PLCy-1) and the Ras-GTPase—
phosphorylation of the receptor fol- activating protein also have been ob-

INTRODUCTION
Fu The c-kit gene encodes a receptor ty-

rosine kinase member of theflatelet-

&

derived growth factor (PDGF)
tor subfamily. This subfith ‘
characterized by an extracellular do-
main containing five immunoglobulin
repeats and a cytoplasmic kinase do-
main, which is divided into two sub-
domains: an ATP-binding site and a
phosphotransferase domain (Besmer
et al., 1993). Signaling by Kit occurs
upon binding te its ligend (Kitl),

yed:by the phosphorylaﬁQ%agigjﬂer'
) wynstream 5

subithit of the
phosphatidylinesitol 3 kinase (PI13-ki-
nase); Src-related kinases such as
Lyn, Fyn, and ¢:Src; components of
the JAK/STAT pathway; and adaptor
proteins such as SOCS1, GRB2, and
GRB7. Interactions of Kit with other
transducers suck as phospholipase

served, but the activation of the corre-

nal -sponding, pathways has not been

joistrated. Negative regulators of
it fuiiction re the protein kinase C
(PKC), the SH-2-containing tyrosine
phosphatase-1 and -2 (SHP-1 SHP-2),
and the SH2-containing inositol phos-
phatase (SHIP; Linnekin, 1999; Tay-
lor and Metcalfe, 2000).

Kit and its ligand are encoded at the

AQq .
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steel (SI) loci, respectively (Chabot et
al., 1988; Zsebo et al., 1990). Muta-
tions at these loci result in develop-
mental defects mainly affecting three
migratory lineages: pigment cells, he-
matopoietic cells, and germ cells. In-
activating mutant alleles of c-ki¢ fre-
quently display as loss of these cell
lineages (Besmer et al., 1993). In the
case of the germ lineage. this lose has
been associated to impaired migration
and decreased cell survival of mutant
cells (Dolci et al., 1991, Pesce et al.,
1993, Buehr et al., 1993). The Kit re-
ceptor also plays additional roles in
further stages of the development of
the germ cell lineage, because hoth
oogenesis and spermatogenesis be-
come affected in weak W and S! al-
leles. For example, in SI'™® mice,
spermatogenesis is severely affected,
but oogenesis is normal (Peters et al.,
1987). In contrast, S, SI*, and
SI[°°® mutations impair female fertil-
ity, whereas males are fertile
(Beechey and Searle, 1983; Kuroda et
al., 1988; Huang et al., 1993). These
observations indicate that Kit partici-
pates in several processes during the
development of germ cells and ga-
metes, involving both cell prolifera-
tion and survival of the earliest pre-
cursor cells, as well as differentiation
of postnatal cells.

The participation of Kit in gameto-
genesig is in agreement with its ex-
pression pattern. This receptor is first
expressed in migratory primordial
germ cells (PGC) from day 7.5 posteo-
itum (7.5 dpe) to 13.5 dpc {Ma
and Bac.hvarova, 1991). In
Kit is expressed in primord

and growing oocytes throughout folh- ‘

cle development and in theca cells
(Horie et al., 1991). In the testis, ¢-kit
expression is restricted to spermato-
gonia, primary spermatocytes, and
Leydig cells (Sorrentino et al., 1991).
Additionally, a truncated Kit product,
tr-Kit, is specifically expressed in
males at postmeiotic stages and
present in mature spermatozoa (Al-
banesi et al.,, 1996). The tr-Kit corre-
sponds to the phosphotransferase do-
main and the cytoplasmic catalytic
tail of full-length Kit (Rossi et al.,
2003). This signaling molecule has
been shown to induce parthenogenetic
activation when microinjected into
mouse eggs, suggesting that it could
play a role in fertilization (Sette et al.,

1997). It has been demonstrated that
tr-kit is able to induce PLC+-1 ty-
rosine phosphorylation and that this
activity is required for tr-kit mouse
oocyte activation (Sette et al., 1998).
The accumulation of tr-kit during
spermiogenesis also suggests its par-
ticipation in this process,

Despite the many in vitro studies on
the ability of the Kit receptor to acti-
vate multiple signaling cascades, the
role of individual pathways in the con-
trol of developmental processes in the
intact animal are only starting to be
understood. An interesting example is
the demonstration that inhibition of
Kit-induced activation of the PI3-
kinase in the live mouse is essential
for spermatogenesis and ocogenesis
(Blume-Jensen et al., 2000; Kissel et
al., 2000), whereas melanogenesis, he-
‘matopoiesis, and PGC development
are not affected. This finding indicates
that gametogenesis is a sensitive tar-
get when Kit function is altered.

Activating mutations in the Kit re-
ceptor have also been identified in
both rodent and human mast cell len-
kemia (Kitayama et al., 1995; Blume-

Jensen and Hunter, 2001). Expression -

of these variant forms of Kit in cell
lines results in oncogenic transforma-
tion . (Blume-Jensen, 'and Hunter,

"2001). One activating Kit mutation in-

volving the substitution of a tyrosine
for aspartic acid at codon 814 (D814Y)
has been described in the mouse mas-
tocytoma cell line P815, This mutation
confers a dominant-positive activity to

Horio

with Kitl and causes oncogenic acti-
vation, mimicking the human muta-
tion D816V (Piao and Bernstein, 1956;
Piao et al, 1996). D816V has been
identified in different types of human
tumors, including seminomas (Blume-
Jensen and Hunter, 2001; Sakuma e:
al, 2003). Although the ability of the
KitP3Y mutation to induce excessive
proliferation, aberrant differentiation
and neoplastic transformation in vitro
has been demonstrated in different
cell lines (Tsujimura et al., 1994:
Kitayama et al., 1995; Piao and Bern-
stein, 1996), the in vivo recapitulation
of these phenotypes has not been at-
tempted. The reintroduction of the
KitP®'*Y mutation to an in vivo sys-
tem could provide insight into the fun-

ve

tor, which_ gon thiz & uonver- of ]
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damental mechanisms underlying
regulation of cell growth, migration,
and differentiation and further under-
standing of oncogenesis.

