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2. Resumen

Las proteinas ADAMTS (desintegrinas y metaloproteinasas con motivos trombospondina)
han sido asociadas a diversos procesos bioldgicos entre ellos el desarrollo folicular y la
ovulacion. Algunos miembros son considerados proteinas huérfanas debido a que no se han
descrito sus sustratos especificos (e.g. ADAMTS19). Especificamente ADAMTS19 ha sido
sugerido recientemente como un gen candidato de FOP. En el presente trabajo se realiz6 un
tamizaje de las potenciales proteinas de interaccion (partners) de ADAMTS19 mediante el
sistema de doble hibrido en levaduras. Se realizd6 coinmunoprecipitacion en células
transfectadas y en liquido folicular humano para verificar la interaccién directa entre
ADAMTS19 y COL6A2. Ensayos de RT-PCR efectuados para evaluar la coexpresion de
Adamts19 y Col6a2 en ovarios de ratdon. Adicionalmente, la técnica de inmunoflurescencia
indirecta us6 para evaluar la colocalizacion de las proteinas. Se encontr6 que ADAMTS19
se une directamente a COL6A2 en un contexto ovarico lo que se correlaciona con los
hallazgos de coexpresion y de colocalizacion en liquido folicular humano. Proponemos que
ADAMTS19 actla sobre las microfibras de COL6A2 durante el crecimiento folicular y la
expansion de la lamina basal. Encontramos que la mutacién p.Thr943lle ADAMTS19
identificada previamente en una paciente con FOP no alteraba la interaccion
ADAMTS19/COL6A2. Sin embargo, no descartamos que la mutacion contribuya al
fenotipo de FOP. Los resultados de este trabajo, que describen la primera proteina de
interaccion directa de ADAMTS19, arrojan nuevos datos sobre la funcion de las

metaloproteinasas en la biologia del ovario y la fertilidad.



3. Introduccion

La falla ovéarica prematura (FOP) es una de las principales causas de infertilidad femenina,
ya que afecta del 1% al 2% de las mujeres menores a 40 afios. Aproximadamente en el 80%
de los casos la etiologia de la FOP es idiopatica, lo cual sugiere causas genéticas. Algunas
proteinas ADAMTS (desintegrinas y metaloproteinasas con motivos trombospondina) han
sido relacionadas con fenotipos de infertilidad (entre ellos la FOP) posiblemente debido a
que estos factores participan principalmente en la remodelacion de la matriz extracelular, y
se han encontrado presentes en oocitos durante diferentes etapas del desarrollo folicular y la
ovulacion. ADAMTS19 ha sido relacionada con la etiologia de la FOP principalmente por
estudios de asociacion. Ademas, su expresion gonadal en ratones XX ha sido demostrada ha
sugerido una funcién primordial en la fertilidad. Sin embargo, ADAMTS19 pertenece al
grupo de proteinas ADAMTS huérfanas debido a que no se conocen sus sustratos ni sus

funciones.

El presente trabajo describe el primer de tamizaje de proteinas de interaccion de
ADAMTS19 en un contexto ovarico, y su rol potencial durante la fertilidad femenina.
Adicionalmente, se realizaron ensayos funcionales de la mutacion p.Thr943lle ADAMTS19

identificada previamente en una paciente con FOP.



4, Marco Tedrico

4.1 Foliculogénesis

La foliculogénesis implica el crecimiento del foliculo y su desarrollo a traves de diferentes
estadios, desde la formacion del pool folicular en la ovogénesis, hasta el momento en el cual
el oocito es ovulado o inicia una atresia. Al tratarse de un proceso complejo diferentes
factores autocrinos, paracrinos y juxtacrinos estan involucrados en la foliculogénesis
ovérica. El desarrollo, la fisiologia y la supervivencia del ovario dependen de varias
estructuras y moléculas: el oocito, las células somaticas (células de la teca y de la
granulosa), los precursores estrogénicos y la androstenodiona, entre otros. Los pasos
esenciales en la foliculogénesis son: la formacién de los foliculos primordiales, el
reclutamiento de foliculos para formar foliculos primarios, secundarios y terciarios.
Posteriormente se produce la ovulacién y la formacion del cuerpo luteo (Rajkovic et al.,

2006; Edson et al., 2009; David Vantman y Margarita Vega, 2010)(Figura 1).

En este capitulo se detallara sobre la formacién folicular y sus diferentes estadios durante el
proceso de la foliculogénesis. Ademas, se resumira brevemente acerca de los aspectos

moleculares mas importantes durante este proceso.
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Figura 1. Estadio de la foliculogénesis (Modificado de Edson et al. 2009)

4.1.1 Formacion folicular

En los ovarios humanos en desarrollo, las células germinales primordiales producen
ovogonias por sucesivas divisiones mitoticas, hasta cerca de la semana 24 de gestacion. En
ese momento se encuentran alrededor de 7 millones de ovogonias. Algunas de estas se
convierten en oocitos primarios luego del estadio de profase | de la meiosis. La meiosis
continda hasta cerca de los seis meses de vida posnatal momento en que las ovogonias se
han convertido en oocitos que permanecen en estadio de latencia en la profase | meiética. La
meiosis termina en el momento de la ovulacion. Sin embargo, muchos oocitos sufren atresia
fisiologica antes de llegar a la ovulacion. Aproximadamente 7 millones de foliculos
primordiales estan presentes en el desarrollo del ovario durante la embriogénesis y de ellos

solo 400-500 son ovulados antes de la menopausia fisioldgica (Persani et al., 2010)

Durante la foliculogénesis la primera estructura en formarse es el foliculo primordial, el cual

representa la unidad funcional del ovario de los mamiferos. Previo de la formacion de un



foliculo ovarico los oocitos se encuentran dentro de clUsteres de células germinales. Por lo
tanto, la formacion del foliculo primordial ocurre cuando los oocitos que sobrevivieron al
proceso de muerte del cluster de células germinales primordiales son rodeados
individualmente por células epiteliales poco diferenciadas, las células de la pregranulosa,
que tienen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el crecimiento del oocito. Este representa el
primer paso de la foliculogénesis y ocurre en la segunda mitad del desarrollo fetal en
humano y durante el primer dia posnatal en el raton. En los mamiferos la poblacion de
foliculos primordiales corresponde al pool de oocitos disponibles durante la vida

reproductiva femenina (Edson et al., 2009; Kim, 2012).

Desde la optica molecular es importante sefialar que, FIGLA (Factor in the germline o) €s
un factor de transcripcion especifico requerido para la formacion inicial de los foliculos. Es
un gen regulador de los genes de la zona pelucida ZP1, ZP2 y ZP3. Las proteinas de la zona
pellcida forman una matriz rica en glicoproteinas que rodea los oocitos en la etapa del
desarrollo que es esencial para la fertilizacién (Liang et al., 1997). En humanos FIGLA es
también expresado Unicamente en las células germinales femeninas en la semana 14 de
gestacion. Su expresion disminuye hacia la semana 19, periodo de tiempo correspondiente al
momento de la formacion de los foliculos primordiales (Edson etal., 2009). Hay
mutaciones en FIGLA que pueden causar falla ovarica prematura (ver mas adelante capitulo

4.2.2.3.2.6).



4.1.2 Mantenimiento de los foliculos primordiales y reclutamiento inicial

El reclutamiento folicular se subdivide en dos etapas: la activacion inicial de los foliculos
primordiales, que ocurre durante toda la vida hasta la menopausia, y luego, en la pubertad, el
reclutamiento ciclico de un nimero limitado de pequefios foliculos. Un grupo de ellos es
seleccionado para la ovulacién. Durante la pubertad de 5 a 15 foliculos primordiales inician
su crecimiento con cada ciclo ovarico. Los foliculos primordiales activados se desarrollan en
foliculos primarios, secundarios y antrales. Solo unos pocos pasan al estado preovulatorio
bajo estimulacion de la gonadotropina. La transicion de un foliculo primordial a uno
primario se evidencia histolégicamente por cambios morfoldgicos en las células de la
granulosa que pasan de escamosas a cuboidales, las cuales formaran posteriormente un
epitelio estratificado, luego las células de la granulosa comienzan a expresar marcadores de
proliferacion. En esta fase se inicia la expresion del gen FSHR (receptor de la FSH). La
activacion de los foliculos primordiales depende de la accion de citoquinas exdgenas,
esteroides, constituyentes de matriz extracelular y factores de crecimiento entre otros (Li

et al., 2009).

Durante la maduracion del foliculo primordial a primario las células de la granulosa
segregan mucopolisacaridos entre el oocito y las células de la granulosa circundantes,
generando espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona
pellcida (ZP), la cual es una cubierta extracelular glicoproteica que rodea a los oocitos.

Cuando se alcanza esta etapa de foliculo primario, las células de la pregranulosa no ejercen



ningun efecto inhibidor sobre el crecimiento del oocito pero si sobre la meiosis (Hutt y

Albertini, 2007).

Diferentes moléculas activadoras o represoras, y vias de sefializacién participan en la
activacion de los foliculos primordiales. Neurotropin, nerve growth factor gene (NGF) y su
receptor tirosin kinasa NTRK1 intervienen en la activacion folicular (Kim, 2012). NOBOX
(newborn ovary homeobox gene), SOHLH1/SOHLH2 (spermatogenesis and oogenesis
specific basic hélix-loop-helix protein 1 and 2), son factores de transcripcion importantes en
la transicion del foliculo primordial al primario, puesto que son expresados en cllsteres de
células germinales, en los foliculos primordiales y en los foliculos primarios. La expresion
de SOHLH1 y SOHLH2 cesa cuando los oocitos llegan al estado de foliculo secundario.
NOBOX se continta expresando a lo largo de la foliculogénesis. En modelos murinos se ha
evidenciado que la pérdida de cualquiera de estos factores de transcripcion puede conducir a

fenotipos de esterilidad (Rajkovic et al., 2004).

La ausencia de Sohlh2 en ratones genera foliculos anormales, mientras que los ratones
Nobox -0 Sohlh1”- pueden llegar a perder los foliculos primarios y han demostrado pérdida
de oocitos en la etapa postnatal temprana. Nobox parece regular genes como Gdf9 y Pou5f1.
Los efectos fenotipicos en las hembras de raton Nobox” han sugerido que este factor de

transcripcion funciona en etapas de regulacion durante la oogénesis (Joshi et al., 2007).

Los ratones deficientes en cualquiera de los tres factores de transcripcion anteriormente

mencionados muestran disminucion de Kit y Kit ligando, dos factores importantes de la



foliculogénesis temprana. Durante el desarrollo ovérico postnatal Kit ligand es expresado en
las células de la granulosa y la pregranulosa y Kit en los oocitos. El papel de la sefializacion
de KIT/KIT ligand durante la foliculogénesis fue identificada en ratones que de manera

natural portaban mutaciones en los genes Kit o Kitl (Bedell et al., 1995).

4.1.3 Formacion de la teca

Posterior al desarrollo del foliculo secundario temprano, una segunda capa de células de la
granulosa con morfologia cubica aparece en la parte externa del foliculo. Estas células
conforman la teca. Las primeras células de la teca se empiezan a diferenciar en la teca
interna. La teca interna es una capa de células esteroidogénicas, altamente vascularizada,
que contiene numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso y vesiculas lipidicas.
Estas estructuras son fundamentales para la sintesis de andrdgenos, como fuente para la
produccién de estrdgenos por parte de las células de la granulosa. La teca externa esta
ubicada entre la teca interna y el estroma interfolicular. Estd compuesta por fibroblastos y
macrofagos, y tiene un papel esencial durante la ovulacion. La funcién principal de la teca
durante la foliculogénesis es la produccion de esteroides (Hirshfield, 1991; Magoffin, 2005;

Edson et al., 2009).

La formacion de la teca es independiente de gonadotropinas, debido a la carencia de
receptores LH (Hormona Luteinizante) de las células precursoras. La LH controla
principalmente la produccion de andrégenos de las células tecales. Varios de los factores que

regulan la diferenciacion de las células tecales siguen sin conocerse (Edson et al., 2009).



Segun modelos murinos la diferenciacion celular de la teca esta influenciada por moléculas
como IGF, Kit ligando y GDF9. En los ovarios de ratones Gdf9 * no se observan
marcadores de células tecales como Cypl7al, Lhcgr y Kit, y se han encontrado gran
cantidad de precursores de celulas tecales en el intersticio e incremento de la FSH y la LH

circulantes (Elvin et al., 1999).

Las células de la teca interna expresan CYP17Al, pero son deficientes en CYP19Al,
enzima clave en la conversion de androstenediona en estradiol. CYP19A1 es expresada por
células de la granulosa de los foliculos en estadios de desarrollo tardio. La expresion de estas
enzimas es controlada por gonadotropinas de la hipdéfisis. En respuesta a la LH, las células
tecales expresan enzimas esteroidogénicas claves como CYP11Al, CYP17Al y HSD3B1. La
LH también regula la sobreexpresion de STAR quien a su vez facilita la liberacion de
colesterol hacia la membrana interna mitocondrial, sitio en el que es convertido a pregnolona
por accion de CYP11AL. Seguido de la conversion de pregnolona a dehidroepiandrosterona
(DHEA) por CYP17A1. Posteriormente, 33-HSD actia sobre DHEA convirtiéndola en
androsteneidona, la cual se difunde a través de la membrana basal de las células de la
granulosa que responden a la FSH por la sobreexpresion de CYP19A1 y de 17 Bhidroxi-
esteroide deshidrogenasa (HSD17B1) para finalmente realizar la conversién de la
androsteneidona en estradiol (Figura 2). El estradiol es esencial en los estadios finales de la
foliculogénesis y en la ovulacion por su accion moduladora de la produccion de androgenos

(Edson et al., 2009).
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|
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Figura 2. Produccion folicular de esteroides (modificado de Edson et al., 2009)

4.1.4 Formacion del foliculo antral, FSH vy sintesis de estradiol

Un namero importante de cambios ocurren en el foliculo durante la formacién del antro, una

cavidad que contiene liquido folicular y que separa dos poblaciones de células de la

granulosa funcionalmente distintas. Un grupo de estas células forma la pared del foliculo y

es fundamental para la estereoidogénesis y la ovulacion. El segundo grupo de células de la

granulosa (del cumulus) rodea el oocito, promoviendo su desarrollo y crecimiento. En la

foliculogénesis antral la FSH es esencial para la proliferacion de las células de la granulosa,

la produccion de estradiol, la expresion del receptor de LH y para prevenir la apoptosis de la
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granulosa celular durante la atresia folicular (Richards, 1994; Wassarman et al., 2004; Diaz

et al., 2007; Edson et al., 2009).

La FSH y la LH son gonadotrofinas hipofisarias que coordinan el desarrollo de los foliculos
antrales y la ovulacion. Regulaciones positivas y negativas en el eje HPG (hipotalamo-
hipdfisis-gonada) coordinan la maduraciéon folicular, la seleccion del foliculo dominante y la
preparacion para la gestacion. Ademas de la retroalimentacion negativa de estradiol sobre el
eje HPG, el ovario produce factores de crecimiento, como activinas, inhibinas y FSTs
(Folistatinas), que modulan la secrecion de FSH hipofisaria ademas de actuar localmente

sobre la regulacion del desarrollo folicular (Chun et al., 1996; Edson et al., 2009).

Los modelos murinos KO’ de FSH presentaban infertilidad debido a un bloqueo en la
foliculogénesis antes de la formacidn del foliculo antral. Los ovarios de estos ratones en la
semana 6 postnatal contenian todos los estadios de los foliculos tempranos, incluyendo
foliculos primordiales, primarios y preantrales, lo que comprueba que las fases iniciales de
la foliculogénesis son independientes de gonadotrofinas. La regulacion y las funciones de la

FSH en mamiferos parecen estar evolutivamente conservadas (Edson et al., 2009).

El estradiol no es esencial para la formacion del foliculo antral, pero es critico durante el
crecimiento y la diferenciacion de las células de la granulosa, para el mantenimiento de los
foliculos antrales y para promover la ovulacion. Gran nimero de factores han sido

identificados por su importancia durante la Foliculogénesis (Edson et al., 2009). A través de
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modelos murinos KO se han identificado genes criticos en el desarrollo del foliculo antral

(Tabla 1).

Tabla 1. Modelos murinos con defectos en el desarrollo de los foliculos antrales (modificado
de Edson et al., 2009).

Gen Caracteristicas Fenotipo Estado de | Referencia
genéticas Reproductivo fertilidad
Desintegrina y Adams1™ Defectos en el Subfértil (Shindo
metaloproteinasa desarrollo de etal.,
con motivo foliculos 2000a)
trombospondina | preovulatorios
(Adamsl)
Peptidasa de Lmmp2|T9Mne78ove | Defectos en la Infértil (Luetal.,
membrana foliculogénesis y la 2008)
mitocontrial interna ovulacion
(Immp2l) (insercion
transgénica)
Receptor de insulina Irs2”- Ovarios Infértil (Burks
substrato 2 (Irs2) anovulatorios et al., 2000)
pequefios, con
namero reducido
de foliculos
Receptor de Ratones Foliculos Infértil (Lubahn
estrogeno o ( ERa) | homocigotos para | hemorragicos y con etal., 1993)

disrupcion del
marco abierto de
lectura del gen
ERa

quistes, sin CLs o
evidencias de

ovulacion.
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Receptor de ERpB™T Bloqueo al final de | Subfértil (Krege
estrogeno B (ERP) la foliculogénesis etal., 1998)
antral y
disminucion de la
ovulacion.
Superoxido Sod1™" Defecto en Subfértil | (Hoetal.,
dismutasa 1 (Sod1) foliculogénesis, 1998;
incapacidad de Matzuk et
mantener el al., 1998)
embarazo
Caja SRY gen 3 Sox3”" Atresia Foliculary | Subfértil (Weiss
(Sox3) defectos en la et al., 2003)
00génesis
Superfamilia TNF Tnfr1” Mejor respuestaa | Subfértil (Roby
receptor tipo I, las gonadotrofinas etal., 1999)
miembro la (Tnfrl) prepuberales;
Senescencia
ovarica temprana

4.1.5 Foliculos preovulatorios, expansion del cumulus, ovulacién y

luteinizacion

Cuando el foliculo alcanza su mayor crecimiento y madurez por la influencia de la FSH y de

la LH, se denomina foliculo de Graaf o foliculo preovulatorio (Hutt y Albertini, 2007;

Baerwald et al., 2012) .