In this work, we generated a trans-
genic mouse that expresses the D814Y
mutation in male haploid germ cells.
The in vivo expression of this mutant
had an effect on spermiogenesis that
lead to sterility end malformatione in
mature spermatozoa. These effects
were coincident with an enhanced
phosphorylation of PLCy-1 in sper-
matogenic cells. Of interest, immuno-
localization of phosphorylated PLCy-1
in wild-type testis revealed that this
signaling molecule is specifically acti-
vated in condensing spermatids, sug-
gesting that PLCv-1 activity could be
involved in the shaping of spermato-
zoa.

RESULTS

Activation of KitP814Y
Expression in Germ Cells by
Cre-Mediated Recombination

To study the effects of reintroducing
the Kit?®'*¥ mutation to an in vivo
system, we produced a transgenic
mouse in which Kit?®*Y would be
transcribed in germ cells and thereaf-
ter in gamstes. We used the condi-
tional CrefloxP gene targeting ap-
proach. To activate the KitU814Y
expression, we used the TNAP®™ and
the KitP®Y JoxP transgenic lines.
The TNAPC™ line sllows the targeting

gestricted genomic alter-
et al., 2000); and the
P line, which wae gener-

'ated for the present work as described

in the experimental procedures, con-
tains a transgene that allows the ex-
pression of the B-geo reporter gene be-
fore Cre-mediated excision occurs. Cre
excision removes the reporter gene
and should induce a strong expression
of kitP81%Y from the pCAGG promoter.
Due to the methodology used for the
generation of these mice (see Experi-
mental Procedures section), only one
Kit®®*Y_oxP line was obtained and
analyzed for B-galactosidase expres-
sion. We found that, in 13 dpc em-
bryos, transgenic expression was not.
ubiquitous but rather restricted to the
heart and somites. Because our previ-
ous observations had indicated that
B-galactosidase activity could not be
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positively assayed in the embryonic
gonad, we performed in situ hybrid-
ization for B-galactosidase in 13 dpc
gonads to determine the activity of the
transgene in PGC. We found no ex-
pression of the transgene in the germ
cells at this stage. Testis and ovaries
were analyzed by 5-bromo—4 chloro-3 in-
dolyl B-D-galactosidase (X-gal) staining.
Tn edult ovaries, cogoniae were found
negative at all stages. In contrast,
spermatogenic cells -were efficiently
stained in adult testis, where particu-
larly spermatids and spermatozoa
showed a strong signal (Fig. 1A), indi-
cating that the transgene was active
in postmeiotic germ cells. On the other
hand, dipleid spermatogenic cell types
presented a subtle staining. The anal-
yses of younger testis (8, 10, and 13
days postnatal [dpn}) confirmed that
spermatogonia and spermatocytes
presented a low activity of B-galacto-
sidase, suggesting that, at diploid
stages, the transgene was partially si-
lenced (Fig. 1B).

A segregation analysis of the trans-
gene indicated that it was present in
the X chromosome. Transient inacti-
vation of the X chromosome is known

to oceur in primary spermatocytes

during the first meiotic prophase. For
some X-linked genes, this transcrip-
tional inactivation persist for the re-
maining of spermatogenesis, but, oth-
ers become reactivated or activated
for the first time in postmeiotic sper-
matids (Lifschytz and Lindsley, 1972).
in the case of the KltDB“Y-loﬁilme a
significant transgenic expre :
found only after this ,;}
then X chromosome inactivdtion could
contribute to the silencing of the
transgene in spermatocytes, but it
should not have a further influence on
the transgenic expression during sper-
miogenesis. In the same way, it should
not alter the level of expression found
in spermatogonias. Although as men-
tioned, spermatogonias expressed
only weakly the transgene, because
the KitP®'*¥ mutant could be expected
to have a strong effect on prolifera-
tion, we used the transgenic line to
study the effects of the KitP#4Y on
spermatogenesis. However, the pres-
ence of the transgene in the X chromo-
some precluded the generation of male
homozygous  Kit?®*'*¥.JoxP  mice.
Therefore, the phenotypes described

) (havnor could be explamed as a func-

below were observed in hemizygous
male transgenic mice.

The mating of the deseribed trans-
genic lines allowed the generation of
double transgenics in which the
kit?511Y geng was activated in male
germ cells. Mutant mice derived
thereof were designated KDY mu-
tants and genotyped by polvinerase
chain reactioe (PCR) as detailed in
methods, -

Ectopic Expression of
Kit?®'*Y in Male Germ Cells
Causes Sterility and
Malformations in
Spermatozoa

Each of approximately 100 male KDY
mutants was mated with at least four
wild-type females to test their fertil-
ity. The average progeny size for each
mouse was established, and the data
were processed using a Chi-squared
test. According to this analysis the
mutant population -presented an ab-
normal fertility showing statistically
significant difference (P. < 0.01) com-
pared with the wild t;s{pe population.
Among the muta.nt mice, only 65%
presented a normalCD1 litter size
(approximately 12 pups}. The rest pro-
duced a smallér number of offspring,
including a group (13%) in which mice
were either completely or nearly ster-
ile (1.68 = 1.82 pups). The variability
of this mutant populatlon, thus, was
abnorma.lly high, presentmg an aver-
; 6 i

tion of the amount of Kit™**Y protein
in spermatogenic cells, which in turn
depended on the Cre-excision effi-
ciency. This finding was demonstrated
by immunoblot analysis of spermato-
genic cells that showed an average of
4.6-fold increase of the KitP®'#Y pro-
tein with respect ta the endogencus
Kit level in spermatogenic cells of the
so-called sterile mice, compared with
an average of 1.65 increase in the re-
maining transgenic population (Fig.
1C). The sterile group of mice were
used for the analysis of the present
work, whereas single transgenic
KitP314Y_[oxP littermates were used
as controls.

To confirm that mice considered

sterile were in fact unable to fertilize
an cocyte, and thus discard a possible
effect on preimplantation develop-
ment, we mated mutant mice with
wild-type females and recovered eggs
at 0.5 dpc. Nuclei of egga exposed to
control and mutant sperm were
stained. We found that, in the latter
group, the two pronuclei that charac-
terize feriilized oocyter were not
formed, even thcugh sperm were
present in the flushed material (not
shown).