Aunque la mayoria de los foliculos del pool en crecimiento terminan en atresia, un grupo de

foliculos antrales alcanzan el estado preovulatorio. Los foliculos que sobreviven a esta etapa
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son probablemente los mas sensibles a la disminucién de la FSH en suero, la cual es debida
al feedback negativo de estradiol e inhibina sobre la hipéfisis. EI aumento de estradiol sérico
inhibe la produccion de FSH hipofisaria mientras el incremento de estradiol folicular
aumenta la produccion de LH. Los foliculos preovulatorios expresan el receptor de la
hormona luteinizante coriogonadotropina (LHCGR) en altas concentraciones en las células
de la granulosa, lo cual les permite responder a la expresion de la LH. Esta regulacion inicia
una cascada de eventos que conllevan a la reanudacion de la meiosis del oocito, la expansion
del cumulus, la ruptura del foliculo y finalmente a la diferenciacion terminal de las células
de la granulosa para dar origen al cuerpo luteo. Los ratones deficientes en LH o en LHCGR
son infértiles con defectos en la esteroidogénesis. La foliculogénesis en estos animales se
bloquea en el estadio del foliculo antral temprano y los foliculos preovulatorios y el cuerpo

luteo estan ausentes (Edson et al., 2009).

La expansion de las células del cumulus sobre la matriz extracelular que rodea el oocito se
inicia por el incremento de la LH para la ovulacion normal y la fertilizacion. La regulacion
de este proceso es multifactorial y depende de la activacion de la sefializacion de MAPK, asi

como de factores paracrinos secretados por el oocito (Su et al., 2002).

Durante el periodo preovulatorio tras al incremento de la LH (pico de LH), un gran nimero
de genes son esenciales en la formacion y la estabilizacion de la matriz extracelular del
cumulo ooforo. Estos genes incluyen en el raton: Has2, Ptgs2, Tnfaip6 y Ptx3. Has2
(hyaluronan sintasa 2) es requerido para la produccion del acido hialuronico que forma el

esqueleto estructural del cumulo de la matriz. Tnfaip6 (TNFa induced protein 6) cataliza la
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formacion de crosslinks entre acido hialurénico y la cadena pesada de Ial (serum-derived-
intra a trypsin inhibitor). La pentraxina 3 (Ptx3) estabiliza la matriz a través de interacciones
con lal. Ptgs2 (prostaglandin synthase 2) es una enzima limitante en la sintesis de

prostaglandinas (Edson et al., 2009).

La ovulacion ha sido comparada en algunos aspectos con un proceso inflamatorio puesto
que es caracterizado por hiperemia folicular, aumento de la produccién de prostaglandinas y
sintesis de acido hialurénico. Para la ovulacion son requeridos gran variedad de reguladores
de la transcripcién que son inducidos por la activacion del LHCGR. El receptor de
progesterona (PR) es rapidamente inducido en las células de la granulosa murales del
foliculo preovulatorio y su deficiencia causa infertilidad secundaria y anovulacion (Richards
et al., 2008; Edson et al., 2009)

Luego de la ruptura del foliculo y de la liberacion del complejo oocito-cumulus el remanente
de granulosas y de células tecales logran la diferenciacion terminal para formar el cuerpo
luteo. Este es responsable de la secrecidn de progesterona para estimular el Gtero y mantener
el embarazo. En caso de fecundaciéon e implantacion el proceso de formacion del cuerpo
liteo requiere que las células de la granulosa no estén en fase del ciclo celular. Este proceso
es regulado por inhibidores de la progresion del ciclo celular tales como los inhibidores
CDK p27 (Cdknlb y Cdknla). Modelos murinos deficientes en estos genes han demostrado
fenotipos de hiperproliferacion de las células de la granulosa lo que ha sugerido una accion
sinérgica que promueva la salida del ciclo celular de las células de la granulosa en
diferenciacion (Jirawatnotai et al., 2003). Adicionalmente, se ha encontrado que mutaciones

en CDKN1B son causales del fenotipo de falla ovarica prematura (Ojeda et al., 2011).
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El momento en el que se produce la luteinizacion es importante para la funcion reproductiva
normal y el hecho de que se produzca luego de la ovulacion reitera el rol importante de los
inhibidores derivados del oocito en la prevencion de la luteinizacidn prematura (Edson et al.,

2009).

4.2 Falla ovérica prematura

La falla ovarica prematura (FOP) es una patologia frecuente asociada a infertilidad y
corresponde a una disfuncidén ovérica prematura. Se ha definido clinicamente como la
detencion de la funcion ovarica, con altos niveles de gonadotrofinas y estrégenos
disminuidos que se presenta antes de los 40 afios (Cordts et al., 2011). Dependiendo de la
edad de inicio la FOP se presenta como amenorrea primaria (sin menarquia) 0 como
amenorrea secundaria (de 4 a 6 meses de evolucion) posterior al desarrollo puberal. La FOP
se asocia a hipoestrogenismo y niveles séricos de FSH superiores a 40 Ul/I. El aumento de la
FSH y de LH circulantes son el resultado de la incapacidad del ovario para cerrar un circuito

de retroalimentacion negativa sobre la hipofisis (Laissue et al., 2008).

Los principales mecanismos que originan la FOP son la disminucion en el pool de foliculos
primordiales iniciales, el incremento de la atresia folicular o las alteraciones en el
reclutamiento y la maduracién de los foliculos primordiales (Christin-Maitre et al., 1998;

Persani et al., 2010).
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4.2.1 Epidemiologia

La FOP es una patologia frecuente que afecta entre el 1 % y el 1.5 % de las mujeres menores
de 40 afios y al 0.1 % de la mujeres menores de 30 afios (Coulam et al., 1986; Conway,

2000).

La funcion ovérica intermitente ha sido reportada y el embarazo puede ocurrir en
aproximadamente en 5 % al 10 % de las pacientes diagnosticadas con FOP (Droesch et al.,

1988).

4.2.2 Etiologia

Se sabe que alrededor de 7 millones de foliculos primordiales estdn presentes en el
desarrollo ovarico durante la embriogénesis (Figura 3). La mayoria se pierden durante la
vida fetal y la posnatal por atresia, y tnicamente de 400 a 500 foliculos son ovulados antes
de la menopausia fisiologica. Los mecanismos que posiblemente dan origen a la FOP son: 1)
la disminucion inicial en el pool de los foliculos primordiales; 2) la atresia folicular
acelerada; 3) anormalidades en el reclutamiento y en la maduracion de los foliculos
primordiales. En algunos casos la insuficiencia ovarica ocurre por una deplecion anticipada
del pool de los foliculos primordiales. La FOP es entonces considerada como el estado final
de dicha insuficiencia. Se ha asociado a la FOP con diversas causas: genéticas, metabdlicas,

infecciones, enfermedades autoinmunes y factores iatrogénicos. La causa de la FOP es
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desconocida en la mayoria de los casos (entre el 50 % al 80 %) (Conway, 2000; Persani

etal., 2010).

Fisiologia de la dindmica folicular

Numero total de foliculos
(primordiales/primarios) ,, ..

ia

Etapas de la vida

Gestacion (20 semanas) 7x 106 »
Nacimiento 1x10° Ovulacion
Pubertad 300 000 H
Pre-menopausea = 1000 g
Menopausea 0 w 400 = 500

Figura 3. Fisiologia de la dinamica folicular (modificado de Persani et al.2010).

4.2.2.1 Causas iatrogénicas

Diferentes tratamientos médicos pueden dar origen a la FOP. Aproximadamente el 25 % de
todas las formas de FOP puede ser clasificada como iatrogénicas. Pacientes con
enfermedades malignas que han sido tratadas con quimioterapia y radioterapia tienen altas
probabilidades de desencadenar FOP. La quimioterapia tiene un efecto citotdxico sobre los
ovarios debido a que puede afectar la estructura y la funcién de las células de la granulosa.
La severidad del dafio dependeréa del tipo de droga, de la dosis administrada, de la edad y de
la reserva ovérica de la paciente. Otras causas iatrogenicas son las intervenciones

quirargicas abdominales y pélvicas. Una pequefia proporcion de los casos de FOP se puede
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atribuir a tratamientos quirurgicos por enfermedades ginecologicas benignas como la
endometriosis o el sindrome premenstrual. Las cirugias pélvicas tienen potencial de dafio
ovarico tras el compromiso del flujo sanguineo (Howell y Shalet, 1998; Amato et al., 2001,

Goswami y Conway, 2005; Maclaran et al., 2010).

4.2.2.2 Causas autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes son la causa de aproximadamente el 10 % al 20 % de los
casos de FOP (Shelling, 2010). Se ha relacionado esta enfermedad con trastornos endocrinos
como el hipotiroidismo (25 %), la enfermedad de Addison (3 %) y la diabetes mellitus (2.5
%). Ademas, se ha descrito en trastornos autoinmunes no endocrinos como la miastenia
gravis, el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, el sindrome de Sjogren y la
enfermedad de Crohn (Conway, 2000; Bakalov et al., 2005; Goswami y Conway, 2005;

Maclaran y Panay, 2011).

Un factor importante en la FOP autoinmune es la presencia de autoanticuerpos anti-ovario,
los cuales pueden estar presentes en la fase inicial de la destruccion folicular, y son
detectados en cerca del 50 % de pacientes. Otros anticuerpos detectados tienen como diana
los receptores de gonadotropinas y las células productoras de esteroides, entre otros. La zona
pelicida (ZP) es un importante determinante antigénico de la FOP autoinmune. En pacientes
con FOP se han encontrado autoanticuerpos circulantes especificos contra la ZP que pueden
afectar la funcién de las proteinas de la ZP lo que produce una alteracion en el desarrollo

folicular y conduce a infertilidad (Khole, 2010; Kokcu et al., 2012).
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4.2.2.3 Causas genéticas

En el 50 al 80 % de los casos la FOP se clasifica como idiopatica, lo cual sugiere la
participacion de mecanismos genéticos en la patogénesis. Diferentes tipos de anormalidades
genéticas autosémicas y ligadas al cromosoma X, tales como rearreglos cromosémicos y
mutaciones puntuales pueden desencadenar casos de FOP sindrémica y no sindrémica. Por
ejemplo, se destacan defectos ovéricos en pacientes con Sindrome Turner (ST) y otras
anormalidades relacionadas con el cromosoma X, lo que sugiere un rol esencial de los genes
localizados en estas regiones en funciones ovéricas. Deleciones y translocaciones en el
cromosoma X han permitido asociar la FOP con tres regiones cromosémicas: FOP-1 (Xq26-
gter), FOP-2 (Xq13.3-921.1) y FOP-3 (Xp11.1-p22.1). Los genes situados en estas regiones

son genes candidatos de FOP (Laissue et al., 2006; Woad et al., 2006; Persani et al., 2010).

Ademaés, mutaciones naturales en genes localizados en los autosomas han sido asociadas a la
FOP sindrémica y no sindromica. Las mutaciones en FSHR, LHCGR, NR5A1, FOXL2,
NOBOX, NANOS3, FIGLA, BMP15 y STAG3 han sido formalmente demostradas como
causales de la FOP no sindrémica (Laissue, 2015). Sin embargo, como en otras patologias
complejas, la FOP puede ser el resultado de efectos sinérgicos y compensatorios resultantes
del efecto de distintos tipos de mutaciones. Los fenotipos reproductivos son considerados
rasgos cuantitativos secundarios a la interaccion sutil de multiples genes. Desde esta Optica,
una cantidad significativa de genes pertenecientes a las diferentes cascadas de regulacion de

la determinacion sexual, la foliculogénesis y la ovulacion son candidatos coherentes en la
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exploracidn de factores genéticos etiologicos de la FOP. Estas caracteristicas sugieren que la
FOP es una patologia compleja y de origen multifactorial (Conway, 2000; Toniolo, 2006;

Laissue et al., 2008; Persani et al., 2010; Laissue, 2015).

4.2.2.3.1 Causas sindromicas de la FOP

4223.1.1 Sindrome de Turner

El sindrome de Turner (ST) es la consecuencia de la ausencia total o parcial de un
cromosoma X en la mujer (Sybert y Mccauley, 2004). Aproximadamente en la mitad de los
casos hay pérdida del cromosoma X completo, mientras la otra mitad de los casos son
debidos a mosaicismos o anormalidades estructurales que conducen a un fenotipo mas leve
(Bharath et al., 2010). Las mujeres con ST clasicamente presentan baja talla, linfedema
congeénito, cuello alado, disgenesia gonadal y/o falla ovarica, entre otros. La prevalencia de
la enfermedad es de aproximadamente 1:2500 mujeres nacidas vivas (Sybert y Mccauley,
2004). En las mujeres con cariotipo 45,X la pérdida de oocitos aparece en los primeros
estadios de la profase meiotica, generando disgenesia gonadal y amenorrea primaria,
acompariado de niveles elevados de FSH desde la primera infancia (Reynaud et al., 2004;

Fechner et al., 2006).

La disfuncién ovérica probablemente surge como consecuencia de la haploinsuficiencia de
los genes situados en las regiones pseudoautosémicas criticas del cromosoma X que
escapan a la inactivacion, los cuales requieren una dosis diploide para cumplir una funcién

ovérica adecuada (Zinn etal., 1998; Sybert y Mccauley, 2004; Elsheikh et al., 2015). Un
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ejemplo de este mecanismo es el gen SHOX, que codifica para una proteina que tiene una
funcién primordial en el crecimiento 6seo y participa en el fenotipo de la talla baja en las

pacientes con ST (Zinn et al., 1998).

Mujeres con cariotipo 45,X presentan disgenesia gonadal progresiva, a pesar de que el
ovario fetal inicia su desarrollo normalmente. Posteriormente, ocurre una apoptosis
acelerada y prematura de las células germinales lo que conlleva a la degeneracion gonadal.
Se ha encontrado que los niveles de FSH en las pacientes con ST se encuentran

caracteristicamente en el rango postmenopausico desde la infancia (Fechner et al., 2006).

4.2.2.3.1.2 Sindrome de X fragil

El sindrome de X Fragil es una enfermedad de herencia dominante ligada al cromosoma X,
que se debe a disfunciones del gen del retardo mentar del X fragil 1 (FMR1) y es
caracterizado por déficit cognitivo moderado a severo. En esta enfermedad se produce una
expansion mayor a 200 repeticiones de los trinucleétidos CGG localizado en la regién
5"UTR del gen. Esto conduce al silenciamiento transcripcional del gen por medio de un

proceso de hipermetilacion (Bell et al., 1991; Pieretti et al., 1991; Allen et al., 2007).

Los casos de mujeres portadoras de la premutacién se definen por la presencia de 55 a 199

repeticiones del trinucle6tido (Jr etal.,, 1993). Aproximadamente 1/250 mujeres son
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portadoras de una premutacion en FMR1 y tienen un riesgo incrementado de desarrollar

FOP, al igual que las mujeres con microdeleciones en el gen FMR2 (Allen et al., 2007).

La expansion de tripletes se encuentra en el 13 % de las mujeres con formas familiares de
FOP. Una posible explicacion de la asociacion entre insuficiencia ovarica y el estado de
premutacion del gen FMR1 es que la transcripcion de los alelos premutados es
significativamente alta (Jin y Warren, 2000; Loesch etal., 2007). La proteina FMR1 es
altamente expresada en las células germinales del ovario fetal y su desregulacion puede
afectar la expresion de genes esenciales en el desarrollo del oocito. También se ha
encontrado expresion en las células de la granulosa de los foliculos en maduracion de
manera que la acumulacion de esta proteina puede favorecer la atresia folicular (Tassone

et al., 2000; Badenas et al., 2004).

4.2.2.3.1.3 Galactosemia

La galactosemia es una enfermedad autosomica recesiva causada por la deficiencia de la
enzima GALT (galactosa 1-fosfato uridil transferasa). Su incidencia es de 1:50.000 recién
nacidos vivos. Se caracteriza clinicamente por la afeccién de 6rganos como el higado, el
rifion, el ovario y el corazon. Mas de 200 mutaciones en el gen GALT han sido descritas.
Sin embargo, las mutaciones mas comunes son p.GIn188Arg y p.Lys285Asn y causan el 70

% de los casos de galactosemia (Tyfield et al., 1999).
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La FOP afecta entre 75 % y 96 % de las mujeres con mutaciones homocigotas del gen
GALT. En estas pacientes la actividad enzimatica se encuentra suprimida casi por completo.
La relacion entre galactosemia y la FOP se ha evidenciado por un dafio en el ovario tras la
acumulacién téxica de metabolitos de galactosa que generan la apoptosis de los oocitos, 0
por la deficiencia de las glicoproteinas y de los galactolipidos involucrados con la FSH y su
receptor. Esto disminuye la estimulacion ovarica e incrementa la atresia folicular. Las
pacientes con galactosemia presentan un namero bajo de foliculos primordiales, un aumento
del niamero de los foliculos atrésicos, y la ausencia completa de los foliculos pre-antrales y
los pre-ovulatorios (Tedesco y Miller, 1979; Tortorella et al., 2000; Rubio-Gozalbo et al.,

2010).

4.2.2.3.1.4 Ataxia telangiectasia

La ataxia telangiectasia (AT) es una patologia de herencia autosémica recesiva de tipo
neurodegenerativo caracterizada por movimientos descoordinados, telangiectasias oculares,
inestabilidad cromosdmica, inmunodeficiencia y predisposicion al cancer. Mutaciones en el
gen ATM que codifica para una proteina quinasa (la cual participa en la regulacion del ciclo
celular) son causantes de AT. La proteina ATM esta involucrada en la maduracién del
sistema inmunoldgico y en el mantenimiento de los telomeros. Algunas de las pacientes con
AT presentan insuficiencia ovéarica debido a la hipoplasia gonadal con ausencia de los
gametos maduros. En modelos murinos Atm” se ha observado pérdida de los foliculos

primordiales asociado a ovarios extremadamente pequefios. Los foliculos primordiales
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degeneran durante la profase de la meiosis | de la gametogénesis (Barlow etal., 1996;

Shiloh, 2003).

4.2.2.3.1.5 Sindrome de Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus (BPES)

El BPES es un desorden genético de herencia autosomica dominante poco frecuente (De
Baere etal., 2003). Se caracteriza clinicamente por blefarofimosis, ptosis, telecanto y
epicanto inverso. Existen dos presentaciones clinicas del BPES. En el tipo | se evidencian
malformaciones en los parpados y FOP, mientras que en el tipo Il el defecto de los parpados

ocurre como un signo clinico aislado (Zlotogora et al., 1983).