Light microscopy observations of
testis sections from sterile KDY mice
showed apparently normal seminifer-
ous tubules where cells of all spermat-
ogenic stages, including mature sper-
matozoa, were present. However,
sperm from sterile KDY mutants un-
der the light microscope exhibited
morphological abnormalities both in
the head, which looked loose and ex-
panded (sometimes presenting a club-
shape), and in the flagellum, which
was partially or completely coiled
around the head (Fig. 2A). These de-
fects looked the same in epididymal
spermatozoa or in ejaculated sperm. A
quantification of the malformations
indicated that, in sterile KDY mice,
93 = 9% of spermatozoa were abnor-
mal, compared with 24 = 15% in con-
trol spermatozoa (n = 13). In a further
characterization,  phalloidin—Alexa
staining of control and mutant sperm
indicated the anomalous absence of F-
actin in the head of all abnormal sper-
matozoa (n = 4 sterile mics; Fig. 2B).

molecule was present
Fgubacrpsomal region as in nor-
mal spermabozoa The flagellum pre-
sented an apparently normal staining
of both ‘markers. dihydrorhodamine
123 staining showed that mutated

AL .

sperm had ectopically localized mito- -

chondria in the head, in addition to &
normal distribution of these or-
ganelles in the middle-piece of the
sperm-tail (not shown).

To characterize more precisely the
defects of mutant spermatozoa, obser-
vations were made using transmission
electron microscopy (Fig. 2C). Sec-
tions of an epididymal coiled sperma-
tozoa showed that the head and differ-
ent parts of its tail were embedded in
a common cytoplasm, indicating an
improper elimination of the residual
body. This finding perhaps prevented
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B-tubUlin [wew swer —

Fig. 3. Spermatogenic cells of KDY mice express Kit®'*", A: Inmunohistochemistry in mature soerm preparations shows expression of Kit®®'*-in
abnorma' sperm from KDY mice compared with Kit®#'*¥-joxP spem where no expression was 2etecled. B: immunchistochemistry of Kit in testis
paraffin sections. In KiT™'*Y-loxP sections, only sparmatogonia B show Kit endogenous expressicn. In contrast, in KDY sections, additicnal positive
signal is cetected in step 2, 3, 6, and 9 spermatids. In spsrmatids, the highast expression was kcalized around the nuclei. B, spermatogonia B; P,
pachytere spermatocytes; 2-3, 6, and 9, spermatics step 2-3, 6, and 9, respectively; Se Sertoli cell. Scale bar = 10 am in A (applies to A.B).
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the normal organization of the kead
and flagellum and caused the coiling
observed by light micrescopy. Addi-
tional alterations found in the head
included acrosomal hypoplasia and a
misshapen nucleus. In contrast, the
flagellum components (mitochon-
drion, microtubules, fibrous sheath,
and outer dense fibers) were correctly
arranged and distributed, aund cross-
gections of the tail demonstrated a
normal axonemal structure (inset in
Fig. 20).

To provide additional evidence that
correlated the sperm malformations
with the expression of KitP3'4Y we
performed anti-Kit immunostaining
in testis sections and sperm from con-
trol and sterile mice. We confirmed
that defective sperm strongly ex-
pressed KitP®'4Y (Fig. 3A). In testis
sections, we found that the Kit mutant
form was present in all types of hap-
loid germ cells. Remarkably, a partic-
ular subcellular - localization for
Kit®**¥ was found in round sperma-
tids, In early round spermatids,
KitP811Y was localized in the proacro-
somic granules, and in late round
spermatids, it was detected outlining
the nucleus hemisphere, on the acro-
somic membrane (Fig. 3B). On the
other hand, none of the diploid types
showed a significant expression of
Kit"81%¥ (Fig. 3B), indicating that ex-
cision by Cre of the floxed sequence
was insufficient to allow a minimal

Mutant KitP84¥ Mice
Present Abnormalities at
Late Stages of
Spermiogenesis

Consistent with the expression pat-

tern of Kit?5'%Y in the KDY mouse,
many of the abnormalities seen in the

sterile mice were indicative of a differ-

entiation probler: during apermingec-
egig. For this rzason, we analyzed
semithin sections of sterile and con-
trol testis to establish the timing of
abnormal development. By light mi-
croscopy, we were able to identify mor-
phologically normal spermatogonia
and spermatocytes at all stages of de-
velopment and in apparently similar
quantities as in control testis. This ob-
servation indicated that spermatogen-
esis proceeded normally throughout
cell division and meiosis. Similarly,
we found that spermatids progressed
through the early stages of spermio-
genesis until step 8 of development
that corresponds to the transition be-
tween round and elongating sperma-
tids. In stage VIII tubules, we found

. that step 8 round ‘gpermatids pre-

sented a different nuclear appearance
and the typical clumps of chromatin
were not obgerved (Fig. 4A). Sperma-
tids of step 9 appeared clearly defec-
tive, with a misshapen and distended
nucleus instead of the normal elongat-
ing nucleus (Fig. 4A). Transmission
electron microscopy yielded additional
details on the position of the perinu-

perinuclear ring accompanied by a
wider insertion of microtubles of the
mantle, confirming the nuclear defor-
mity and the lack or hypoplasia of the
acrosome (Fig. 4B).

Constitutively Active KitP814¥
Increases PLCy-1
Phosphorylation and
Decreases SHP-1

To explore the signaling pathways
that are activated in the Kit?®#4Y mu-
tant mouse, we wanted to compare the
spectrum of tyrosine phosphorylated
proteins from transgenic and control
spermatogenic cells. Spermatogenic
cells at different stages of differentia-
tion can be fractionated as described
by Bellvé (1993); however, this
method requires a high number of tes-
tes. Given that a low percentage of
sterile KDY mice were available, frac-
tionation was not possible. For this
reason, we used spermatogenic whole
cell lysates. The biochemical analysis
led to the detection of four proteins
that presented a stronger tyrosine
phosphorylation in the KitP#*4Y gyer.
expressing ‘spermatogenic cells (Fig.
5A). Among them, a 160-kDa protein
was identified as PLCy-1 with the cor-
responding antibody, a 140-kDa pro-
tein corresponded to Kit, and two pro-
teins of 124 kDa and approximately
40 kDa could not be identified. Addi-
tionally, we carried out immunoblot.
analysis for proteins that are phos-

expression of the mutant gene, Based manchette gnd micro-  phorylated in,the Kit signaling path-
on this result, we considerdd®it o D i m ¥ eins tested were as fol-
likely to find a phenotype i fless We o@éé”ﬁéd ran ;%lo which could indicate
to these cell types. 2 jection of the ~pd in the activity of the

Fig. 1. Tha transgens is expressed in the testes of the Kit™'“"-joxP line. A: Transverse sections -F wild-type (W) and transgenic (Kit®®"*Y-joxP) adult
testes stained for B-galactosidase activity. Sections were countarstained with hematoxylin for nuceus detection (upper pictures). B: p-Galactosidase—
positive signal is detected in the spermatogenic ceits of the Kit®®'*Y-joxP mouse by the blue staring observed In the different amplifications shown.
Transverse sections of transgenic (Kit™®'“"-JoxP) B days postnatal testes stained for B-galactzsidase activity. B-Galactosidase—positive signal Is
detected in spermatogonias and Senoli cells of the Kit®'*"-iox® mouse by the blue staining. C: 3permatogenic celis of the double-transgenic mice
(KDY) expressed 1.8- or 5-fold increased concentration of the Kit?*'““protein, compared with the axpression in spermatogenic cells of Kit®®*Y-foxP.
Upper panel: Anti-Kit immunablots of whole spermatogenic cells lysates. Lower panel: Membranes were strippad and re-biotted with the anti~B-tubuin
antibody to show protein levels. Scale bar = 50 um in AB.

Fig. 2. Sperm morphology is abnormal in the KDY mice. A: Nomarski microscopy imaging = KDY mice spermatozoa. 1: Sperm with normal
appearance. 2-5. Abnormal flagella with (2) bending tail, (3) looping tail, (4) coiling tail, (4) and (£ head malformations. B: Actin filaments staining of
Kit®#'*Y-joxP and KOY mice. In KDY, sperm actin fitaments are observed in the middie piece of =& sperm tall but not in the postacrosomal region of
the sperm head, as in control sperm. mp, migdie piece; h sperm head, postacrosomal region. C: Transrmisskon electron photomicrographs of cross-
and transverse-sectioned epididymal sperm of Kit™“¥-loxP and KDY mice. The nuciei and several sections of middle and principal piece of the tali
are contained within a common cytoplasm in the KDY sperm; also, acrosome hypoplasia is obsarved. Cytoskeleton and general organization of the
flagella in KDY sperm appear normal; insat shows more detail of KDY sperm. Scale bar = 1 pm ir C. a, acrosome; fs, fibrous sheet; m, mitochondria;
mt, microtubules; n, nucleus; odf, outer dense fibers.
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Fig. 4. Malformations during spermiogenesis in the KDY mouse. A: Semithin sections of Kit®#147.
loxP and KDY testes at VIll and IX stages. Malformations of spermatids begin in step 8 in KDY.
Spermatids of step 9 presented anomalously shaped and distended nuchei (arrows), compared with
the normal appearance of the elongating nuclei. PI, pre-leptotane; P, pachytene; L. leptotene; Se,
Sertoli cell; 8, spermatids step 8; 9, spermatids step 9. B: Transmission electron photomicrographs
of step 11 spermatics transversal sections. The KDY mouse shows an asymmetnical lateral

projection of the perinuciess ring with a wider manchette and a deformed nucleus. n, nucleus; pr!

perinuclear ring; m, manchette. Scale bars'= 10 um in A, 1 wmin B,

PI3K pathway; Erk-1, which has
been implicated in meiosis progres-
sion of spermatogenic cells (Sette et
al., 1999); STAT3, which is directly
phosphorylated by Kit; and the pre-
viously identified PLCv-1. Through
these experiments, we confirmed by

immunoblot analysis (see Experi-
mental Procedures section) that
phosphorylation of PLCwy-1 in ty-
rosine residue 783 was increased
(1.9 = 0.42; n = 4) in spermatogenic
cells of mutant mice compared with
those of wild-type testis. Other sig-

B Yo

ePLCr1 [t G |
g

pERK1

Fig. 5. KDY spernatogenic cslls show an en-
hanced phospholipase Cy-1 (PLCv-1) tyrosine
phosphorylation. A: Anti-phosphotyrosine im-
munobilots of whole spermatogsnic cell lysates
from the Kit®®'*YJoxP and the KDY mice. The
KDY moause presants an increased phosphory-
lation in four proteins labeled with an arrow,
arowhead, and stars. Membranes were
stripped and re-blotted with the anti-PLCy-1,
anti-p85a, and anti-B-tubulin. The band labeled
with an armow was positive for anti-PLCy-1, the
protein labeled with an arrowhead corresponds
to c-Kit, and protelns labeled with stars wera
not identified. Anti-g-tubulln  immuncblot
shows protein levels. B: Immunoblets for anti—
PPLCy-1, antl-pSTAT3, and ant-pERK-1 pro-

- teins In whole cell lysates of Kit™®'**-joxP and

KDY spemmatogenic cells. An increased phos-
phorylation is observed only for PLCy-1. Mam-
branes were stripped and re-blotted with the
anti~B-tubulin antibody to show protein levels.
C: Immunoblot to detect SH-2-containing ty-
rosine phosphatase-1 (SHP-1) protain In whole
cell lysates of Kit®®**'-loxP and KDY spermat-
ogenic cells. SHP-1 protein is barely detected
in the KDY protein extract compared with the
detection in spermatogenic cells lysates of
Kit®®'#¥-joxP. Membranes were stripped and
re-blotted with the ant-g-tubulin antibody to
show that equh«alent amounts of protelns were
loaded.

naling molecules (p85a, STAT, and

The KDY mutatmn i known to in-
duce degradation of the protein ty-
rosine phosphatase SHP-1 in IC2

cells (Piao et al., 1996). As men-
tioned, SHP-1 is a negative regulator
of signaling by Kit and other recep-
tors, and its degradation constitutes
part of the mechanism of ligand-
independent activation by KitP3'4¥.
For this reason, we tested whether
the amount of SHP-1 was affected in
spermatogenic cells from the KDY
mutant mouse and accordingly, we
found that the 65-kDa protein corre-
sponding to SHP-1 was significantly
reduced in the protein extract ob-
tained from the transgenic testis
(Fig. 5C).
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Specific In Vivo
Phospheorylation of PLCy-1
Occurs in Elongating
Spermatids