Se ha demostrado que mutaciones en FOXL2 son responsables del sindrome BPES. El gen
FOXL2 (3g23) codifica la proteina forkhead box L2, un miembro de la familia de factores de
transcripcion forkhead. Estas proteinas contienen un dominio de unién al ADN de 110
aminoacidos altamente conservado y un tracto de 14 residuos de polialanina. Las
mutaciones en FOXL2 son responsables de los dos tipos de BPES (Crisponi et al., 2001;

Lehmann et al., 2003; Hannenhalli y Kaestner, 2009; Benayoun et al., 2011).

Se ha propuesto una correlacion genotipo-fenotipo en la cual las proteinas truncadas antes
del tracto polialanina estan asociadas a BPES tipo I, mientras que las alteraciones en la
longitud del tracto conducen a BPES tipo Il. Las duplicaciones que generan una extension
del tracto de poli-alaninas actian como alelos hipomorficos que generan la reduccion en la

transactivacion del dominio forkhead (Crisponi et al., 2001; De Baere et al., 2003).
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Las mutaciones en FOXL2 afectan el mantenimiento y la diferenciacion del ovario. FOXL2
estd implicado en la transformacion de células de la granulosa de epitelio escamoso a
cuboidal y en procesos de activacion de los oocitos. EI modelo murino FoxI2” presenta
alteraciones craneo-faciales tipicas de BPES, ausencia de parpado superior y defectos en el

desarrollo folicular temprano. (Crisponi et al., 2001; Uda et al., 2004).

En humanos se han descrito cerca de 125 mutaciones causantes de BPES tipo | y Il. Se ha
reportado que mutaciones puntuales de FOXL2 son ademas responsables de FOP no
sindromica, lo cual fue probado por medio de un estudio funcional de la mutacién
p.Gly187Asp. La localizacion subcélular de FOXL2-p.G187D en este estudio fue normal
pero su capacidad de transactivacion fue significativamente menor con respecto a la de

FOXL2 WT (Laissue et al., 2009).

Por otro lado, los estudios que han demostrado la importancia biolégica de FOXL2 en la
funcion ovarica sustentan también su rol potencial en la patogénesis de la FOP no-
sindromica. Sin embargo, de manera inesperada el andlisis molecular de la regidn
codificante del gen en cerca de 290 pacientes FOP revelé solo una mutacién potencialmente
deletérea (c.898-927del) que produce una delecion de 10 alaninas en el tracto poli-Ala. Esta
mutacion heterocigota fue encontrada en una paciente FOP con amenorrea primaria (Harris

et al., 2002).

4.2.2.3.2 Causas no sindrémicas de FOP
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Ademas de las formas sindromicas de FOP que se describieron anteriormente, se han
documentado casos no sindrémicos de la enfermedad. Al igual que en las formas
sindromicas la FOP no sindrémica puede ser el resultado de alteraciones en los genes que
estan localizados sobre los autosomas o sobre los cromosomas sexuales. Pueden distinguirse
varios modos de herencia: en primer lugar, autosomicos dominantes 0 recesivos, y en
segundo lugar ligados al cromosoma X. Las causas genéticas de la FOP no-sindromica se
han establecido principalmente mediante analisis de ligamiento de casos familiares y por el
tamizaje de genes candidatos propuestos a partir de fenotipos de modelos animales (Laissue

et al., 2008).

Ademas, se han desarrollado modelos murinos con alteracion en la reproduccién. Estos
estudios han permitido proponer varios genes relacionados con la FOP no sindromica en

humanos (Barnett, Schilling, Greenfeld, Tomic, & Flaws, 2006).

A continuacidn, se presentaran brevemente los principales genes cuyas mutaciones han sido

descritas como causales de la FOP no sindrémica.

4.2.2.3.2.1 Receptores de gonadotropinas

Las hormonas FSH y LH se unen a sus receptores transmembrana especificos FSHR y
LHCGR respectivamente para regular distintas funciones reproductivas. Estos receptores de
hormonas glicoprotéicas pertenecen a la familia de los receptores acoplados a las proteinas

G (GPCRs) (Themmen y Huhtaniemi, 2000).
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Estructuralmente, los receptores de gonadotropinas tienen un dominio extracelular, uno
intracelular y siete a-hélices transmembrana de transduccion de sefiales (Ascoli et al., 2002;

Choi y Smitz, 2014).

4.2.23.2.1.1FSHR

En 1995 Aittomaki y colaboradores realizaron un analisis de ligamiento en familias
finlandesas. Se identificd una asociacion entre el locus 2p21 y la disgenesia ovérica
hipergonadotrépica (ODG). EIl locus denominado ODG1 contiene los genes que codifican
para el FSHR y para el LHCGR. Por medio de la secuenciacién de la region codificante del
gen FSHR se identificO una mutacion de tipo missense en estado homocigoto ¢.C566>T),
(p.Alal89Val) localizada en el dominio extracelular de union a ligando del FSHR. El
aminoacido Alal89 se encuentra altamente conservado entre diferentes especies de
mamiferos, lo cual sugirié que la mutacidn era relevante a nivel funcional. Coherentemente,
los ensayos funcionales demostraron que esta mutacion interferia con la capacidad de union

y con la sefial de transduccion del receptor (Aittoméki et al., 1995).

Posteriormente, Rannikko y colaboradores en el 2002 caracterizaron los mecanismos
moleculares de la mutacion p.Alal89Val. El efecto funcional sobre la proteina se asocio a la
inactivacién del receptor y a la alteracién en su plegamiento. Se evidencid una retencion
citoplasmatica del FSHR que condujo a la disminucion de su expresion en la superficie

celular y a la resistencia completa a la FSH (Rannikko et al., 2002).
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Otras mutaciones en el gen FSHR han sido validadas funcionalmente (Tabla 2). Los
hallazgos han demostrado que las mutaciones que afectan el dominio extracelular,
determinan una inadecuada localizacion del receptor en la membrana plasmatica. Por otro
lado, las mutaciones que afectan el dominio transmembrana estan relacionadas con la
alteracion de la transduccion de sefiales tras la estimulacion hormonal (Beau et al., 1998;
Touraine etal., 1999; Doherty etal., 2002; Allen etal., 2003; G. Meduri etal., 2003;

Kuechler et al., 2010; Persani et al., 2010).

Tabla 2. Mutaciones en FSHR causales de FOP no sindromica (modificado de Laissue

2015).

DNA Proteina Dominio proteico Referencia
c.479C>T p.1le160Thr Extracelular (Beau et al., 1998)
c.566C>T p.Alal89Val Extracelular (Aittoméki et al.,

1995)
C.671A>T p.Asp224Val Extracelular (Touraine et al., 1999)
€.1043C>G p.Pro348Arg Extracelular (Allen et al., 2003)

€.1255G>A p.Alad19Thr | Hélice transmembrana2 | (Doherty et al., 2002)

€.1555C>A p.Pro519Thr Loop extracelular 2 (G. Meduri et al.,
2003)
c.1717C>T p.Arg573Cys Loop intracelular 3 (Beau et al., 1998)

c.1760C>A p.Pro587His | Hélice transmembrana 6 (Kuechler et al.,

2010)
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€.1801C>G p.Leu601Val Loop extracelular 3 (Touraine et al., 1999)

4.2.23.212LHCGR

Latronico y colaboradores en 1996 estudiaron una familia compuesta por tres hermanos
pseudohermafroditas 46,XY con hipoplasia de células de Leydig y una hermana 46,XX que
presentaba amenorrea, ovarios quisticos de tamafio desigual y utero pequefio. Identificaron
la mutacion ¢.1660T>C (p.Arg554X) en el gen LHCGR en estado homocigoto (Latronico
etal., 1996). (Latronico et al., 1996)(Latronico et al., 1996)Esta mutacion genero en el tercer
loop intracelular del LHCGR un coddn de parada prematuro que condujo a la interrupcion
temprana de la traduccion del receptor. Aunque la variante no ha sido evaluada mediante
ensayos funcionales, es coherente pensar que la mutacién pueda alterar la transduccién de
sefiales hormonales. En el contexto reproductivo, su presencia en hombres y en mujeres
afectadas es indicativo de una potencial patogenicidad (Latronico etal., 1996; Laissue,

2015).

Toledo y colaboradores describieron la mutacion LHCGR ¢.1777G>C (p.Ala593Pro) en una
mujer con amenorrea, cariotipo 46, XX e hipogonadismo hipergonadotrépico. La validacion
funcional indicé que la mutacion alteraba la estimulacion de la adenilil ciclasa en respuesta a
la gonadotropina corionica humana (hCG). En los andlisis histolégicos se detectaron
foliculos en diferentes estadios de desarrollo. En otro estudio realizado por Latronico y

colaboradores se identifico la mutacion LHCGR ¢.1822_1827del (p.Leu608_Val609del) en
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estado heterocigoto en una mujer 46,XX que presentaba infertilidad y amenorrea. Los
analisis funcionales posteriores demostraron que como consecuencia de la mutacion se
producia una retencion intracelular del receptor (Latronico et al., 1998). Finalmente, Stavrou
y colaboradores identificaron la variante LHCGR ¢.1060A>G (p.Glu354Lys) en estado
homocigoto en una mujer con amenorrea primaria que conducia a la pérdida completa de la

funcién del receptor (Toledo et al., 1996; Stavrou et al., 1998).

422322 FOXL2

El gen FOXL2 codifica para un factor de transcripcion de la familia forkhead que actua
como un factor fundamental en la diferenciacion y en el mantenimiento ovéarico. Es

expresado desde la determinacion sexual hasta la edad adulta (Crisponi et al., 2001).

Como se describié en detalle en el capitulo de la FOP sindromica se ha reportado que
FOXL2 es también responsable de la forma no sindromica de FOP. Mediante la validacion
funcional se establecio que la mutacién p.Gly187Asp fue responsable del fenotipo FOP en

un caso sin BPES (Laissue et al., 2008).

4.2.2.3.2.3 NOBOX

El gen NOBOX (Newborn ovary homeobox gene) se encuentra localizado en 7g35 y codifica
para un factor compuesto por un homeodominio conservado de 60 aminoacidos que actla

como regulador transcripcional. Se ha detectado la expresion de Nobox en oogonias de
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ratones a los 15.5 dpc y posteriormente en los oocitos durante la foliculogénesis. Varios
genes involucrados en la reproduccion femenina son regulados por Nobox, incluyendo Mos,
Oct4, Rfpl4, Fgf8, Zarl, Dnmtlo, Gdf9, Bmpl5 y H100. Nobox regula genes blancos
directos a través de la union a elementos de unién al ADN (NBE): TAA/GTTG/A. La
ablacion de Nobox en el ratén knockout homocigoto condujo a la pérdida posnatal acelerada
del nimero de oocitos y a la alteracion del desarrollo del foliculo primordial a foliculo

primario (Suzumori et al., 2002; Rajkovic et al., 2004; Choi y Rajkovic, 2006).

Qin y colaboradores en 2007 reportaron la primera mutacion que relaciona a NOBOX con la
FOP. Se identifico la variante ¢.1064G>A (p.Arg355His) en una cohorte de 96 mujeres con
FOP provenientes de los Estados Unidos. La variante no fue encontrada en ninguno de los
278 controles y se localiz6 en el homeodominio de la proteina NOBOX. A través de ensayos
de cambio en la corrida electroforética (EMSA), se confirmé que la mutacion alteraba el
elemento de unién al ADN (NBE) ejerciendo un efecto dominante negativo (Qin etal.,

2007, 2015).

Posteriormente Bouilly y colaboradores en el 2011 reportaron 5 mutaciones en NOBOX
causantes de FOP. Mediante la secuenciacion de la region codificante del gen en 178
mujeres con FOP idiopatica se identificé una variante de tipo nonsense c.907C>T
(p.Arg303X) y cuatro variantes de tipo missense, ¢.271G>T (p.Gly91Trp), ¢.349C>T
(p.Argl17Trp), c.1025G>C (p.Ser342Tyr) y ¢.1048G>T (p.Val350Leu). Todas las variantes
se encontraron en estado heterocigoto y no fueron identificadas en las muestras control. Los

ensayos funcionales de estas variantes mostraron una alteracion en la capacidad de las
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proteinas para unirse al ADN y de transactivar el promotor del gen GDF9 (Bouilly et al.,
2011). Posteriormente en el 2015 los mismos autores estudiaron 213 pacientes con
amenorrea primaria o secundaria. Mediante la secuenciacion de la region codificante
completa del gen NOBOX, encontraron 3 variantes nuevas ¢.331G>A (pGlyl1l1Arg),
c.1112A>C (p.Lys371Thr) y ¢.1856C>T (p.Pro619Leu). Las variantes identificadas
generaban alteraciones en la capacidad de transactivacion de los promotores de genes blanco

(Bouilly et al., 2015).

422324 NR5A1

El gen NR5AL1 también conocido como factor esteroidogénico (SF1) codifica para un
miembro de la superfamilia de receptores nucleares. Es un regulador transcripcional de
genes que participan en la diferenciacién sexual, la esteroidogénesis y la reproduccion
incluyendo STAR, AMH, CYP11A1, CYP17Al1, LH/CGR e INHA (Luo etal., 1994; Lin y

Achermann, 2008; Lalli et al., 2013; Qin et al., 2015).

Lourenco y colaboradores secuenciaron la region codificante de NR5AL en mujeres 46,XX
que presentaban FOP. Detectaron 19 variantes de secuencia, entre ellas: c.877G>A
(p-Asp293Asn) en estado homocigoto y ¢.390delG y ¢.666delC en estado heterocigoto. Los
andlisis histoldgicos realizados sobre las biopsias de ovario, evidenciaron la ausencia de

foliculos y la presencia de fibrosis en estos dérganos (Lourencgo et al., 2009).
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Entre las mutaciones reportadas en NR5A1 se encuentran: c.704C>T (p.Pro235Leu),
€.768delC (p.Asp257fs) (Suwanai etal., 2013), c.763C>T (p.Arg255Cys) y ¢.13T>G
(P.TyrbAsp), todas en estado heterocigoto. Estas mutaciones fueron validadas
funcionalmente como causales de la FOP no sindromica e idiopatica (N. Camats et al., 2012;

Philibert et al., 2013; Suwanai et al., 2013; Jiao et al., 2015).

422325 BMP15

EL gen BMP15 también conocido como GDF9B esté localizado en el cromosoma Xpl11.2 y
codifica para una proteina de la superfamilia de factores de crecimiento TGF-B, que son
ampliamente expresados durante procesos del desarrollo incluyendo la reproduccién
femenina. Se ha encontrado expresion de BMP15 en los oocitos durante distintos estadios de
la maduracion folicular. La relevancia de BMP15 en la foliculogénesis se evidencid
principalmente por el modelo knock-out de Bmpl57 donde las ratonas hembras
evidenciaban subfertilidad (Dube et al., 1998; Otsuka et al., 2000; Yan et al., 2001; Chang

et al., 2002; Erickson y Shimasaki, 2003; Shimasaki et al., 2004; Persani et al., 2011).

La proteina BMP15 estd constituida por un péptido N-terminal de sefializacion, un
prodominio y un péptido maduro (C-terminal). La region madura de BMP15 a través de
uniones covalentes forma homodimeros (BMP15:BMP15) y por medio de uniones no
covalentes forma heterodimeros (BMP15:GDF9) con la region madura de GDF9. La region
madura de BMP15 es liberada al compartimiento extracelular después de modificaciones

como la dimerizacion y el clivaje, para unirse a receptores serina/treonina tipo | y Il de las
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células de la granulosa (Yan etal., 2001; Chang etal., 2002; Hashimoto etal., 2005;

Massagué et al., 2005; Weiss y Attisano, 2013; Dube et al., 2016)

Ensayos funcionales revelaron que los heterodimeros BMP15:GFD9 son mas bioactivos que
los homodimeros (BMP15:BMP15 o GDF9:GDF9) tanto en el ratdn como en el humano. En
humanos las mutaciones en BMP15 han sido asociadas con FOP no sindrémica. Di Pasquale
y colaboradores en el 2004 identificaron la mutacion BMP15 ¢.704A>G (p. Tyr235Cys) en
dos hermanas con disgenesia ovarica hipergonadotropica. Los estudios funcionales
demostraron que la mutacion condujo a una disminucion en la proliferacion de las células de
la granulosa. Esto sugiere que la accion de BMP15 es necesaria durante la foliculogénesis

humana (Di Pasquale et al., 2004; Peng et al., 2013)

422326 FIGLA

El gen FIGLA (factor in the germline alpha) codifica para un factor de transcripcion hélice-
loop-hélice basico (bHLH) especifico de las células germinales que regula la expresion de
los genes de la zona peldcida, asi como la expresion de otros genes oocito especificos (Liang

et al., 1997; Huntriss et al., 2002; Bayne et al., 2004).

Las proteinas bHLH son un grupo de factores de transcripcion altamente conservados entre
diferentes especies de mamiferos, que se unen a una secuencia consenso (CANNTG)

denominada E-box. Se han identificado algunos genes blancos de Figla como Nlrp, Pou5f1,
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Kit y Exo, entre otros. En humanos y en ratones FIGLA es expresado en la gonada
embrionaria y forma heterodimeros con el factor de transcripcion 3 (TCF3). Las hembras
Figla’ evidenciaron infertilidad debido a alteraciones en la formacion de los foliculos
primordiales y a una pérdida acelerada de oocitos luego del nacimiento (Liang et al., 1997;

Soyal et al., 2000).

Zhao y colaboradores en el 2008 secuenciaron la region codificante del gen FIGLA en 100
mujeres chinas que presentaban FOP. Se detectaron en las pacientes (y no en los controles)
las variantes c.15 36del (p.Gly6fsX66) y c.419 421del (p.Asnl40del). La mutacion
p.Gly6fsX66 conduce a la pérdida del marco de lectura y a la sintesis de un producto
truncado de 66 amino&cidos. El efecto funcional de esta mutacion se relaciono con la
haploinsuficiencia. Adicionalmente mediante un estudio de doble hibrido se demostré que la
mutacion ¢.419 421 del (p.140delAsn) alter6 la union de FIGLA con el dominio hélice-
loop-hélice (HLH) del factor de transcripcion TCF3 afectando la formacion de los

heterodimeros activos FIGLA-TCF3 (Zhao et al., 2008; Qin et al., 2015).

422327 STAG3

El gen STAG3 (stromal antigen 3) codifica para una proteina cohesina que tiene una funcién
fundamental durante la replicacion del ADN, la mitosis, la expresion génica y la estabilidad
cromosomica permitiendo el correcto emparejamiento y la segregacion de los cromosomas

homologos durante la meiosis. Se ha encontrado expresion de STAG3 en estadios tempranos
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de la meiosis en el ovario fetal (Houmard et al., 2009; Bardhan, 2010; Garcia-Cruzl et al.,

2010; Mehta et al., 2013; Ball et al., 2014).

Caburet y colaboradores detectaron una delecion de 1pb, (c.968delC) en el gen STAG3 en
estado homocigoto en mujeres afectadas por FOP en una familia consanguinea de origen
Palestino. Este estudio constituyé una segunda etapa del clonaje posicional iniciado afios
antes y que determind una region del cromosoma 7 asociada al fenotipo. Todos los
miembros afectados de la familia presentaron la mutacion en estado homocigoto mientras
que los miembros no afectados eran portadores heterocigotos. Esta mutacion genera un
coddn de parada prematuro (p.Phel87fs*7). Pero el efecto preciso de la mutacién a nivel de
ARNmM y proteina no se ha evaluado. Funcionalmente se ha establecido que la ablacion
homocigota del gen Stag3 en ratones hembra conduce a disgenesia ovarica severa (Caburet

etal., 2012, 2014).

4.2.2.3.2.8 NANOS3

El gen NANOS3 pertenece a la familia de genes NANOS que son altamente conservados, se
expresan en los ovarios y estan involucrados en el desarrollo, la supervivencia y el
mantenimiento de las células germinales. Existen tres genes homélogos Nanos en el ratén.
Nanos3 mantiene la viabilidad de las células germinales primordiales (PGCs). Ratones
hembra Nanos3”- mostraron infertilidad debida a ovarios atréficos en los cuales no se
detectaron PGCs debido a la apoptosis acelerada durante la embriogénesis (Tsuda et al.,

2003; Suzuki et al., 2008; Suzuki y Saga, 2008).
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Wu y colaboradores analizaron las regiones codificantes de NANOS1, NANOS2 y NANOS3
en 100 mujeres chinas con FOP e identificaron la mutacion NANOS3 c.457C>T
(p.Argl53Trp) en estado heterocigoto en una mujer de 23 afios. Estudios funcionales de
p.Argl53Trp evidenciaron gque la mutacion genero inestabilidad en la proteina NANOS3, lo
cual posiblemente condujo a wuna degradacion de la proteina por el sistema
ubiquitin/proteosoma y a una consecuente disminucion de los niveles de NANOS3.
Adicionalmente, se demostré por medio de un modelo animal que la poblacion de PGCs es

controlada por los niveles de proteina Nanos3 (Wu et al., 2013).

Posteriormente, tras el analisis de una cohorte brasilera de 85 mujeres con FOP se reportd
una mutacion en NANOS3 de tipo missense en estado homocigoto ¢.358G>A (p.Glu120Lys)
en dos hermanas con FOP. Ensayos funcionales demostraron que la mutacion generaba un
aumento de la apoptosis, lo cual sugiere una pérdida del efecto protector contra la apoptosis
mediado por NANOSS3, produciendo un incremento en la apoptosis de las PGCs (Santos

etal., 2014; Qin et al., 2015).

4.3 Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) actia como un soporte estructural para los tejidos y
proporciona una barrera de aislamiento entre ellos. La MEC es fundamental en funciones
celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la migracion y la adhesion (Rodgers et al.,

2000, 2003a; Davies, 2001). Varios procesos fisiologicos, incluyendo el desarrollo folicular,
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la ovulacién, la implantacion embrionaria, la angiogénesis, la hemostasis y la remodelacion
Osea, entre otros, requieren la regulacion adecuada de los componentes de la MEC. La
matriz extracelular estd compuesta por diferentes proteinas como las fibronectinas, los
colagenos, las lamininas y las elastinas. Las enzimas proteasas con especificidad de sustrato
participan en funciones de remodelacion y de degradacion de la MEC. Las
metaloproteinasas de la matriz (MMP) y el sistema activador de plasmindgeno (PA) tienen
una funcion esencial en la remodelacion de la matriz extracelular. Ademas, las células
interacttan con la matriz por medio de receptores de superficie celular como las integrinas.
Estas uniones permiten transducir multiples sefiales intracelulares (Strickland y Richards,

1992; Ny. etal,, 1993; Ny etal, 2002; Lu etal., 2011b; Theocharis etal., 2015).

En este capitulo se revisaran brevemente los componentes de la matriz extracelular y su

funcién en la reproduccién femenina.

4.3.1 Funciones generales de la MEC

Las funciones de la MEC son ejercidas de forma conjunta y coordinada. Cuando la MEC
cambia sus propiedades biomecénicas las células con las que interactda ejercen diferentes
tipos de fuerzas. Adicionalmente, la migracion celular se altera ya que los haces de colageno
reticulados que confieren rigidez a la MEC obstaculizan la migracion celular. Las MMPs se
activan y actuan remodelando la matriz permitiendo la migracion celular. Es asi como las
diferentes funciones de la MEC se sobrelapan para responder a estimulos o requerimientos

en los tejidos (Egeblad et al., 2010; Yu et al., 2010).
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4.3.1.1 Soporte estructural

Debido a sus propiedades fisicas la matriz extracelular actia como un soporte estructural
para los tejidos proporcionando rigidez, porosidad, insolubilidad entre otras. Dependiendo
de la composicién de la MEC sus propiedades biomecanicas varian. La elasticidad es un
factor importante en la diferenciacion celular y la funcion de los tejidos. Los cambios en la
elasticidad y la rigidez de los tejidos pueden ser causales de patologias como la
ateroesclerosis que se produce por una pérdida de la elasticidad de la pared arterial. La MEC
ejerce fuerzas mecanicas que pueden cambiar la arquitectura celular, la organizacion de la
cromatina, la expresion genica y las cascadas de transduccion de sefiales. Las células pueden
responder a cambios estables o transitorios mediante las propiedades biomecanicas de la

MEC (Venter et al., 2001; Daley et al., 2008; Lu et al., 2011b).

4.3.1.2 Migracion celular

La migracion de las células endoteliales y del sistema inmune depende en parte de la
expresion de las MMPs, las cuales actian en la degradacion de la MEC facilitando la
migracion por el espacio intracelular. La orientacion de los componentes de la MEC
influencia la migracion dirigida de las células mediante la potenciacion de la sefializacion
del receptor del factor de crecimiento o mediante el refuerzo mecanico de la migracion
celular (Hinsbergh y Koolwijk, 2008; Friedl y Gilmour, 2009; Egeblad et al., 2010). Ademas
de generar espacios de migracion celular la MEC proporciona la fuerza requerida para

impulsar el movimiento celular, por medio de las fibras de colageno linealizadas que
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proporcionan rigidez y potencian la migracion celular. Dependiendo de los requerimientos
celulares, la MEC puede servir como barrera o facilitador de la migracion celular. Por medio
de receptores de MEC como las integrinas, los receptores de dominio de discoidina, los
sindecanos y el CD44 las células se inmovilizan al anclarse a la matriz (Egeblad et al., 2010;

Luetal., 2011b).

4.3.1.3 Senalizacion celular

La matriz extracelular tiene la capacidad de unirse a una variedad de factores de crecimiento
lo cual es determinante para el destino de las células. Los componentes de la MEC pueden
potenciar la union entre receptores y sus factores de crecimiento ligando. Por ejemplo
cuando el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) se encuentra inactivo es
almacenado en la MEC y se mantiene en latencia hasta que se generan estimulos que
conducen a su liberacion a través de la protedlisis mediada por MMPs (Dijke & Arthur,
2007; Hynes, 2009; Rozario & Desimone, 2010). La MEC puede unirse a factores de
crecimiento de forma selectiva y ayuda a determinar la unién especifica entre receptores y
ligandos participando en la transduccion de sefiales y actuando como precursores de
fragmentos de sefializacion. Los proteoglicanos versicanos son el blanco de las
metaloproteinasas ADAMTS que generan fragmentos de sefializacion que inducen la muerte
celular durante el desarrollo de las extremidades en ratones (Mcculloch et al., 2009). Un
gran nuimero de fragmentos funcionales incluyendo la endostatina, la tumastatina, la

cantastina entre otros, son derivados de precursores de colageno tipo 1V y XVIII, que son
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potentes estimuladores o inhibidores de la angiogénesis (Mott y Werb, 2004; Rhodes y

Simons, 2007; Mcculloch et al., 2009).

La MEC puede activar eventos de sefializacion mediante los dominios endégenos de factores
de crecimiento que estan presentes en las lamininas y las trombospondinas. Los receptores
de MEC como las integrinas y los DDRs son receptores de sefiales de transduccion. La
unién de los dominios DDR activa los receptores e inicia una cascada de eventos de
sefializacion. La MEC puede participar dinamicamente en la transduccion de sefales

utilizando también sus propiedades biomecéanicas (Lu et al., 2011b).

4.3.1.4 Interaccién celular

Las interacciones célula-MEC son reciprocas, de manera que las células constantemente
crean rupturas y reordenan componentes de la matriz extracelular. A su vez los cambios en
la MEC influencian y regulan comportamientos de las células adyacentes. La dindmica de la
MEC en las células y los tejidos es adaptativa segin su entorno siendo capaz de responder

con rapidez a cambios ambientales sutiles (Lu et al., 2011b).

4.3.2 Componentes estructurales de la MEC y su presencia en el ovario

En el ovario los foliculos y el cuerpo Iuteo se encuentran en crecimiento continuo y en

regresion. En las diferentes etapas del desarrollo folicular ocurren distintos procesos
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incluyendo la migracion, la division, la especializacion, la diferenciacion y la muerte celular.
La MEC participa en todos estos procesos esenciales para el funcionamiento ovarico
(Sawyer etal., 2002). La matriz extracelular es diversa en su composicion, y esta
conformada por componentes enzimaticos y estructurales. Algunas proteinas estructurales
como las fibronectinas y las lamininas generan redes conectoras que permiten la unién de
otras proteinas de la MEC, y conceden la fuerza y la elasticidad necesarias para los tejidos.
Los sistemas de proteasas son los componentes enzimaticos de la MEC que actuan en la
remodelacion y el mantenimiento de la matriz (Rodgers et al., 2000; Vakonakis y Campbell,

2007; Daley et al., 2008).

4.3.2.1 Lamininas

Las lamininas son proteinas constituidas por tres cadenas: a,  y y. Existen distintos tipos de
lamininas de acuerdo con la agrupacién de estas cadenas. Estas proteinas contienen sitios de
unioén a receptores de superficie celular y a otros componentes como el colageno tipo IV
(Davies, 2001; Lu et al., 2011b). En el contexto ovarico las lamininas generan una red que
compone la ldmina basal folicular. Se ha detectado la expresion de laminina al, B2 y y1 en
la lamina basal folicular en los bovinos. Adicionalmente, se ha demostrado la expresion de
lamininas en las células de la granulosa (Zhao y Luck, 1995; Rodgers et al., 2000, 2003a;

Davies, 2001; Smith et al., 2002).

4.3.2.2 Colagenos
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Los colagenos son una familia de 19 glicoproteinas que tienen una estructura de triple hélice
y tres cadenas colageno envueltas en una triple hélice. Son los componentes principales de la
MEC. Las células secretan los precursores del colageno (e.g. el procolageno) que son
clivados por proteinasas para formar largas fibras de colageno. En el ovario el reemplazo
estructural del colageno en la teca externa permite la expansion del foliculo durante la
foliculogénesis. Las capas de colageno en las células tecales y en el epitelio superficial del
foliculo son degradadas para permitir la ruptura del foliculo. Adicionalmente, la membrana
basal que separa las células tecales y las células de la granulosa contienen colageno tipo IV y
lamininas que son degradados para la liberacion del ovocito durante la ovulacién (Davies,

2001; Smith et al., 2002; Rodgers et al., 2003a).

En el capitulo 4.5 se hara énfasis en la proteina COL6A2 la cual ha sido objeto de estudio

durante el desarrollo de esta tesis.

4.3.2.3 Fibronectinas

Las fibronectinas (FN) son proteinas expresadas de forma ubicua en la MEC en una gran
variedad de tipos celulares. Estdn conformadas por dos subunidades tipo | y tipo Il unidas
por puentes disulfuro. Las FN son codificadas por un solo gen y existen maltiples variantes
de splicing alternativo. Los dimeros de fibronectina tienen sitios de union a otras moléculas
como el heparan sulfato, los proteoglicanos, las integrinas y los colagenos, de tal manera que

las FNs se unen a diferentes componentes de la MEC (Davies, 2001; Larsen et al., 2006).

4.3.2.4 Elastina
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Las proteinas elastinas tienen propiedades mecanicas y forman una red de fibras incrustadas
en la MEC. La elastina es sintetizada y secretada como un precursor soluble, la
tropoelastina, la cual contiene dominios de reticulacion y se asocia con otros componentes
de MEC para formar fibras elésticas. Estas fibras son estables por la accion de la enzima
lisil- oxidasa la cual desamina los aminoacidos lisina y permite que sea un polimero
insoluble. Las fibras elasticas son estructuras que son sometidas a fuerzas de estiramiento y
conforman una red compuesta de elastina y microfibrillas. Los dominios hidrofobicos de la
elastina confieren las propiedades elasticas de la red (Davies, 2001; Wagenseil y Mecham,

2007).

4.3.2.5 Proteasas de la MEC

4.3.2.5.1 Metaloproteinasas de la MEC

Las metaloproteinasas (MMPs) fueron identificadas por primera vez en 1962 por Gross y
Lapiere quienes demostraron la existencia de enzimas que degradaban las fibras de
colageno. Las MMPs son proteasas extracelulares involucradas en procesos de degradacion
de la matriz extracelular. Esta familia de enzimas se clasifica en cinco subfamilias:
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, metaloproteasas de membrana (MT-MMP) y otras
MMP. Todas difieren segun su estructura y especificidad del sustrato (Overall y Lopez-Otin,

2002; Folgueras et al., 2004).

Estructuralmente las MMPs estan conformadas por multiples dominios transmembrana que
comparten una secuencia pro-péptido conservada. En la region N-terminal tienen una

secuencia sefializadora o predominio seguido del pro-peptido que se elimina por proteolisis,
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y un dominio catalitico que contiene la regidn conservada de unién al zinc constituido por la
secuencia de aminoacidos: HEXGHXXGXXHZ. En esta configuracion, las tres histidinas
coordinan la unién a los iones de Zinc. Esta region facilita el plegamiento de la proteina y
facilita la interaccion proteina-proteina. Dependiendo del tipo de MMP, estas proteinas
pueden contener dominios hemopexina y repeticiones ricas en cisteina en el dominio
catalitico. Las MMPs transmembrana tienen un dominio transmembrana, y una region C-
terminal hidrofébica con glico fosfatidilinositol que actia como sefial de anclaje de la

membrana (Sagane et al., 1999; Anders et al., 2001; Rao et al., 2003; White, 2003)

A continuacion, se presentaran las sub-familias de metaloproteinasas ADAM y ADAMTS,
debido a que una proteina perteneciente a la familia ADAMTS es el eje central de esta tesis

de maestria, y estas dos sub-familias de proteasas comparten variedad de caracteristicas.

En el genoma humano se han identificado 21 genes ADAM y 24 genes ADAMTS. Las
proteinas ADAM y ADAMTS son estructuralmente similares y comparten el pro-dominio
(PD) que regula la actividad enzimatica de las proteasas (Figura 8). Antes de que las
proteinas sean transportadas a la membrana celular o secretadas a la MEC el PD es
procesado y removido en la red trans-golgi (Sagane et al., 1999; Anders et al., 2001; Rao
et al., 2003; Brocker et al., 2009). Las proteinas ADAMs contienen un dominio EGF-like,
un dominio transmembrana (TM) que permite el anclaje de la proteina a la membrana
celular y una cola citoplasmatica (CT) que interviene en la funcidn proteasa en respuesta a
diversos mecanismos de sefializacion celular (Figura 8). Por el contrario, las proteinas

ADAMTS no tienen los dominios EGF-like, TM y CT, pero poseen dominios
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trombospondina (TSP) que varian desde una repeticion hasta 15 repeticiones. Las
repeticiones de TSP median entre otras la adhesion celular, la angiogénesis y la apoptosis.
Algunas proteinas ADAMTS participan ademas en diferentes procesos fisioldgicos
incluyendo la vascularizacion, el procesamiento del coldgeno en la piel, la agregacion

plaquetaria, la diferenciacion gonadal y la foliculogénesis (Brocker et al., 2009; Edwards

et al., 2009).
ADAM
el I | N T
ADAMTS
O I N
Dominio Dominio e
I Péptido sefial J Pro Dominio - i i Repeticiones de
catalitico desintegrina trombospondina |
Dominia rico enl Dominio EGF IREgi{‘m Dominio l Cola
ictei ominio ;
cisteina espaciadora transmembrana W@ .o cmatica

Figura 4. Conformacion estructural de las proteinas ADAM y ADAMTS (Modificada de
Goor et al., 2010).

Las enzimas MMPs son fundamentales en la remodelacion de la MEC, participando en la
interaccion célula-célula y célula-matriz, y en la liberacion de los factores de crecimiento
secretados por las células para que puedan unirse a sus receptores. Se han identificado
diferentes sustratos de las MMPs, que determinan la especificidad funcional de estas
proteinasas. Las MMPs pueden intervenir en procesos como la migracion celular, la

diferenciacion celular, los procesos inflamatorios y la vascularizacion (Ny et al., 2002; Lu
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etal., 2011a). Los inhibidores de proteasas tejido especifico TIMPs (Tissue inhibitor of
metalloproteinase) actian como reguladores de las metaloproteinasas ya que forman
complejos con las MMPs inhibiendo su actividad proteolitica. EI dominio N-terminal de las
TIMPs es el responsable de la inhibicién de las proteasas mientras que el dominio C-
terminal actia en la interaccion proteina—proteina. Las proteinas TIMPs son consideradas
reguladores cruciales de la remodelacion y degradacién de la MEC por parte de las MMPs
(Baker et al., 2002; Ny et al., 2002; Tousseyn et al., 2006; Edwards et al., 2009; Sterchi,

2009; Goor et al., 2010).