Our evidence indicated that the ef-
fects of Kit?®'*Y in spermiogenesis
were coincident with an enhanced
phosphorylation of PLCy-1. To evalu-
-ate if this finding could be meaningful,
we determined whether phosphoryla-
tion of the PL.Cy-1 protein occurred at
specific stages of spermatogenesis.
For this purpose, we performed anti—
PLCy-1 and anti-p-PLCy-1 immuno-
staining in testis sections of wild-type
and sterile mice. In wild-type mice,
PLCy-1 was expressed in the cyto-
plasm of all spermatogenic cell-types;
at the first stages of spermiogenesis
(steps 2-3), it presented a particular
distribution in the proacrosomic-gran-
ules; later in round spermatids,
PLCy-1 was detected within the acro-
some (Fig. 6A). Whereas PLCvy-1'was
found ubiquitously expressed, the
phosphorylation of this -protein oc-
curred at particular developmental
stages. Wild-type preleptotene sper-

Fig. 8. - Flg. 6. Immunohistochemistry of phospholipase
) * Cy1 (PLCy-1) and pPLCy-1 in paraffin sec-

- tions of Kit™®'*"-loxP testes. Az PLCy-1 is ob-

- sarved ublquitously in all spermatogenic celis.

In step 2, spermatids PLCy-1 is strongly de-
tected in the proacrosomic granule. At later
stages (5-6), PLCy-1 is also observed sur-
rounding the nucleus. B: Phosphorylation of
PLC-, -1 is ﬁrst observed In preleptotene sper-

7 A 9tostep14spermauds In
sleps 15 and 18, spermatids phospherylation of
PLCy-1 is not observed. Spermatogenic cells
are negative in the control immunohistochem-
istry, where no primary antibody was usaed. in,
intermediate spermatogonia; Se, Sertoll cell; PI,
preleptotene spermatocytes; L, leptotene spar-
matocytes; P, pachytene spermatocytes; 2-16
sparmatids from step 2 to step 16. Scale bars =
10 wm in A,B.

Fig. 7. in KDY spermatogenic cells, phospho-
lipase Cvy-1 {PLCy-1) presents a stronger pos-
itive signal compared with Kit®®**"-loxP. Phos-
phorylation of PLCv-1 is observed in the same
stages of spermiogenasis. as in the KiP2'Y-
loxP testes in the KDY mouse spermatids. A
higher intensity of staining is appreclated at
step 9 and more cleardy obsarved at steps 11
and 12. PI, preleptotene spermatocytes; L, lep-
totene spermatocytes; Z zygotene spermato-
cytes; 9, spermatids from step 8; 11-12, sper-
matids from steps 11 and 12. Scale bar = 50
Fig. 7. am.
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matocytes were p-PLCy-1-positive,
but signal decreased in leptotene sper-
matocytes and was weak in zygotene.
The mnext stage where positive
p-PLCv-1 signal was detected in the
spermatogenic cells corresponded to
step 9 spermatids. PLCvy-1 remained
phosphorylated in condensing sper-
matids until step 14, and importantly
it was localized around the nuclear
eavelope in these spermatids. In step
15 and 16 spermatids PLCy-1was not
longer phosphorylated (Fig. 6B). The
KDY sterile mice conserved the same
pattern of phosphorylation of PLCy-1
as the wild-type mouse, both in sper-
matocytes and condensing spermatids
(Fig. 7). However, an image analysis
with the Image J (NIH) program on
three different samples indicated that
signal in KDY-positive celis was more
intense, pointing to the possibility of
an enhanced phosphorylation in these
cells. This result is in agreement with
the observation made in the quantita-
tive immunoblot and suggests an in-
teraction of KDY with the PLCy-1
pathway that occurs in parallel with
the described phenotypical alterations
in spermatids of sterile mice.

DISCUSSION

In this work, we have characterized
the phenotype of mice obtained by a
Cre-loxP approach, expressing a mu-
tant Kit receptor (KitP®'*Y) in germ
cells. This mutation is known to pro-
duce a ligand-independent activation
of the receptor (Piao and Bé¥nstein,
1996) and, thus, was e m-
duce an ectopic and increass

d°Kit sig
naling during germ cell development
We demonstrated the presence of the
Kit®®%¥ protein in spermatids and
mature sperm. However, despite that
we used the pCAGG promoter, which
has been shown to be active in all
types of germ cells in different trans-
genic mouse lines (Lobe et al., 1999,

ABgRamos-Mejia et al., in press), in the

KitP8Y_loxP line, the transgene was
silenced in primordial germ cells and
oocytes and only weakly expressed in
diploid spermatogenic cells. There-
fore, these cells did not express the Kit
mutant form in double-TNAPSre
Kit"® %Y [oxP transgenic mice. Conse-
quently, our study focused on the de-
termination of the effects of the
transgenic expression during spermio-

genesis, in which we found that ec-

topic Kit"®'"Y caused malformations

in sperm morphology and sterility.

The kit?51%Y mutation is equivalent
to the D816V human mutation that
was originally described in mastocyto-
mas (Kitayama et al., 1995). Expres-
sion of KitP®4Y in mast cell lines is
sufficient to produce sustained prolif-
eration and oncogenic activation due
te a deregulation of cell growth and
differentiation (Piao and Bernstein,
1996). The mechanism of Kit constitu-
tive activation in cell lines by this mu-
tation has been found to be associated
to the ubiquitin-mediated degradation
of SHP-1 and to an increased in vitro
catalytic activity of the mutant form
compared with Kit (Piao et al., 1996).
Accordingly, spermatogenic cells in
the KDY mutant mouse showed an
increased degradation of SHP-1, indi-
cating that the receptor is functional
and suggesting an enhanced Kit activ-
ity. On the other hand, the general
pattern of protein tyrosine phosphor-
ylation of the mutant cells was very
similar to that of wild-type cells, sug-
gesting that the constitutive active
Kit™8Y does not. lead to significant
alterations in the fidelity of signaling.
However, differences were detected in
the intensity of phosphorylation of at
least four particular proteins. One
was identified as PLCy-1 and other
corresponded to Kit.