Algunos aspectos adicionales de la familia de ADAMTS, con especial énfasis en

ADMATS19 seran descritos mas adelante (Ver 4.4.4).

4.3.3 Funciones de la MEC en el desarrollo ovarico de los mamiferos

La remodelacion de la MEC es un evento que ocurre en varios procesos fisiolégicos durante
el desarrollo ovérico en los mamiferos. La remodelacion es requerida, durante las diferentes
etapas del desarrollo folicular, en la ovulacion, en la atresia folicular y en la regresion del
cuerpo luteo. Estos cambios pueden ser mediados por proteasas pertenecientes al sistema
activador de plasminégeno (PA) y por las metaloproteinasas de matriz (MMPs).
Adicionalmente, el desarrollo folicular requiere cambios en la arquitectura de los tejidos que
son controlados por las gonadotropinas pituitarias, por la FSH y por la LH entre otros

(Sillem et al., 1998; Ny et al., 2002).
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4.3.3.1 MEC en el desarrollo folicular

Durante el proceso de la maduracién de los foliculos ocurren procesos celulares tales como
la proliferacion, la diferenciacion celular y el remodelamiento de la MEC (Rodgers et al.,
2000). La MEC participa en diferentes procesos del desarrollo folicular como la migracion,
la diferenciacién y la muerte celular. La matriz también provee la fuerza osmotica necesaria
para la formacion del fluido folicular, para la filtracion de moléculas solubles y proporciona
el soporte elastico y mecanico necesario para el mantenimiento de los tejidos. Los
nutrientes, las hormonas y demas sefiales extracelulares tienen que atravesar la matriz para
alcanzar las células blanco. La MEC tiene la capacidad de unirse a los factores de
crecimiento de los foliculos. Esta unidn puede darse de manera directa por algunas proteinas
como el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) o de manera indirecta con el factor
de crecimiento (insulin-like growth factor 1) IGF-1 donde las proteinas de union (BP) 2y 5 o

la folistatina se unen a la matriz (Rodgers et al., 2003b).

Durante el desarrollo folicular, ocurre un remodelamiento continuo de la pared folicular. El
reemplazo de colagenos estructurales de la teca externa, el estroma y la tdnica permiten la
expansion del foliculo. Particularmente la lamina basal se expande y cambia la composicién
de las cadenas de colageno (alfa) tipo 1V a las tipo | y Il. El recambio de la MEC es un
proceso regulado, en donde la degradacion y la sintesis de la matriz estan compensados. A
medida que el foliculo aumenta de tamafio, se produce una continua remodelacion de la

pared folicular. Las enzimas involucradas en la degradacion incluyen las MMP 1,29 y 13,
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los inhibidores de MMP 1y 2, el PA, y el inhibidor del PA-1 (Curry y Osteen, 2001; Ny

et al., 2002; Rodgers et al., 2003b).

En el ovario se encuentran foliculos primordiales pequefios que contienen una sola capa de
células de la granulosa, que se alinean en la ldmina basal folicular. La lamina basal esta
compuesta por una red de colageno tipo IV entrelazada en una red de laminina. Su
composicion esta establecida por los tipos de laminina y colageno tipo 1V, lo que determina
sus funciones especificas (Yurchenco y Schittny, 1990; Weber. et al., 1992; Zhao y Luck,

1995; Timpl y Brown, 1996; Rodgers et al., 2000, 2003b)

Durante el desarrollo folicular la ldmina basal mantiene la polaridad y retrasa la entrada de
las proteinas plasmaticas al antro folicular. Adicionalmente, puede contener los
proteoglicanos que son sintetizados por las células de la granulosa y que se unen a varios
factores de crecimiento. La capacidad de exclusion molecular de la ldmina basal le confiere
la habilidad de determinar los factores a los que las células de la granulosa y el oocito de

encuentren expuestas (Zhao y Luck, 1995; Rodgers et al., 2000, 2003b).

4.3.3.2 MEC en la ovulacion

Durante el proceso de ovulacion se produce la liberacion natural del oocito maduro, como
consecuencia del estimulo endocrino mediado por la LH. La degradacion proteolitica de la

pared folicular es necesaria para la liberacion del oocito maduro y hace parte de la cascada
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de eventos que ocurren tras el incremento de los niveles de la LH (Hagglund et al., 1999;

Ny et al., 2002).

El sistema PA que es inducido por gonadotropinas durante la ovulacion, es expresado en
diferentes compartimientos ovaricos incluyendo las células de la granulosa, las células de la
teca y el estroma. La actividad proteolitica que genera la ruptura del foliculo seleccionado
durante la ovulacién es generada por tPA y modulada por PAI-1 (PA-inhibidor tipo I). Las
MMPs también han sido implicadas en la ruptura folicular. Las capas de coldgeno ovarico
en la teca y en la superficie folicular son degradadas antes de la ovulacién. Adicionalmente,
para la liberacion del oocito es requerida la ruptura de la membrana basal que separa las
células de la granulosa y las células tecales que contienen principalmente colageno tipo IV.
Las MMPs contribuyen al proceso ovulatorio por su capacidad de activar otras MMPs y de
degradar numerosos sustratos. En el ovario la expresion de MMP tipo-1 se encuentra
aumentada en foliculos preovulatorios bovinos posterior al incremento de la LH

(Brannstrom et al., 1988; Strongin A. et al., 1995; Curry y Osteen, 2001).

A partir de modelos murinos KO se ha demostrado que las MMPs son inducidas por sefiales
durante la ovulacién (Primakoff y Myles, 2002; Rodriguez et al., 2010). Tras la estimulacion
por hCG la MT1-MMP y MMP-2 son sobre expresadas en las células de la teca intersticial
que rodean los foliculos preovulatorios. Adicionalmente, las TIMPs son diferencialmente
reguladas durante el periodo preovulatorio. En otras especies, como los ovinos se ha
encontrado un incremento en la expresion de TIMP-1 en los foliculos preovulatorios

posterior al aumento de los niveles de la LH. Los miembros de la familia de proteinas TIMP
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probablemente acttan en la regulacion de la remodelacion de la MEC del ovario durante el

periodo preovulatorio (Hagglund et al., 1999).

4.3.3.3 Atresia folicular

La mayoria de los foliculos sufren un proceso degenerativo de muerte celular denominado
atresia, en el que se observa la destruccion completa de la capa epitelial del foliculo (Huet
etal., 1997; Rodgers y Ir, 2002). El aumento de la expresion de las MMPs durante la atresia
folicular indica que estas proteinas podrian estar involucradas en este proceso. Las proteinas
MMPs facilitan la ruptura de la membrana basal que ocurre en las ultimas etapas de la
atresia. La metaloproteinasa MMP-11 ha sido implicada en procesos apoptoticos en foliculos
en atresia. Los ratones deficientes de MMP-11 evidenciaron atresia folicular anormal. Esta
metaloproteinasa es inducida durante la atresia folicular y puede actuar en conjunto con
otras proteinasas en eventos de remodelacion de la MEC (Huet et al., 1997; Hagglund et al.,

2001).

4.3.3.4 Formacién y regresion del cuerpo lateo

El cuerpo lGteo es formado tras la ovulacion inducida por un pico hormonal de LH vy la
degradacion de la lamina basal. Consiste en una poblacién heterogénea de células,
incluyendo las células luteas grandes (LLC) y pequefias, los fibroblastos, las celulas

endoteliales, los pericitos y las células inmunes (Farin et al., 1986).
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El pico preovulatorio de la gonadotropina inicia una cascada de eventos esenciales para el
desarrollo del cuerpo Iuteo incluyendo la migracion de las células endoteliales. La accién de
las MMPs de membrana proporcionan un mecanismo para la migracion de las células

endoteliales durante el desarrollo del cuerpo lateo (Brooks et al., 1996).

Tras el aumento preovulatorio de la gonadotropina se inicia una cascada de eventos que
regulan la transicion del foliculo preovulatorio a un cuerpo luteo. La formacion y la
regresion del cuerpo ldteo involucran la remodelacion de la MEC, e implica procesos
celulares como la proliferacion celular, la migracion, la diferenciacién celular de las células
de la teca y de la granulosa y la muerte celular. Las MMPs y sus inhibidores probablemente
participan en dichos eventos celulares. Por ejemplo es probable que en las células lteas
grandes ocurren procesos claves de remodelacion de la MEC ya que este tipo celular se ha
encontrada como una fuente de MMPs y TIMPs (Smith et al., 2002). Adicionalmente, la
MMP progelatinasa A promueve la migracion de las células tras el incremento de los niveles

de gonadotropina (Liu et al., 1999).

La luteinizacion es un proceso que lleva a cambios bioquimicos y morfoldgicos en las
células foliculares. La MEC tiene un efecto importante en la diferenciacion de los tipos de
células incluyendo las células de la granulosa. En ratones se ha identificado que la
fibronectina y la laminina promueven la diferenciacion de las células de la granulosa en las
celulas lateas. Ademas, cambios en la MEC son necesarios para la diferenciacion de las
células foliculares a células luteas (Aten et al., 1995). Durante el embarazo el cuerpo liteo es

rescatado por la hCG (hormona gonadotropina corionica humana) y aunque los mecanismos
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aun son desconocidos, se ha evidenciado que la supervivencia de las celulas de la granulosa-
lutea depende del contacto con la MEC. Por otro lado, se produce una disminucion de la
hCG, de la gelatinasa A y un aumento de TIMP-1. La regulacion de la expresion de estas
proteinas y de la hormona inducen la degradacién de la MEC (Stamouli etal., 1996).
Finalmente, se presume que la regresion del cuerpo IUteo se da mediante apoptosis y
protedlisis. Las proteasas e inhibidores son sobre-regulados durante la formacion y la
regresion del cuerpo lateo. Durante este proceso las células involucradas en la luteinizacion
aumentan la expresion de enzimas proteasas (Rodgers et al., 2003b; Irving-Rodgers et al.,
2004, 2006). El proceso de luteolisis en los roedores es iniciado por la prostaglandina F2a y
se caracteriza por la pérdida del tejido luteal para dar lugar a la sintesis de progesterona, a la
perdida de la adhesion celular a la MEC, a la apoptosis y a la involucion de los tejidos (Nett

etal., 1976; Juenguel et al., 1993; Augustin et al., 1995).

4.4 Desintegrinas y metaloproteinasas con motivos trombospondina ADAMTS

Hasta la fecha se han identificado 24 genes que codifican para las proteinas ADAMTS
(disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motif). Estas proteinas comparten
similitudes estructurales con la familia ADAM. Las principales diferencias entre estas
familias proteicas consisten en que los factores ADAMTS incluyen un dominio
trombospondina tipo | (TS), son secretadas a la MEC y clivan procolagenos tipo I, 11 y 111 de
la MEC (Brocker etal.,, 2009). Entre otras funciones las proteinas ADAMTS son
reconocidas por su capacidad de degradar agregados de proteoglicanos que componen el

cartilago articular. Adicionalmente, la familia de ADAMTS incluye las ADAMTSL,
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proteinas que carecen de la region PD y MP (figura 4) (Jones y Riley, 2005; Brocker et al.,
2009).

A partir de alineamientos de las secuencias de las proteinas ADAMTS humanas, esta familia
se ha dividido en 4 grupos principales, de acuerdo a las caracteristicas estructurales que

comparten (Figura 5) (Nicholson et al., 2005).

A continuacién, se revisaran brevemente las caracteristicas principales de la familia de

ADAMTS vy se detallara sobre la proteina ADAMTS19.

4.4.1 Estructura de las proteinas ADAMTS

Las proteinas ADAMTS tienen un péptido sefial seguido hacia N-terminal de una proregion
de tamarfio variable (Figura 4). El prodominio de las proteinas ADAMTS, a excepcién de
ADAMTSS5, contiene al menos un motivo consenso de escision de furrina, lugar en el que se
produce el clivaje de la forma zimdgena de las ADAMTS, lo que ocurre como un proceso de
maduracion previo a que las proteinas sean secretadas a la MEC. Esto concuerda con los
hallazgos encontrados en ADAMTS-4 que demuestran que el prodominio es removido
intracelularmente, y que este clivaje es realizado por la proteina furina (Flannery et al.,
2002; Wang et al., 2004). El dominio catalitico de las proteasas ADAMTS contiene la
secuencia de union al zinc HEXXHXXGXXH, en la que el zinc catalitico estd coordinado
por los tres residuos de histidina. Esta disposicion es facilitada por la glicina conservada
entre los miembros de la familia ADAMTS, lo que conlleva a la formacién de un bucle que
permite a la tercera histidina ocupar una posicion adecuada para la conformacion estructural

de la proteina (Wolfram et al., 1993; Rawlings y Barrett, 1995). Al igual que en todas las
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MMP y las adamalisinas, la secuencia de union a zinc es seguida hacia C -terminal por un
residuo de metionina conservado en los miembros de la familia ADAMTS localizado en el
sitio activo y que se ha denominado "tipo metzincin”. Esta metionina constituye el 'bucle de
Met' que parece tener una funcion importante en la estructura del sitio activo (Wolfram

etal., 1993).

El dominio de repeticiones de trombospondina (TSR) tipo | de las proteinas ADAMTS se
encuentra ubicado entre el dominio desintegrina (Figura 4) y el dominio rico en cisteinas. Al
parecer el TSR funciona como un dominio de union al glicosaminoglicano sulfatado. Todas
las proteinasas ADAMTS con excepcion de ADAMTS-4 poseen de 1 a 14 repeticiones
trombospondina localizados hacia C-terminal después de la region espaciadora (Figura 5)
(Kuno y Matsushima, 1998). EI dominio rico en cisteinas (CRD) contiene 10 residuos de
Cys, hacia C-terminal. Todas las ADAMTS poseen una region espaciadora posterior al
CRD, la cual varia de longitud y contiene residuos hidréfobicos conservados en N-terminal
asi como una region extremadamente variable en C-terminal. En Adamts-1 se describié que
la region espaciadora CRD actiia como un dominio funcional de union a la MEC (Kuno y

Matsushima, 1998; Jones y Riley, 2005).
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Figura 5. Estructura de las proteinas ADAMTS. Tomado y modificado de Gavin C Jones &
Graham P Riley, 2005

4.4.2 Regulacion de las ADAMTS

Existen varios mecanismos de regulacion de las proteinas ADAMTS, el splicing alternativo,

por multiples codones ATG, por el clivaje en el dominio espaciador, o por inhibidores
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enddgenos. A continuacion, se mencionaran algunos de estos procesos de regulacion de las
ADAMTS. Se ha comprobado que las proteinas ADAMTS son sobrexpresadas en procesos
inflamatorios (Jones y Riley, 2005). La regulacion post-transcripcional mediante splicing
alternativo se ha identificado en las proteinas ADAMTS-6, 7 y 9 (Bevitt et al., 2005).
Adicionalmente, en el ARNm de ADAMTS-6 se han identificado codones ATG corriente
arriba del sitio de inicio de la traduccion seguido de marcos abiertos de lectura cortos. Estos
reclutan los ribosomas causando una reduccion en la traducciéon de la proteina (Kozak,
2002). En las ADAMTS que son secretadas se producen procesamientos adicionales en la
region C-terminal (Manzaneque etal., 2000). Se ha encontrado que en las proteinas
ADAMTS-1 y -4 ocurre un clivaje en el dominio espaciador y en ADAMTS-12 el clivaje
libera las repeticiones de trombospondina en C-terminal (Manzaneque etal., 2000).
Experimentos en modelos celulares han sugerido que estos clivajes son mediados por MMPs
(Manzaneque et al., 2000; Gao et al., 2004). En ADAMTS-13 la remocién de la regién
espaciadora demostrd generar una reduccién en la actividad de escision del factor de Von
Willebrand. Se ha sugerido que la region espaciadora podria influir en la actividad de los
dominios cataliticos de las proteinasas ADAMTS (Soejima etal., 2003; Jones y Riley,

2005).

El inhibidor enddgeno de las proteinas ADAMTS es TIMP-3. Otros miembros de la familia
TIMP poseen una capacidad inhibitoria reducida (Hashimotoa Yb et al., 2001; Kashiwagi
etal., 2001). El inhibidor TIMP-3 se ha encontrado exclusivamente en la MEC (Yu etal.,

2000).
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4.4.3 Funciones de las proteinas ADAMTS

Las proteinas ADAMTS -1, -4, -5, -8, -9, y 15 han sido denominadas agrecanasas, por su
capacidad de escindir el agrecan, un proteoglicano que compone el cartilago. Ademas,
genera resistencia en el tejido y tiene la capacidad de formar agregados proteicos con el
colageno en la matriz extracelular (Pratta et al., 2003). Este grupo de proteinas no esta
restringido a la escision de proteoglicanos y puede contener un espectro de funciones mas
amplio. Las proteinas agrecanasas mas estudiadas son ADAMTS-4 y 5, las cuales actlian
sobre el brevican, un proteoglicano de condroitin sulfato expresado en el sistema nervioso
central al igual que sobre el versican presente en los vasos sanguineos (Tortorella et al.,
2001; Porter et al., 2005). La importancia de la degradacion del agrecano en el cartilago se
ha relacionado con el desarrollo de artritis debido a que protege las fibras de colageno de la

degradacion por enzimas colagenasas (Pratta et al., 2003).

Particularmente, las proteinas ADAMTS -1y -8 poseen actividad angio-inhibitoria al actuar
suprimiendo el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y el factor de crecimiento
de fibroblastos -2 (FGF-2). La actividad anti-angiogénica es mediada por las repeticiones de

trombospondina (Iruela-arispe et al., 1999).

Las ADAMTS -2, -3 y -14 propeptidasas procolageno participan en el procesamiento del
procolageno a colageno. ADAMTS-2 cliva el procolageno tipo I, 11y I1l. Las mutaciones en
ADAMTS2 se han relacionado con el sindrome Ehlers—Danlos, un desorden del tejido

conectivo caracterizado por fragilidad extrema en la piel (Nusgens etal., 1992). En el
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modelo murino KO para Adamts-2 los animales son normales al nacer, pero luego
desarrollan fragilidad de la piel. Los machos son infértiles (Li et al., 2001). Adicionalmente,
se ha identificado que ADAMTS-3 actla sobre el procolageno Il y su expresion en la piel es
méas baja que ADAMTS-2 pero es mas alta en cartilago. ADAMTS-14 actia sobre el
procolageno | (Fernandes etal., 2001). La proteinasa ADAMS-13 es considerada una
proteasa de clivaje del factor Von Willebrand (VWF) una proteina que participa en la
agregacion plaquetaria. La proteasa ADAMTS-13 cliva el factor Von Willebrand inhibiendo
su actividad. En humanos la deficiencia de ADAMTS-13 conduce a purpura
trombocitopénica, una enfermedad que presenta gran cantidad de multimeros VWF (Zheng

et al., 2001; Scheiflinger et al., 2003).

4.4.3.1 Funciones de las proteasas ADAMTS en la fertilidad

La remodelacién de la MEC es importante en el desarrollo de la fertilidad, debido a que en
mujeres este proceso facilita la produccion ciclica de las células germinales maduras. La
remodelacion de la MEC involucra diferentes proteasas que participan en su reconfiguracion
y modulan la localizacién y la actividad de una serie de ligandos de sefalizacion y sus
receptores. Se ha encontrado que varios miembros de la familia de proteasas ADAMTS
desemperfian funciones importantes durante el desarrollo de los 6rganos reproductivos y la

vida fértil de adultos (Shindo et al., 2000b).

Durante la gonadogénesis se ha reportado la accion de las enzimas ADAMTS y su

participacion en la organizacion estructural de las gbnadas en varias especies (Russell et al.,
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2014). La expresion de Adamts19 es elevada en los ovarios de las hembras de ratones en el
dia E12.5. De manera interesante su expresion elevada no se produce en los testiculos. Por
consiguiente, la expresion de Adamtsl9 corresponde a un marcador temprano de la
diferenciacion gonadal (Menke etal., 2003; Bouma etal., 2005; Correa etal., 2012).
También se ha encontrado que el dominio GON-1 de ADAMTS9 y 20 en C. elegans esta

relacionado con el desarrollo gonadal (Somerville et al., 2003).

A diferencia del raton, en otras especies (e.g. aves) se ha descrito que durante la
diferenciacion sexual, la expresion de Adamts12 esta incrementada en los testiculos pero no
en los ovarios (Carre et al., 2011). Adamts16 se identificd en testiculos y ovarios de roedores
en el dia E13.5 y en espermatides y células de la granulosa. La importancia de Adamts16 en
el desarrollo testicular se evidencio en ratones machos KO para Adamts16 que mostraron
criptorquidia y esterilidad (Jacobi et al., 2013). Durante la foliculogénesis se ha encontrado
expresion de varios miembros de la familia ADAMTS en varias especies de mamiferos.
Adamtsl, 4, 5, 9 y 15 se expresan predominantemente en las células de la granulosa de los
mamiferos. La hormona FSH promueve el crecimiento y la supervivencia folicular e induce
la expresion de Adamtsl, 4 y 16, lo que sugiere que estas proteasas estan relacionadas con el
crecimiento folicular (Freimann et al., 2005; Gao et al., 2007; Doyle et al., 2015). Adamtsl
se expresa en la membrana basal folicular al igual que su sustrato el versican, lo que sugiere
que en humanos el clivaje del versican por parte de ADAMTS-1 contribuye a la
remodelacion estructural del foliculo necesaria para su crecimiento y maduracion (Gao
etal., 2007). Adicionalmente, Adamts-1 se ha encontrado sobre-expresado en la ovulacion

en foliculos de roedores (Espey et al., 2000). En las células de la granulosa la expresion de
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Adamts-1 es dependiente de la expresion del receptor de progesterona (Pgr). Los modelos de
ratones KO para Pgr evidenciaron fenotipos de infertilidad completa debido a una falla en la
ovulacion. En estos ratones no ocurre la induccién de la expresion de Adamts-1 en la fase
pre-ovulatoria, lo que sugiere que ADAMTS-1 es una proteasa que media la ruptura

folicular (Robker et al., 2000).

Los modelos murinos de Adamts1™ evidenciaron subfertilidad y fallo en la ovulacion
(Mittaz et al., 2004). Estos modelos han permitido encontrar funciones de esta enzima en la
foliculogénesis, la linfangiogénesis y la ovulacion (Shindo et al., 2000a; Mittaz et al., 2004).
La acumulacion de ADAMTS1 en el cumulus del oocito es necesario para el clivaje del
versican que permite la liberacion del oocito (Papers et al., 2003). En ovarios de primates se
ha demostrado mayor induccion de ADAMTS4, 9 y 15 durante el periodo preovulatorio. En
un estudio realizado en humanos se encontré expresion de ADAMTS1 y ADAMTS9 en
células de la granulosa durante el periodo pre-ovulatorio y durante etapas tempranas de la
ovulacion (Rosewell et al., 2014). En ovarios murinos durante el desarrollo temprano se ha
encontrado alta expresion de Adamtsl9 (Menke y Page, 2002) . Se ha sugerido que
ADAMTS19 o genes relacionados pueden tener una funcion importante en la determinacion
del nimero de oocitos retenidos en los foliculos que sostienen la vida fértil (Knauff et al.,

2009b; Pyun et al., 2013, 2015).

El gen ADAMTS19 es el énfasis central de esta tesis, por lo cual a continuacion se tratard

brevemente sobre sus principales caracteristicas estructurales y estudios relacionados.
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444 ADAMTSI9

El gen ADAMTS19 (Disintegrin-like and Metalloproteinase With Thrombospondin Type 1
Motif, 19) se encuentra ubicado en la regién cromosémica 5g31. El clon completo del gen
fue obtenido a partir de tejido fetal humano (Cal et al., 2002). El gen tiene una longitud de
5234 pb y est& conformado por 23 exones codificantes (Cal et al., 2002; Porter et al., 2005).
Se ha encontrado expresion de ADAMTS19 en lineas celulares tumorales humanas en tejido
de osteosarcoma 'y en cartilago articular (Cal etal., 2002; Kevorkian etal., 2004).
ADAMTSI9 se ha incluido en el grupo de proteinas ADAMTS “huérfanas” denominadas
de esta forma debido a que no se conocen sus sustratos especificos (Porter et al., 2005;

Russell et al., 2014).

Los dominios estructurales de la proteina ADAMTS19 incluyen (de N-terminal a C-
terminal), a un péptido sefial seguido de un pro-dominio de aproximadamente 200
aminoacidos. El dominio catalitico es de 225 aminoéacidos y contiene el sitio activo de la
enzima en la region de union al zinc. EI dominio desintegrina-like es de 80 aminoacidos y
contiene 8 residuos de cisteina. Este dominio potencia la accidn proteolitica de la proteina al
permitir su unién con receptores integrina de la superficie celular (Porter et al., 2005). Las
repeticiones de trombospondina de las ADAMTS se caracterizan por la presencia de tres
residuos de triptéfano. Las repeticiones de trombospondina estan involucradas en la
interaccion de la enzima con factores de crecimiento y otros componentes de la MEC o de la
superficie celular. EI dominio rico en cisteina se encuentra relacionado con la localizacion

sub-celular de las proteinas y la especificidad del sustrato (Mochizuki y Okada, 2007;
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Tortorella etal., 2009). La region espaciadora estda compuesta por 124 aminoacidos.
ADAMTS19 cuenta con un dominio auxiliar que contiene cuatro repeticiones de
trombospondina y un dominio proteasa-lacunina (PLAC) compuesto por 40 residuos (Cal

et al., 2002; Porter et al., 2005; Apte, 2009).

ADAMTSI19
veer I I oo
W Péptido seiial B Dominio desintegrina [ Region espaciadora
l Prodominio 'TSR |_ Dominio
PLAC
Dominio catalitico I Dominio rico en cisteina

Figura 6. Dominios estructurales de ADAMTS19.

En el 2002 Menke y Page extrajeron ADNc de las gbnadas de ratones hembra XX
demostrando la expresion elevada de Adamts19 en el ovario desde el dia E12.5 hasta el dia
E15.5 (Menke y Page, 2002). En estos experimentos la expresion de Adamtsl9
predominantemente en el ovario de hembras 8 dias postparto y los niveles de expresion
fueron més bajos en el rifidn, corazén, musculo esquelético, pulmones y testiculos. Mediante
hibridacion in situ se encontrd expresion abundante de Adamtsl9 durante el desarrollo
gonadal embrionario (Menke y Page, 2002). Mas recientemente se han realizado modelos
knockdown para Adamts19 en ratones, los cuales no evidenciaron alteraciones morfologicas

0 variaciones celulares o en la expresion de genes de la diferenciacion gonadal (McClelland

64



etal., 2015). En un estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) en el 2009,
realizado en 99 pacientes caucasicas con FOP idiopatica, se encontrd una asociacion entre el
fenotipo de FOP y un SNP (rs246246) ubicado en el intron 21 de ADAMTS19. Aungue este
estudio fue limitado por el tamafio de la muestra, y no fue posible confirmar la asociacion
en la cohorte de replicacion, ADAMTS19 fue considerado un gen candidato de la FOP
(Menke y Page, 2002; Knauff et al., 2009b). Estudios posteriores sugirieron que la epistasis
entre polimorfismos en IGF2R (Insulin-like growth factor 2 receptor) y ADAMTS19 estaban
asociados con la FOP. Se observé que IGFR2 incrementa la produccién de progesterona por
parte de las células de la granulosa, mientras que la expresion de diversas proteasas
ADAMTS es regulada por la progesterona y su receptor (Spicer y Aad, 2007; Fortune et al.,
2010). Se realizo un estudio de casos y de controles mediante el andlisis de SNPs intra y
extragénicos de los genes IGF2 y ADAMTS19. Se determind que existia una asociacion
estadisticamente significativa entre diplotipos de estos genes y el fenotipo FOP. Finalmente
se sugiri6 que ADAMTS19 podria ser regulada por la progesterona y controlada por IGF2R,
y que la accién sinérgica entre estos genes podria favorecer al desarrollo de la FOP (Pyun
etal., 2013). En el 2015 se sugirié que una asociacion entre SNPs localizados en ACVR2B
(activin A receptor, type I1IB) y en ADAMTS19 esta relacionada con susceptibilidad al
desarrollo de la FOP. Se sugiri6 que ACVR2B esta involucrada en la produccién de

progesterona y podria interactuar con ADAMTS-19 (Pyun et al., 2015).

Nuestro grupo en 2015 identifico, en una paciente FOP, la mutacion c¢.2828C>T
(p.-Thr943lle) en ADAMTS19 mediante experimentos de NGS (Fonseca et al., 2015). La

mutacion p.Thr943lle esta localizada en el dominio auxiliar de ADAMTS19, en la primera
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repeticion trombospondina (TSR), que se ha asociado funcionalmente con la especificidad a
los sustratos, con la regulacion de la actividad proteolitica y con la interaccidn con proteinas

y componentes de la matriz extracelular (Apte, 2009; Kelwick et al., 2015).

4.5 COL6A2

El gen COL6A2 (Collagen, Type VI, Alpha-2) esta localizado en la regién 21g22.3 y esta
constituido por 28 exones, de los cuales 27 son codificantes. EIl ADNc es de 3461pb de
longitud (Gelse etal., 2003). La proteina COL6A2 pertenece a la familia de colagenos,
caracterizados por estar conformadas por estructuras de triple hélice, y por su expresion en
MEC, en todos los tejidos de vertebrados e invertebrados. Hasta la fecha 26 tipos de
colageno han sido caracterizados, siendo el principal componente de los tejidos conectivos
(Gelse et al., 2003). Estas proteinas han sido involucradas principalmente con la formacion y
el mantenimiento de redes fibrilares y microfibrilares de la MEC, la membrana basal y otras
estructuras de la MEC (Gelse et al., 2003; Maraldi et al., 2009). COL6A2 pertenece al
subgrupo de colagenos tipo VI, el cual forma una clase de microfibrillas que se encuentra
expresado en la mayoria de los tejidos de los vertebrados. Estas microfibrillas se localizan
cerca de las células, de los nervios y de los vasos sanguineos. Se ha sugerido que tienen una
funcién de anclaje entre células (Bruns et al., 1986; Ayad et al., 1989). Ademas, el coldgeno
tipo VI puede estar implicado en la migracion y la diferenciacion celular, y en el desarrollo

embrionario (Otte et al., 1990).

El colageno tipo VI es un heterotrimero compuesto por tres cadenas diferentes al (de 140
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kDa), a2 (de 140 kDa) y a3 (de 300 a 340 kDa). En el extremo N-terminal se encuentra el
péptido sefial seguido hacia C-terminal por un dominio globular N-terminal, el dominio
triple hélice y el dominio globular C-terminal (Figura 7). Los dos dominios globulares son
de igual diametro y se ubican a cada lado de las cadenas al, a2 y a3 (dominio triple hélice).
Estan formados por aproximadamente 200 residuos del factor von Willebrand A (VWA), y
tienen similitudes estructurales con algunas integrinas y proteinas de la MEC del cartilago
(Zhang et al., 2002). Las cadenas al y o2 tienen una repeticion del dominio globular N-
terminal y dos repeticiones del dominio globular C-terminal. La cadena o3 tiene 11
repeticiones del dominio globular, de las cuales nueve se han encontrado en el dominio

amino-globular (Lampe et al., 2012).

Region de colageno triple

VWA VWA C-ter
hélice

N-ter  gp VWA

Figura 7. Estructura de COL6A2

Los dominios globulares participan en las interacciones entre los diferentes componentes de
la matriz extracelular y tienen particular importancia en el reconocimiento de la integrina
az2pl la cual regula la adhesion y la diferenciacion celular. Al ser secretado a la matriz
extracelular, el colageno tipo VI forma una red microfibrilar en préacticamente todos los

tejidos conectivos a excepcion del tejido 6seo (Silvera y Barrios, 2012).
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En el ovario el colageno tipo VI se ha encontrado en células de la teca durante el desarrollo
folicular (Iwahashi et al., 2000). Ademas, los niveles de expresion de Col6a2 han sido
evaluados durante el crecimiento del antro folicular después de la induccion de la ovulacion.
Se encontrd una expresion incrementada de Col6a2 en el complejo de cumulus del oocito al
final del crecimiento antral y en las primeras horas después de la administracion de

gonadotropina coriénica humana (Adriaenssens et al., 2009).

Mutaciones puntuales en el colageno tipo VI han sido relacionadas con fenotipos como la
miopatia de Bethlem y la distrofia muscular congénita de Ullrich. La miopatia de Bethlem,
se presenta con debilidad muscular proximal y contracturas variables, afectando los flexores
de los dedos, los codos y los tobillos. La distrofia muscular congénita de Ullrich es
caracterizada por la debilidad congénita e hipotonia, contracturas articulares proximales e

hiperlaxitud de las articulaciones distales (Scacheri et al., 2002; Lampe et al., 2012).

5. Preguntas de investigacion

e ;Cual(es) son lo(s) partner(s) proteicos de ADAMTS19 en un contexto ovarico?

e /Las proteinas ADAMTS19 y su(s) partner(s) proteicos se expresan en liquido
folicular humano? ¢Si es el caso, existe una interaccion entre ellas?

e ;Las proteinas ADAMTS19 y su(s) partner(s) proteicos son coexpresados en el

ovario de raton?
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e ;La mutacion p.Thr943lle en ADAMTS19 afecta la interaccion de ADAMTS19 con

su(s) partner(s) proteicos asociandose al fenotipo FOP?

6. Objetivos de la Investigacion

6.1 Objetivo general

¢ Identificar nuevos potenciales proteinas de interaccion (partners) de ADAMTS19.

6.2 Objetivos especificos
e Determinar si las interacciones proteicas de nuevos partners de ADAMTS19 se
producen en el ovario.
e Establecer nuevas hipotesis sobre la funcion de ADAMTS19 en el ovario.
e Determinar si la mutacion p.Thr943lle en ADAMTS19 perturba la interaccion de

ADAMTS19 y su(s) partner(s) proteicos y se relaciona con la etiologia de la FOP.
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7. Materiales y métodos

7.1 Identificacién de las proteinas de interaccion (partners) de ADAMTS19

mediante el sistema de doble hibrido en levaduras

El sistema de doble hibrido en levaduras fue descrito por primera vez en 1989, cuando se
inicié una nueva era de la investigacion de interacciones proteina-proteina. Esta metodologia
se fundamenta en la reconstitucion de un factor de transcripcion (FT) funcional seguido de la
expresion de un gen reportero en células de levadura genéticamente modificadas (Fields y
Song, 1989). EIl fenotipo permite el crecimiento de las levaduras en un medio selectivo

confiere cambios en el color de las colonias de las levaduras (www.hybrigenics-

services.com). Dos genes reporteros son cominmente usados en los ensayos: el His3, un gen
que permite el crecimiento en un medio carente de histidina y el Lacz que permite realizar el

tamizaje de las levaduras mediante ensayos de colorimetria (Fields y Song, 1989).

En los experimentos se generan dos proteinas denominados prey y bait. La primera la
proteina prey consiste la proteina de interés unida al dominio de unién al ADN del factor de
transcripcion. La segunda consiste en el dominio de activacion del factor de transcripcion
unido a una proteina que se asume interactuara con la primera. La reconstitucion del factor
de transcripcidn permite que se active el gen reportero (Figura 8) (Fields y Song, 1989). El
sistema doble hibrido puede evaluar la interaccion entre dos proteinas especificas, o usar una

proteina de interés como bait para hacer un tamizaje con una libreria de ADNc proveniente
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de tejidos especificos, con la finalidad de identificar partners mediante la secuenciacion de

los plasmidos de las colonias de levaduras seleccionadas.

Principio del doble hibrido

PREY

w

Promotor HIS3

Iinteraccion
Maquinaria de
transcripcion

Hay crecimiento

PREY
Medio carente de
BAT I : Histidina

Promotor HIS3

LexA o Gald Gald
Dominio de ». Dominio de
union al ADN } actvacion

Figura 8. Principio del tamizaje de doble hibrido ULTimate Y2H (Hybrigenics).