The mutant KDY mice presented a
distinct phenotype. The ectopic ex-
pression of the Kit mutant protein
.. bréduced abnormal s rmafozoa We

% pHivided evidency y
i 1)01."?.‘l]J1ﬁlOr|‘,zﬁ,d was associated
with the presence of a higher amount
of the mutant Kit protein. However;
the low percentage of sterile mice in-
dicates that a large amount of the pro-
tein was needed to cause detectable
morphogenetic alterations. Consider-
ing the evaluated efficiency for the
TNAP®™ mouse, it seems that only a
complete excision of the floxed se-
quence resulted in a sufficient expres-
sion to produce a notable effect.

The production of mature spermato-
zoa from precursor germ cells is a
complex process in which three major
stages can be distinguished: sper-
matogonial proliferation, meiosis, and
spermiogenesis. Consistent with the
expression pattern of the transgene,
in the KDY mouse, only spermiogene-

t}:iat sterihiar' in the

sis was affected. We found a defective
sperm nuclear shaping process, in ad-
dition to acrosome hypoplasia and
flagellar abnormalities such as loop-
ing and folding. Ultrastructural anal-
ysis indicated that morphogenesis
started to fail by the time spermatids
initiate their elongation. Elongation
spans from step 8 to 14 and is mainly
characterized by the shaping and con-
densation of the nucless, which
changes from a spherical to a flattened
shape. Head abnormalities in sperma-
tozoa of the KDY mouse, were pre-
ceded by a deficient development of
the acrosome and a disorganization of
the manchette and perinuclear ring
extension in elongating spermatids.
The manchette is a distinctive struc-
ture composed of microtubules that is
inserted into the perinuclear ring sur-
rounding the nucleus, and extends
from the acrosomic system into the
cytoplasmic lobe (Clermont et al.,
1993). It is a transient structure,
whose existence overlaps with the pro-
cess of nuclear elongation. This tim-
ing, combined with several observa-
tions made in mutant mice and after
drug treatments that correlated an
abnormal position of the manchstte
with an abnormally shaped spermatid
nucleus, have led to the belief that it is
mechanically involved in the shaping
process (Russell et al., 1991; Meis-
trich, 1993). The KDY mouse repre-
sents a new genetic condition that re-
sults in the improper formation of.the
manchette. Moreover, the correlation

_betweep thed icular morphologi-
Fealy th the ectopic activation
“of; ig, introduces a novel as-

pect suggestmg a participation of sig-
naling molecules in nuclear elonga-
tion. Another well-characterized
example among mutant mice is the
azhfazh mouse, which also displays
deformed sperm nuclei and multiple
coiling of the sperm tail (Meistrich et
al., 1990). The azh phenotype is highly
similar to that of the KDY mouse. The
gene affected in the azh mutation has
been identified as Hookl. The HOOK1
protein belongs to a microtubule-bind-
ing family that also can bind to spe-
cific organelles. It has been assumed
that HOOK1 might establish contact
between the manchette and the nu-
clear envelope (Mendoza-Lujambio et
al,, 2002). Considering that, in the
KDY mouse, microtubules of the
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. manchette are normally formed but son et al.,, 1999), these models have that mutant c-kit could lead to the aq:2
not properly positioned in the perinu- not been studied in terms of their fer- overstimulation of PLCy-1 phos-
clear ring, it is possible that, among tility. Quantitative biochemical anal- phorylation, producing alterations in
. the targets of the ectopic Kit signal- ysis indicated that, among the compo- the dynamics of the actin filaments
ing, a protein that interacts with nents that participate in the Kit present in the acroplaxome. Another
. HOOK1 is included. cascade that were tested, one that interesting aspect worth noting is
Immunolocalization studies of the seemed to be affected was PLCy-1 that PLCy-1 phosphorylation in the
. Kit?®4Y protein revealed that, in whose phosphorylation was increased wild-type mouse is coincident with
round and elongating spermatids, this twofold. Although we do not demon- the time when tr-kit is expressed in
. transgenic protein was conspicuously strate that the phenotype of the KDY spermatids (Albanesi et al., 1996).
localized to the prospective acrosome 1nouse is mechanistically associated to  As mentionsd, injected tr-kit induces
complex. This result is meaningful be-  the PLCy-1 pathway, we found correl- the activation of PLCy-1 during pro-
. cause, in later stages of development, ative data suggesting a relevant role motion of parthenogenstic activation
in addition to the acrosome hypopla- for this pathway during sperm elonga-  in oocytes (Sette et al., 1998). There-
. sia, the anterior part of the spermatid tion. Among these data, a very inter- fore, potentially, tr-kit could act as a
nucleus is not formed correctly. In this  esting finding of our work is the mediator of PLCy-1 activation also
] . region between the acrosome and the immunolocalization of PLCy-1 phos- during spermiogenesis. Activation of
nucleus, a cytoskeletal plate called the phorylation during the elongation PLCy-1 by tr-kit in cocytes is known
. acroplaxome has been described (Ki- steps of spermiogenesis (steps 9to 14), to involve the formation of a multi-
erszenbaum et ai., 2003a). The acropl- although PLCy-1 expression was molecular complex composed of
. axome contains F-actin and keratin 5 found through all the spermatogenic PLCy-1, the Src-like kinase Fyn, and
and is anchored to the spermatid nu- stages. This phosphorylation was ab- the RNA binding protein Sam 68
cleus. Recent experimental evidence sent after the nucleus shaping was (Paronetto et al., 2003). To this re-
. supports the proposal of a contribu- completed, making the observation spect, it would be interesting to ex-
tion of the acrosome to the spermatid more significant, becanse it correlates plore which Srec-like kinases are
. nuclear shaping and assigns a role to  with the stages where the manchette present in elongating spermatids
the acroplaxome in an anchoring is present. Alsc interesting is the ob- and what is their subcellular local-
@ mechanism that fastens the acrosome  servation that phospho-PLCy-1 was ization.
and modulates the forces operating localized in the v:cuuty ,\,f the nuclear An additional hypothesis in relation
. during nuclear shaping (Kierszen- if to the actions of mutant c-kit in the
baum et al., 2003b, 2004). On the common for this phasphohpasa ‘butit KDY mouse that involves the partici-
. other hand, the acrosomal complex is consistent with the expected site of pation of tr-kit, is that Kit®%14¥ could
) maintains & structural relationship action of this signaling molecnle, if we be mimicking a nonreceptor kinase
e with the manchette through the pe- suppose a putative function during and activate tr-kit during spermatid
. ‘ rinuclear ring. Thus, the subcellular the nuclear elongation. elongation, increasing its natural ac- -
localization of KitP®'4Y could provide In the hypothetical situation that tivity and allowing the posterior acti-
. an explanation for the anomalous or- the PLCy-1 pathway was involved in  vation of PLCy-1. To evaluate the dif-
ganization of the manchette and isin the sperm phenotype in the KDY ferent suggested hypothesis it would
. agreement with the phenotype de- mouse, an obvious question 1s how be BSSBDtlﬂl to determine whether tr-
scribed. In this context, it @ﬁﬁerest- &l ion of KitP814% hypetphosphorylated in the
. ing that, in the KDY mousaéig halldi- ; %% pat vga%!ﬂp odt ARG L tgﬂae KDY mice.
din staining of mature s 1atoz 4. Ajfe i motpho"g egis. JA ghision, in this work we have
. showed the absence or mislocalization tioned, c-kit can bind and phosphop produv d a mouse mutant that dis-
of actin filaments in the subacrosomal ylate PLCy-1, but different results plays defects in the last steps of sper-
region, suggesting an abnormal regu- have suggested that these actions do  miogenesis. This mouse offers an op-
. lation of actin polymerization, possi- notlead to the activation of the path- portunity to study the process of
bly originated at spermatid-stages. way (Herbst et al., 1991; Blume- spermatid elongation in relation to
. Further characterization of the acro- Jensen et al., 1994; Kosawa et al., the activation of specific signaling
plaxome componente would be impor- 1997, Linnekin, 1999). Furthermore, molecules. While the particular sub- AQ:3
. tant to determine the integrity of this it has been shown that phosphoryla- cellular localization of Kit®314Y in the
cytoskeletal plate in the spermatids of tion of PLCy-1 in tyrosine residue prospective acrosome, as well as its
. the KDY mouse. 783 by PDGF, plays an important effect on PLCy-1 phosphorylation dur-
The morphological effects on sper- role in localizing PLCy-1 to the cy- ing spermiogenesis are artificially
. miogenesis here described were all toskeleton and modulating actin po- provoked, they contribute to uncover a
due to an ectopic activation of the Kit- lymerization (Yuet al., 1998; Peiand putative role of PLCy-1 in spermio-
signaling pathway. Potentially, the Williamson, 1998). Yu et al. found genesis and suggest the participation
. decreased concentration of SHP-1 that an increased phosphorylation of of tr-kit during the process. To dem-
found in the KDY spermatogenic cells PLCy-1 led to the disassembly of ac- onstrate a function of PLCy-1 and tr-
‘. could be involved in the KDY pheno- tin filaments in 3T3 cells that was kit during sperm morphogenesis, con-
type. Although SHP-1 mutant alleles independent on PLC catalytic activ- ditional knock-out mouse models
;. have been described in mouse (Paul- ity. In the same way, we speculate  would be required.
@
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EXPERIMENTAL