Los experimentos de doble hibrido fueron realizados por el laboratorio Hybrigenics en Paris,

Francia (www.hybrigenics.com). La proteina “bait” fusionada al dominio de unién de

ADN del factor de transcripcion, fue generada a partir de clones de ADNc de Adamts19-Mus
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musculus (Gene ID: 240322) y clonada en el plasmido p27 en la regién C-terminal (Nter-
LexA-Adamts19-Cter) y en el plasmido pB66 en la region C-terminal (Nter-Gal4-
Adamts19-Cter). Las secuencias fueron verificadas por medio de secuenciacion directa. La
proteina fusion traducida contenia un fragmento de Adamts19 de 535 aminoacidos (aa 637-
1172) (Figura 9) donde se encuentran presentes los dominios de Adamts19 correspondientes
a: thrombospondin type 1 repeat (SM0029 o PF00090), ADAM-TS Spacer 1 (PF05896) y
PLAC (PF08686). Este fragmento correspondia a la region homologa humana en la que se
encontré la mutacion p.Thr973lle en una de las pacientes con FOP estudiada por NGS y
reportada por nuestro grupo (Fonseca etal., 2015). Las proteinas “prey” fusionadas al
dominio de activacion del factor de transcripcion, fueron generadas de clones de una libreria
de ADNCc de ovario de Mus musculus en los vectores p27 y pB66. Un total de 148.2 millones
de interacciones fueron evaluadas. Después de la seleccion sobre el medio deficiente en
histidina, los clones positivos fueron elegidos, y los fragmentos correspondientes al “prey”

se amplificaron por PCR y se secuenciaron en sus extremos 3’y 5°.
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Figura 9. Alineamientos de secuencias de proteina de humano y de raton correspondientes a
ADAMTS19. En amarillo: regién proteica de ADAMTS19 humano clonado y utilizado en
los experimentos de interaccion proteina-proteina. En fucsia: region proteica de Adamts19

de raton usada en el ensayo de doble hibrido.

Posteriormente, para cada interaccion, los resultados fueron expresados como un Puntaje
Bioldgico Predictivo (PBS) que evalla la fiabilidad de la interaccion y que se fundamenta en
la comparacion entre el nimero de fragmentos de las proteinas sustrato que interactda con la

proteina de interés y la posibilidad de que estos hallazgos se deban al azar. Los resultados de
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la interaccion se clasificaron en categorias discriminadas desde la A hasta la F (Tabla 3). La
identificacion del(os) “prey” que establecen interaccion proteina-proteina con el “bait”
permite la definicion del SID (Selection Interaction Domain). Este dominio corresponde a la

secuencia de aminoacidos especifica del “prey” necesaria para su interaccion con el “bait”.

Tabla 3. Categorias de la interaccion entre proteinas, segun el sistema de Hybrigenics,

Global PBS.
A Interaccion de muy alta confiabilidad
B Interaccion de alta confiabilidad
C Interaccion de buena confiabilidad
D Interaccion de moderada confiabilidad
E Interaccion de baja confiabilidad
F Artefacto técnico

7.2 Sistema de doble hibrido en células eucariotas

Debido a que el sistema doble hibrido se realiz6 con ADNc de ovario de ratén, se buscéd

comprobar que la interaccion se presentara también en proteinas humanas, utilizando
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construcciones plasmidicas con ADNc de ADAMTS19 y COL6A2. Con este objetivo, se
utilizo el sistema de doble hibrido en células eucariotas CheckMate™ Mammalian Two-
Hybrid System (CM) (Promega) (Figura 10) y la co-inmunoprecipitacion (Colp) de
proteinas. En la aproximacion experimental de CM, cada uno de los ADNc que codifican
para las proteinas de interés fueron clonados dentro de los vectores pACT (Figura 11) 6
pBIND (Figura 12) para generar proteinas fusion, que al interactuar permiten la
reconformaciéon de un factor de transcripcién que se une al promotor GAL4. En este
sistema, la interaccion entre las proteinas de interés resulta en la transcripcion del gen
reportero de luciferasa firefly que se encuentra en el plasmido pG5luc (figura 14), y fue

cuantificado en unidades relativas de luciferasa (URL).

Expresion
de

'\)lgit/grc_{ GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4|—TATA EFT&W Luciferase > -

— GAL4 ,GAL4, GAL4  GAL4 , GAL4|—TATA EE refly Luciferase > +

T~

—{GAL4 |GAL4 GAL4  GAL4 | GALA|—TATA —L— Firefly Luciferase > +HH++

Figura 10. Sistema de doble hibrido en células eucariotas. Tomado de

CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System (promega).
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CMV Immediate-Early Enhancer/Promoter
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Nuclear Localization Sequence

BamHI 1333

Sall 1339

Accl 1340

VP16 |'I\E/||U|RV 1348
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pACT Protei Xbal 1362
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Figura 11. Mapa del vector pACT. Tomado de CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid

System (promega).

CMV Immediate-Early

Enhancer/Promoter
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T7 Promoter
BamHI [1570
Sall 1576
Accl 16577
AL Miul 1585
r 4 EcoRV 1594
Amp Eusion Xbal  |1599
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‘l\l’B"l“D MCR [Netl 1606
ector Accesl (1614
(6360 bp) Kpnl 1618
Synthetic 1 ori T
Polyadenylation ) SV40 Late
Signal Renilla Polyadenylation
luciferase Signal
SV40 Early |
hGH Enhancer/Promoter

Intron for
Renilla gene

1895VA09_7A

Figura 12. Mapa del Vector pBIND. Tomado de CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid

System (promega).
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Polyadenylation
Signal and
Transcription
Pause Site

pGS5Juc
Vector

(4955 bp)

GAL4 Binding Sites

SV40 Late
Polyadenylation
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Figura 13. Mapa del vector pG5luc. Tomado de CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid

System (promega).

7.2.1 Construcciones plasmidicas de ADAMTS19 y COL6A2

La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se adquirio
en OriGene clonada en el vector pPCMV6-AC-GFP. Para la obtencién de la region
codificante de COL6A2 humano, se realiz6 la extraccion de ARN total a partir de una

muestra de tejido de piel almacenada en trizol (TRIzol® Reagent) siguiendo el protocolo de

extraccion de ARN.

7.2.1.1 Extraccion de ARN de piel

Se adicion6 1mL de trizol (TRIzol® Reagent) a la muestra de biopsia y se incubd a

temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir disociacién completa del tejido y del
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complejo nucleoproteina. Posteriormente se adicionaron 200ul de cloroformo y se agitod
vigorosamente durante 15 segundos. Seguido, se Incubd 3 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugd a 13000g X 15 minutos a 4°C. Luego se tomo el sobrenadante y se transfirio a
un nuevo tubo, al cual se le adicionaron 500 pl de isopropanol frio y se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Después, se centrifugé a 13000g X 15 minutos a 4°C y se

descart6 el sobrenadante.

Posteriormente, se lavd con 1mL de etanol frio al 75% se mezcld con vortex y se centrifugo
a 7500g X 5 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante, dos veces. Finalmente, se dejo
secar el pellet a temperatura ambiente durante 10 minutos y se adicionaron 10ul de RNAasa
free water y se resuspendié suavemente, para realizar una incubacion final placa seca a 55°C

durante 10 minutos. Se cuantificé y se almacend a -80°C de forma inmediata.

A continuacion, se obtuvo el ADNCc utilizando el kit Superscript 111 First-strand synthesis

system for RT-PCR (Invitrogen REF:18080-051).

7.2.1.2 PCR para clonaje en pCR4

Se realizé una PCR sobre el vector pPCMV6-AC-GFP/ADAMTS19 que contenia la secuencia
codificante completa de ADAMTS19 con dos primers que incluian secuencias de
reconocimiento para las dos enzimas de restriccion Sall (localizacion en 5° del fragmento
amplificado) y Notl (localizacion en 3’ del fragmento amplificado) presentes también en el
sitio de clonaje multiple de los vectores pACT y pBIND (Tabla 4). El producto amplificado
correspondia a un fragmento de ADNc de 1608 pb que codificaba 536 aminoacidos de

ADAMTS19 (desde el His®* hasta Trp''® Uniprot accession number Q8TE59) e
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involucraba el sitio en que se encontrd la mutacion (p.Thr943lle) en una paciente con FOP

(Fonseca et al., 2015).

Posterior a la sintesis de ADNc a partir de RNA de piel, se amplificé por PCR el ADNc de
COLG6A2 con dos primers que incluian en sus extremos secuencias de reconocimiento para
las enzimas de restriccion Sall (localizacion en 5° del fragmento amplificado) y Notl
(localizacion en 3° del fragmento amplificado) (Tabla 4). El producto amplificado
correspondia a un fragmento de 1028 pb que codificaba para 342 aminoacidos de COL6A2
(desde Gly**" hasta Ala®*® Uniprot accession number P12110) e involucraba la region donde
se encontraba el SID reportado en el sistema de doble hibrido en levadura (Figura 14). En

paralelo se amplificé por PCR el ADNCc del gen house keeping GADPH.
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Homo sapiens

GDPGIEGPIGFPGPKGVPGFKGEKGEFGADGRKGAPGLAGKNGTDGOKGKLGRIGPPGCK

345

Mus musculus GDPGIEGPIGFPGPKGVPGFKGEKGEFGSDGRKGAPGLAGKNGTDGOKGKLGRIGPPGCK 360
E R : I

Homo sapiens GDPGNRGPDGYPGEAGS PGERGDOGGKGDPGRPGRRGPPGE IGAKGSKGYQGNSGAPGSP 405

Mus musculus GDPGSRGPDGYPGEAGS PGERGDOGAKGDSGRPGRRGPPGDPGDKGSKGYQGNNGAPGSP 420
****.********************.*** **********: * *********.******
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Mus musculus GAIAKDPKSETGTRVGVVQYSHEGTFEAIRLDDERVNSLSSFKEAVKNLEWIAGGTWTES 720
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Figura 14. Alineamiento de las secuencias proteicas de humano y de raton de COL6A2. En
amarillo: region de la proteina COL6A2 humana clonada en los ensayos de CM y Colp. En

azul: SID de ratdn identificado mediante el ensayo de doble hibrido.

Tabla 4. Primers de amplificacion para ADAMTS19 y COL6A2 (secuencias en negrilla

correspondientes a la secuencia de restriccion).

Gen Secuencia del primer
ADAMT Forward 5
519 huADAMTS19- | ACGCGTCGACAAGCACCCGAGCACTTGGCTG
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Sall-fwCheck GAGAG 3’

Reverse

5’

huADAMTS19- | ATAAGAATGCGGCCGCACTCTTCTGCTGTAGC

Notl-reCheck TTTTGGGC 3’
COL6A2 Forward 5
HUCOLBA2.Sall. | ACGCGTCGACGGAGAGAAGGGTGAATTTGGA
F-Check GC3¥
Reverse =

R-Check

huCOL6A2-Notl- ATAAGAATGCGGCCGCAGCGATGGCACCCAG

CCTGTTG 3’

Tabla 5. Condiciones de la PCR para el subclonaje en pCR4.

Tiempo Tiempo
Paso Temperatura
ADAMTS19 COLB6A2
Desnaturalizacion ) )
o 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos 40 segundos
] 1 minuto 30 )
Elongacion 72°C 1 minuto
segundos
Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
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Numero de ciclos 25 ciclos

Una electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) y 4%
de Bromuro de Etidio fue realizada para comprobar la amplificacion de las secuencias.
Posteriormente se realizo un gel preparativo con la finalidad de extraer las bandas de interés

mediante el kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen).

7.2.1.3 Sub Clonaje del ADNc de ADAMTS19 y de COL6A2 en pCR4

Los fragmentos de ADNc de ADAMTS19 y de COL6A2 obtenidos a partir de la PCR
anterior fueron clonados usando el sistema TOPO-TA Cloning (Invitrogen). Para este
clonaje se usan productos de PCR con extremos adenilados. La tag polimerasa utilizada en
la amplificacion tiene una actividad terminal no dependiente de la secuencia molde e
incorpora el nucledtido deoxiaminidasa (A) al extremo 3"del producto de PCR. EIl vector
linealizado pCR4 tiene un residuo deoxitimidina (T) en el extremo 3". Esto permite que el
producto de PCR (con cola poli A en 3’) se ligue de manera eficiente con el vector. Este
clonaje se realiz6 con la finalidad de obtener las construcciones pCR-TOPO4/ADAMTS19
wild type (WT), y pCR-TOPO4/COL6A2, con los correspondientes sitios de restriccion de

las enzimas Sall y Notl descritos anteriormente.
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Figura 15. Vector pCR4-TOPO (Invitrogen)

Para la reaccién de clonaje en el vector pCR4-TOPO (Invitrogen) se siguieron las siguientes

condiciones (Tabla 6):

Tabla 6. Condiciones del clonaje en pCR4-TOPO

Condiciones del clonaje en pCR4-TOPO

Reactivos ADAMTS19- | COL6AZ2
WT
ADN (100ng/ul) 2 2
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Vector pCR4-TOPO 1 1

Solucion salina 1 1

Agua libre de endonucleasas 2 2

Se incubd el clonaje a temperatura ambiente durante 40 minutos.

7.2.1.3.1 Transformacion

La transformacion del vector pCR4-TOPO con el inserto clonado se realizd en células
Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 Competent Cells (Invitrogen). Se
afiadieron 2ul del producto de clonaje a 50 ul de bacterias y se incubaron por 30 minutos en
hielo. Posteriormente, se realizdé choque térmico a 42°C en un bafio seroldgico durante 30
segundos y se conservaron en hielo por 5 minutos. A la anterior mezcla se le adicionaron
250ul de medio S.O.C y se incubo a 37°C en agitacion a 250 rpm durante una hora. A
continuacion, se sembraron 80 pl en placas de agar LB (Thermo Fisher scientific) con

ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente las colonias fueron extraidas y sembradas en 5 ml de medio LB con
ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche en agitacion al50 rpm y se realizo
extraccion del ADN plasmidico mediante el protocolo de QIAprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen). Consecutivamente, se realizd PCR de verificacion.
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7.2.1.3.2 PCR de verificacion del clonaje en pCR4

Para verificar el clonaje de los fragmentos en el vector pCR4 se utilizé el primer T7 forward

y los siguientes oligonucle6tidos internos reverse.

huCOL6A2_1165R: 5"CCTTGATACCCCTTGCTTCCCTTGG 3’

huADAMTS19 2093R: 5 GGAAGTTCTAACACTATAAGCC 3’

También se usé el primer M13 reverse con los siguientes primers internos forward:

huADAMTS19_3271F: GGCGAATGGGTGACTGGTCTAAGTGC

huCOL6A2_1764F: CTCACGGAGTGTGACGTCATGACC

Tabla 7. Condiciones PCR de verificacion del clonaje.

Paso Temperatura ADAMTS19 COL6A2
WT/mut (Tiempo)
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos 40 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos 30 segundos
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Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos

Numero de ciclos 35 ciclos

7.2.2 Generacion de la mutacién ¢.2828C>T de ADAMTS19 mediante
mutageénesis dirigida por PCR

La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se
encontraba clonada en el vector pPCMV6-AC-GFP (OriGene). Se utilizo la técnica de PCR
fusion (overlapping PCR) para introducir la variante ¢.2828C>T en ADAMTS19 y evaluar su
posible efecto funcional en la interaccion ente ADAMTS19 y su partner. La técnica consiste
en dos rondas de PCR. En la primera amplificacién se usaron cuatro primers (dos
flanqueantes y dos mutagénicos) (Figura 16). En la segunda amplificacion los productos de
la primera PCR son combinados en una reaccion de fusion en la que el extremo 3" solapado

de cada hebra, actia como primer de extension para la hebra complementaria.

Los primers, HUADAMTS19-2828-1R y HUADAMTS19-2828-1F contenian la mutacion en

el centro de la secuencia.

Tabla 8. Primers para mutagénesis dirigida de ADAMTS19, en rojo la variante ¢.2828C>T.

Primers Secuencia del primer
ADAMTS19 | HUADAMTS19AIpha-2F | 5’GGGCGAGAAGCCGCGGCCGCGGGA
Fragmento G’
A
HUADAMTS19-2828-1R 5
TTTTGCTCATGATTTTTGTCAGGACA
CTGTTGTC3’
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs770534782;vf=136063433
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs770534782;vf=136063433
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs777816191;vf=143350599
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs777816191;vf=143350599
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs770691132;vf=136219930
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs770691132;vf=136219930
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs745850829;vf=111359697
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs745850829;vf=111359697
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs775007070;vf=140539202
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs775007070;vf=140539202
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs114956659;vf=21810337
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs114956659;vf=21810337
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs549516037;vf=81939931
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000145808;r=5:129460265-129738683;t=ENST00000274487;v=rs549516037;vf=81939931

ADAMTS19 | HUADAMTS19-2828-1F | 5 ’GACAACAGTGTCCTGIACAAAAATC

ATGAGCAAAA 3’
Fragmento

B HUADAMTS190mega-1R | 5> GCAGCTTTTGGGCATAGAAGTCCC 3’

El fragmento A correspondi6 a un producto amplificado de 2899pb y el fragmento B a un

producto de 800pb.
Tabla 9. Condiciones de PCR fragmentos Ay B
Reactivo Fragmento A Fragmento B
ADN plasmidico 100 ng/ul 1l 1l
Platinum® Pfx DNA 12,5 ul -

Polymerase (Invitrogen)

GoTaq Green Master Mix - 12,5 pl
(Promega)
Primers (10pg/ul) 2ul (c/u) 2ul (c/u)
DMSO 1% 1,5 ul 1,5 ul
Agua libre de nucleasas 8,5 ul 8,5 ul
Volumen final 25 ul 25 ul
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Alfa-Forward Reverse 2828
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€.2828C>T
Fragmento A Fragmento B
PCR-Il 5 EY
5} 3}
Fragmentos superpuestos
€.2828C>T
Productos 5’ - - 3’
de PCR 5’

3!
Fragmento A
Fragmento B

Figura 16. Esquema de mutagénesis dirigida de ADAMTS19. Tomada y

modificada de (Patel et al., 2009)

Tabla 10. Programa del termociclador para la PCR de amplificacion de los fragmentos Ay B

del gen ADAMTS109.

Fragmento A Fragmento B

Programa Termociclador | Tiempo = Programa Termociclador | Tiempo

Desnaturalizacion | 94°C | 5 minutos | Desnaturalizacion | 94°C 10

88



inicial

NuUmero de ciclos

Desnaturalizacion

Anillamiento

Elongacion

Elongacion final

Conservacion

Para la purificacion del ADN amplificado por PCR se realiz6 un gel preparativo de agarosa
al 1% en buffer TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) tefiido con bromuro de etidio seguido de

electroforesis del producto amplificado. Las bandas correspondientes a los fragmentos A 'y B

inicial
20 ciclos NuUmero de ciclos

95°C 30 Desnaturalizacion
segundos

57°C 30 Anillamiento
segundos

66°C | 3 minutos Elongacion

72°C 10 Elongacion final
minutos

4°C Conservacion

minutos

20 ciclos
95°C 40
segundos
57°C 40
segundos
72°C 40
segundos
72°C 10
minutos
4°C

fueron extraidas y purificadas usando el kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen).