PROCEDURES

Mice

The KitP®*Y germ cell-specific ex-
pression was produced by using the
CrefloxP recombination system. Acti-
vated aileles were found in progenies
from crosses of the TNAP®™ and the
KitP#'4¥ joxP transgenic lines. To pro-
duce the Kit"*4Y.{oxP mouse line, we
introduced a transgene to embryonic
stem (ES) cells through the pCCALL
vector (Lobe et al,, 1999). This vector
contains the lacZ/neomyein fusion (B-
geo) reporter gene flanked by loxP
sites, and immediately after the sec-
ond loxP sequence, a Xkol site allowed
the insertion of the Kit™®'*Y coding
sequence (provided by A. Bernstein).
Gene expression in this vector is
driven by the CMV enhancer/chicken
B-actin hybrid gene promoter
(pCAGQG), which has been shown to
provide a consistent and strong ubig-
uitous expression in transgenic em-
bryos (Lobe et al., 1999). ES cell ge-
netic manipulation was preferred over
oocyte injection to ensure a single in-
sertion of the transgenme in the ge-
nome. Transgenic ES cell colonies that
presented the strongest B-galactosi-
dase expression were used for blasto-
cyst aggregation, and chimeras were
selected for germline transmission

" This method allowed the generation of

only one transgenic founder, which
was expanded and maintained by
mating with CD1 females. In ¢ the ob-
tained transgenic line, the 85

porter gene should be ublquirﬁdﬁly g& 2Ce

pressed before a Crémedia

recombination event occurs. Matmg

was done between TNAPC™ males and
KitP®14Y joxP females.

Genotyping

To establish the genotype of the off-
spring in the TNAPCT/KitP814Y [P
mating, genomie DNA was prepared
from ear punch biopsy samples (lysis
buffer 50 mM KCl, 10 mM Tris pH 8.3,
2 mM MgCl,, 0.01% gelatin, 0.45%
NP-40, 0.45% Tween 20, 100 pg/mi of
proteinase K) and subjected to PCR.
To amplify a region corresponding to
the reporter B-geo, the LacZ upper 5'
GGAAAACCCTGGCGTTACCC  and
LacZ lower 5-AGATGGGCGCATCG-

AGng TAACCG primers were used (anneal-

ing temperature, §0°C, 30 cycles) and
a 250-bp fragment was produced. To
amplify a Cre-corresponding region,
the PGKpA/U1 5'-TAAGGGCCAGCT-
CATTCCTCC and the TNAP/ex6L 5'-
CACGTCGATGGCCGCTCTA primers
were used (annealing temperature,
56°C, 30 cycles) and a 262-bp fragment
was produced.

B-Galactosidase Staining

Testes of mature sexually active CD1
and Kit"®*¥_loxP mice were fixed in
phosphate-buffered saline (1% formal-
dehyde, 0.2% glutaraldehyde, 2 mM
MgCl,, 5 mM ethylenediaminetet-
raacetic acid [EDTA], and 0.02% Non-
idet P-40) at 4°C for 30 min; rinsed
twice with phosphate-buffered saline
(2 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 0.02%
Nonidet P-40, and 0.01% sodium-de-
oxycholate); and incubated in a sub-
strate solution (2 mM MgCl,, 0.02%
Nonidet P-40, 0.01% deoxycholate Na,
5 mM K Fe (CN)g, 5 mM K Fe (CN);
and 1 mg/ml of X-gal-in phosphate-
buffered saline (PBS) for 5-12 hr at
37°C). Stained testes were fixed in
Bouin’s fixative for 12 hr; embedded in
paraffin, and cut info 10-pm sections.
Sections were counterstained with
Ehrlich’s hematoxylin stock solution.
Spermatogenic cell types were deter-
mined based on the size and morphol-
ogy of spermatogenic cells and their
nuclei, as described by Bellvé (1993).
Sections were observed with light mi-
croscopy with a Léica DM L micro-

Western Immunoblottmg

Seminiferous tubules of adult testes
were separated from Leydig and mes-
enchymal cells under the microscope
in PBS. This procedure completely
eliminates these somatic types, whila
Sertoli cells only constitute the 2% of
the cells in the tubules. Cells wers
recovered by pipetting the cleaned tu-
bules and were observed under the
microscope to assess purity. After cen-
trifugation, they were resuspended in
lysis buffer. Lysis buffer (25 mM
Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.5 m¥{
MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5% Triton
X-100, and protease inhibitors 1 m{
phenylmethyl sulfonyl fluoride, 10

-mM BGP, 10 mM NAF, 200 uM

NaVO,, 1 pg/ml leupeptin, 50 pg/ml
antipaine, and 0.3 mM dithiothreitol)
was added at 4°C for 30 min and sol-
uble proteins recovered. Proteins were
quantified with the Bradford assay
method. The supernatant was mixed
at a 1:1 ratio with sample buffer,
boiled, and stored at —70°C, Proteins
were resolved by soedium doedecyl sul-
fate-polyacrylamide gel electrophore-
sis (7%) and traosferred to .45 pm
nitrocellulose membranes (Bio-Rad,
Richmond, CA); blocked with 3% bo-
vine serum albumin or 5% nonfat milk
in TBS-T (50 mM Tris-buffered saline
pH 7.5, 0.06% Tween 20); and incu-
bated with the indicated antibody di-
luted in TBS-T. After three washes
with TBS-T, membranes were incu-
bated with the appropriate second an-
tibody coupled to horseradish peroxi-
dase (HRP) and proteins were
visualized by ECL (Amersham Phar-
macia Biotech, Buckinghamshire,
UK), following the manufacturer’s in-
structions. For the immunoblot anal-
ysis, the program Quantity One V.4
was used (Bio-Rad).

Anti-c-Kit (H-300), anti-B-tubu-
lin (H-235), anti-phospho-PLCy-
1(Tyr783), anti-PI3K (p85aZ-8), an-
ti—-phospho ERK (E-4) and anti—-SH-
PTP1 (C-19) were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). An-
ti-phosphotyrosine 4G10 was from
Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY). Anti—phospho-STATS was from
Biosource International (Camarillo,
CA). Secondary HRP antlbodles

Phenotype

Epididymal sperm was collected from
sterile KDY and KitP3'4¥.JoxP mice by
incubation of minced epididymis in
green medium-—-calcium-fres pH 7.5 (4
mM KCl, 140 mM NaCl, 10 mM glu-
cose, 4 mM ethyleneglycoltetraacetic
acid, 2 mM MgCl,, 256 mM HEPES pH
7) at 37°C for 10 min. Sperm were
counted in a hemocytometer and ex-
amined by phase microscopy with a
Leica DM L microscope. Pictures were
taken with a Cool Pix 990 digital cam-
era (Nikon). Aliquots of sperm were
fixed with 5% paraformaldehyde, per-
meabilized with 0.1% Triton X-100,
and incubated overnight at 4°C with
c-kit antibody (H-300, from Santa

AQ Q.



-

E X X NN E RN RN N RN NNNNNRENNENEN NN NN NN N N

AG 20

| tapraid5/z7h-devdyn/zTh-devdyn/27h00405/2711406d05g | sangreyj [ 5=7 ] 1/11/05 | 14:36 | Art: 040237R2 | |

KitP¥14¥ INTERFERES WITH SPERM MORPHOGENESIS 11

Cruz, CA) at 1:100 dilution. Lastly,
samples were incubated for 1 hr with
the anti-rabbit Alexa fluor-594 (Mo-
lecular Probes) at 1:100 dilution. For
actin filament detection, sperm were
stained with Alexa 568-phalloidin
(Molecular Probes). The fixation, per-
meation, and staining were performed
in one step, in PBS with a final con-
centration of 2% paraformaldehyde,
0.05% Triton X-100, 1 U of Alexa 568-
phalloidin. Images were acquired in a
Bio-Rad MRC-600 confocal laser scan-
ning system equipped with a krypten/
argon laser coupled to Zeiss micro-
scope.

Light and Electron
Microscopy

Adult testes and epididymis were
fixed during 12 hr at 4 °C with 2%
glutaraldehyde in 0.2% cacodylate
buffer. After washing them with caco-
dylate buffer, the testes were cut into
small pieces, immersed in the same
fixative for 2 hr at 4 °C, rinsed, and
then fixed with OsQ,. Thereafter, the
samples were dehydrated through
graded ethanol series and then em-
bedded in Epon 812. Semithin and ul-
trathin sections were cut on an ultra-
tome Nova (LKB produkter AB,
Bromma, Sweden). Semithin sections
(1 pm) were stained with toluidine
blue and thin sections were stained
with uranyl acetate and lead citrate
and viewed in a Zeiss electroiv:micro-
scope (EM900). )

Immunohistochemical
Staining

Testes were fixed in Bouin’s fixative
for 12 hr, then dehydrated through
graded ethanol series, and embedded
in paraffin. Samples were cut into
10-pm sections, deparaffinated and
hydrated through zylenes and graded
ethanol series. Kit, PLCy-1, and phos-
pho—PLCv-1 proteins were detected
with Vectastain Elite ABC kit (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame CA),
following the manufacturer’s instruc-
tions. The anti-Kit (M-14), anti-
PLCy-1 (1249) and anti-phospho-
PLCvy-1 (Tyr783) were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz CA).
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