7.2.2.1 PCR fusioén

Posteriormente, se realizé una segunda ronda de PCR en la que los fragmentos A y B

purificados se mezclaron. La reaccion se realizé con 12 ul del fragmento A, 3 ul del

fragmento B, 10 ul de H20 y 25 pl de Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen).
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Tabla 11. Programa del termociclador para la segunda ronda de PCR

Programa Termociclador: MJ TIEMPO
Research PTC-100®
Desnaturalizacion 94°C 2 minutos
Inicial
# ciclos 2 ciclos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Anillamiento 47°C 1:30 minutos
Elongacion 66°C 3:40 minutos
# Ciclos 2
94°C 1 minuto
49°C 1:30 minutos
66°C 3:40 minutos
# Ciclos 2
94°C 1 minuto
51°C 1:30 minutos
66°C 3:40 minutos
# Ciclos 2
94°C 1 minuto
51°C 1:30 minutos
66°C 3:40 minutos
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# Ciclos 4
94°C 1 minuto
55°C 1:30 minutos
66°C 3:40 minutos
# Ciclos 4
94°C 1 minuto
57°C 1:30 minutos
66°C 3:40 minutos
Elongacion Final 72°C 5 minutos

Posteriormente se extrajo la banda del producto con la secuencia completa de ADNc de
ADAMTS19 mutado de un gel preparativo. Este producto fue secuenciado para verificar la

introduccién de la mutacion (¢.2828C>T) en ADAMTS19.

7.2.3 Clonaje del ADNc de ADAMTS19 ¢.2828C>T en pCR-XL-TOPO

El fragmento de ADNc de ADAMTS19 mut (c.2828C>T) obtenido anteriormente fue
clonado usando el kit TOPO® XL PCR Cloning Kit (Invitrogen), basado en el sistema TA-

cloning explicado en el numeral 7.2.1.3.

Tabla 12. Reaccién de clonaje TOPO® XL PCR.
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Reactivo Volumen
ADNc de ADAMTS19 mut 2 ul
Solucién Salina 1ul
Agua 2 ul
Vector pCR-XL-TOPO 1ul

Incubacion a temperatura ambiente por 40 minutos

Para la transformacion del producto de clonaje se afiadieron 3uL del producto en 25uL de
células de Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10 Competent Cells
(Invitrogen). Se siguio6 el protocolo de transformacion previamente descrito. Las colonias
resultantes tras la incubacion fueron afadidas en 5 ml de medio de cultivo LB con
kanamicina durante toda la noche en agitacion a 37°C. Se realiz6 PCR sobre colonia con un
primer forward T7 que se une al plasmido y un primer interno (reverse) que alinea con un

fragmento especifico de ADAMTS19.
Primer interno de ADAMTS19:

huADAMTS19-1639R: 5 GCGGATTTGTTTGTAGCAAGCAG 3’

Tabla 13. Condiciones PCR de verificacion del clonaje.

Paso Temperatura Tiempo
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Desnaturalizacion _
o 95°C 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos
Elongacion 72°C 1 miny 30 seg
Elongacion Final 72°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos

Posteriormente, a las colonias positivas se les extrajo el ADN plasmidico utilizando el
protocolo QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y se enviaron a secuenciacion con primers

internos y sobre el vector.

7.2.4 Generacion del amplicon de ADAMTS19 ¢.2828C>T

Para la generacién del producto amplificado de ADAMTS19 ¢.2828C>T se realiz6 una PCR
sobre el vector pCR-XL-TOPO que contenia el fragmento de ADNc de ADAMTS19
€.2828C>T y se siguid la metodologia descrita en el numeral 7.2.1.2 de igual forma a como
se realizo para la version WT de ADAMTS19. Con la finalidad de generar los sitios de
restriccion necesarios para el clonaje en pACT. Posteriormente el fragmento de ADNc de
ADAMTS19 mut (1608pb) obtenido de la PCR se clond en el vector pCR4-TOPO vy se

transformé siguiendo la metodologia descrita en 7.2.1.3. Para finalmente obtener la
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construccion pCR-TOPO4/ADAMTS19-mut (¢.2828C>T) con los correspondientes sitios de

restriccion de las enzimas Sall y Notl.

7.2.5 Clonaje del fragmento de ADAMTS19 WT, ADAMTS19 muty COL6A2
en los vectores pACT y pBIND mediante el método de digestion/ligacion

enzimatica.

7.25.1 Digestidn con enzimas de restriccion

Las construcciones plasmidicas pCR-TOPO4/ADAMTS19 WT, pCR-TOPO4/ADAMTS19
mut y pPCR-TOPO4/COL6A2 con los sitios de restriccion en 5 y 3°, y los vectores pACT y
pBIND se sometieron a un proceso de digestién con las enzimas de restriccion Sall y Notl.
Se uso el NEBuffer 3.1 en el cual ambas enzimas presentan una actividad del 100% (New

England BioLabs).

Tabla 14. Condiciones de digestion

Condiciones de la digestion ADAMTS19-

WT/ADAMTS19 mut/COL6A2 y pACT y pBIND

Buffer 3.1 (10X) 10ul
Sall (20V) Tul
Notl(10V) 2ul
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Agua

67ul

Producto a digerir 100ng/pl

20ul

Se incubd la digestién a 37°C durante 4 horas. El producto final de digestion fue evaluado en

un gel preparativo de agarosa al 1% en buffer TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) y posteriormente

se realizo la extraccion de las bandas correspondientes con el kit QIAquick PCR Purification

(Qiagen).

7.25.2 Ligacion de los fragmentos ADAMTS19 WT, y ADAMTS19 mut,
en el vector pACT y de COL6A2 en el vector pBIND

Para la ligacion de los fragmentos y vectores digeridos se empled la enzima T4 ligasa

(Invitrogen) la cual liga los fragmentos de ADN a través de enlaces covalentes. Los célculos

de ligacion se hicieron teniendo en cuenta la siguiente formula:

100ngvector x tamafio del inserto (pb)

ng Inserto =

Tamano vector

Tabla 15. Célculos para la ligacion de ADAMTS19 WT, y ADAMTS19 mut, en el vector

pACT y de COL6A2 en el vector pBIND.

Célculos ADAMTS19/WT | ADAMTS19/mut
(Sall-Notl)

COL6A2
(Sall-

PBIND

pcDNA3
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(Sall-Notl)

Notl)

ng de inserto
calculados

86

86

48

100

100

Concentracion
producto de
extraccion de
banda (ng/pl)

29

27

22

36,8

32,08

Cantidad
utilizada en la
ligacion(pl)

3,5

3,5

2,5

Tabla 16. Condiciones de reaccién de las ligaciones de pACT y ADAMTS19 WT, pACT y

ADAMTS19 mut y pBIND y COL6A2.

Condiciones de la reaccion de ligacion

Reactivos ADAMTS19/WT | ADAMTS19/mut | COL6A2
Buffer T4 ligasa 4ul 4pl 4ul
Inserto 3,5ul 3,5ul 2,5ul
Vector pACT 6 3ul 3ul ul
pBIND
T4 ADN ligasa 2ul 2ul 2ul
(AU/d)
Agua 7,5ul 7,5ul 8,5ul

Incubacién 16 horas a 16°C
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7253 Transformacioén

Se realizo la transformacion siguiendo el protocolo de transformacion descrito previamente,
utilizando 2 pl del producto de ligaciéon y 25 ul de bacterias Escherichia coli quimio-

competentes One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen).

Las colonias resultantes tras la incubacion del producto de transformacién en las placas de
agar LB-amp fueron afiadidas a 5mL de medio de cultivo LB-Amp toda la noche a 37°C en
agitacion de 150 rpm. Se realiz6 PCR de las colonias con la finalidad de verificar la ligacién
de los fragmentos en los vectores pACT (ADAMTS19 WT y mut) y pBIND (COL6A2). Se
utilizé un primer forward T7 EVV que se hibrida al plasmido y un primer interno (reverse)
que se hibrida con un fragmento especifico de las dos versiones de ADAMTS19 y una
segunda combinacién de primers usando un primer forward T7 EVV con un primer interno

(reverse) para COL6A2.

Primers de PCR de verificacion:

huCOL6A2_1165R: 5"CCTTGATACCCCTTGCTTCCCTTGG 3’

huADAMTS19 2093R: 5’ GGAAGTTCTAACACTATAAGCC 3’

Estas PCRs se realizaron con el objetivo de verificar la adecuada ligacion de los fragmentos
en los vectores correspondientes. Las construcciones plasmidicas fueron enviadas a
secuenciacion con primers internos y sobre el vector. Una vez comprobado que el inserto se
clono adecuadamente en los vectores se realizaron midipreps empleando el kit QlAprep Spin

Midiprep (Qiagen) y se conservaron a -20°C.
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7.2.6 Co-transfeccion de las construcciones plasmidicas

Las células CHO (Chinese Hamster Ovary) fueron sembradas 24 horas antes de la
transfeccion, se utilizaron cajas de 24 pozos (80.000 células por pozo) y medio DMEM-F12
con 10% SFB (Suero Fetal Bovino) y Pen/strep (Penicilina/Streptomicina) 1% (Invitrogen-

Gibco). Las células se encontraban en confluencia del 80% al momento de la transfeccion.

Se siguieron las recomendaciones del protocolo de transfeccion de CM (promega) de
mantener una proporcion de 1:1:1 (200ng) para cada uno de los constructos en la
transfeccion. Simultdneamente se co-transfectaron los vectores pACT-MyoD y pBIND-Id
que correspondian a los controles positivos. Estos plasmidos codifican y expresan dos
proteinas que interactdan in vivo. Se usaron los vectores pACT y pBIND vacios como
control negativo. Las co-transfecciones se llevaron a cabo al menos tres veces en
sextuplicado. Para transfectar se utilizé el lipido cationico FUGENE6 Transfection reagent
(Promega) y OpTIMEM (medio libre de SFB y Antibidtico) (Thermo Fisher scientific).
Siguiendo las recomendaciones del inserto, se calcul6 la cantidad de ADN (ug) y FUGENEG

(ul) necesarios para mantener una proporcion de 1:3 (Tabla 17).

Tabla 17. Célculos de la transfeccion. (C+) control positivo. (C-) control negativo.

Mezcla | Construccion 1 Construccion 2 pG5luc Fugene | Optimem | n
(ub) (nl)
1 ADAMTS19WT/ | COLG6A2/ pBIND | (100ng/ul)12 | 9,75 95,9 6
PACT(100ng/ul |  (100ng/ul)12pul ul
) 12ul
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ADAMTS19mut/ | COL6A2/ pBIND | (100ng/ul)12 9,75 95,9
pACT(100ng/ul (100ng/ul)12ul ul
) 12ul
pACT/mio (C+) pBIND/Id (C+) (100ng/ul)12 9,75 95,9
(100ng/ul) 12l (100ng/ul) 12pl ul
4 pACT vacio (C- | pBIND vacio (C-) | (100ng/ul)6u 4,87 47,9 3
) (100ng/ul) 6 (100ng/pl) 6 I

Adicionalmente, se usé como control células no transfectadas, a las cuales se les realizo

extraccion de ARN para evaluar si las células CHO expresaban ADAMTS19 y COL6A2.

7.2.6.1 Protocolo de transfeccion

Se realizo la primera mezcla de FUGENE (Promega) y OptiMEM (Thermo Fisher Scientific)
y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacion, se adicion6 el ADN
calculado para mantener la proporcion 1:3 con el FUGENE, se mezcl6 y se incub6 durante
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retird el medio DMEM (Invitrogen-
Gibco) a cada caja de 24 pozos y se reemplazo por 600ul/pozo de medio OptiMEM (Thermo
Fisher scientific). De la mezcla de transfeccion se adicionaron 25 pl a cada pozo y se incubd

a 37°C durante 48 horas para permitir la expresion proteica.

7.2.7 Ensayo: Dual-Luciferase Reporter Assay System
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Se empleo el protocolo Dual Luciferase Reporter Assay System (promega) para cuantificar
la cantidad de Renilla y firefly luciferasa. Se retiré el medio de cultivo de los pozos y se
agrego 1ml de PBS1x a cada pozo y se lavd en rocket. A continuacion, se retiro el PBS 1x 7
y se adicionaron 100 pl de buffer de lisis 1X a cada pozo, para incubar a temperatura
ambiente a 120 rpm durante 1 hora. Posteriormente, se realizo un raspado de las células en

cada pozo, y el producto se trasladé a tubos eppendorf (Lisado).

Paralelamente, en tubos eppendorf nuevos se agregaron 100ul del reactivo de ensayo de
luciferasa II (LAR II) y se transfirieron 20 pl del lisado celular y se mezcl6 pipeteando 2 a 3
veces. Luego se realizd la lectura en un luminémetro GloMax® 20/20 y se registro la
medicion de la actividad de firefly luciferasa. Se retird la muestra del lumindémetro y se
afiadieron 100 pl del reactivo Stop & Glo®. Después se mezcld suavemente y se volvid a
colocar la muestra en el luminémetro para realizar la lectura y se registrd la actividad de
Renilla luciferasa. Los resultados fueron reportados en unidades relativas de luciferasa

(URL) y la significancia estadistica fue estimada con la prueba t-Student.

7.3 Co-inmunoprecipitacion

Ensayos de co-inmunoprecipitacion (Colp) se realizaron para confirmar la interaccion entre
ADAMTS19 y COL6A2. Este ensayo es ampliamente utilizado en la deteccién de
interacciones proteina-proteina. La técnica de inmunoprecipitacion (IP) permite el
aislamiento de una proteina especifica a partir de un extracto celular mediante un anticuerpo
especifico. La co-inmunoprecipitacion es una variante de la IP en la cual clasicamente se

inmunoprecipita una de las proteinas (que interactla con otra) que arrastra la otra proteina
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que conforma el dimero de interaccion. Una vez se ha unido el dimero a un anticuerpo
especifico (anticuerpo primario) varias centrifugaciones permiten obtener el complejo
inmune capturado el cual es desnaturalizado en condiciones de pH bajo. Posteriormente se
disocia el complejo para analizar las proteinas mediante electroforesis en SDS-page vy
revelado mediante WB dirigido a la otra proteina que conforma en dimero de interaccion

proteina-proteina (Kaboord y Perr, 2008).

7.3.1 Construcciones plasmidicas

7.3.1.1 Subclonaje en pCR4-TOPO

A partir de las construcciones utilizadas para el ensayo de CM se realiz6 PCR con los
primers listados en la tabla 18 para generar los amplicones en los de restriccion para las
enzimas Xbal (localizacion 5° de los fragmentos amplificados) y HindIII (localizacion 3’ de
los fragmentos amplificados). Los fragmentos amplificados corresponden al ADNc de
ADAMTS19 desde 1900pb hasta 3507pb (longitud 1608pb) (ADAMTS19 desde el
aminoacido His®* hasta Trp'®® Uniprot accession number Q8TE59) en version WT y mut
(c.2828C>T) vy la secuencia del ADNc de COL6A2 desde 919pb hasta 1947pb (longitud
1029pb) (COL6A2 desde el aminoacido Gly®%” hasta Ala®® Uniprot accession number

P12110) correspondiente al SID resultante del ensayo de doble hibrido.
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Tabla 18. Primers ADAMTS19 y COL6A2 para construcciones de co-inmunoprecipitacion.

En negrilla la secuencia de restriccion.

GEN Nombre del primer Secuencia del primer 5°-3’

ADAMTS | hADAMTS19_Xbal/ | CTAGTCTAGACCACCATGGGCCATCTGGCCG

19 Forward GAGAGTGGAGCCTGTGG

ADAMTS | hADAMTS19_Hindlll | AGCTTGAAGCTTTTTTTTCACCACTGATCTCC

19 /Reverse CAGGCACTTGAAAG

COL6AZ2 hCOL6A2_Xbal/ CTAGTCTAGACCACCATGGGAGAGAAGGG

Forward TGAATTTGGAGCCG

COLG6A2 hCOL6A2_Hindlll/ | AGCTTGAAGCTTTTTTTTCAAGCGATGGCA

Reverse CCCAGCCTGTTGACC

Tabla 19. Condiciones PCR para la generacion de los amplicones ADAMTS19 y COL6A2.

ADAMTS19
COLG6A2
Paso Temperatura WT/mut )
) (Tiempo)
(Tiempo)
Desnaturalizacion ) )
o 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos 40 segundos
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. 1 minuto 30 _
Elongacion 72°C 1 minuto
segundos
Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos

Al comprobar la amplificacion de las secuencias en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE
1X (Tris/Borato/EDTA) se realiz6 extraccion de banda y purificacion de la misma mediante
el kit QlAquick PCR putrification (Qiagen). Se clond el fragmento de ADAMTS19-WT,
ADAMTS19 Mut y COL6A2 obtenido mediante PCR en un vector pCR4-TOPO (Invitrogen)

segun el protocolo previamente descrito en el numeral 7.2.1.3 usando el sistema TA-cloning.

Tabla 20. Condiciones de clonaje en pCR4-TOPO.

Condiciones del clonaje en pCR4-TOPO
Reactivos ADAMTS19- | ADAMTS19 | COL6A2
WT mut
ADN (100ng/ul) 2 2 2
vector pCR4-TOPO 1 1 1
Solucion salina 1 1 1
Agua libre de endonucleasas 2 2 2

Se incubd el clonaje a temperatura ambiente durante 40 minutos.
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7.3.1.2 Transformacién

La transformacion del vector pCR4-TOPO con el inserto clonado se realizé en células
Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 Competent Cells (Invitrogen).

Siguiendo el protocolo de transformacion previamente descrito.

Para verificar el clonaje de los fragmentos en el vector pCR4-TOPO se utilizo el primer T3

forward y los siguientes primers internos reverse:

huCOL6A2_1165R: 5"CCTTGATACCCCTTGCTTCCCTTGG 3’

huADAMTS19 2093R: 5 GGAAGTTCTAACACTATAAGCC 3’

También se usé el primer M13 con los siguientes primers internos forward:
huADAMTS19 3271F: 5 GGCGAATGGGTGACTGGTCTAAGTGC 3’
huCOL6A2 1764F: 5 CTCACGGAGTGTGACGTCATGACC 3’

Tabla 21. Condiciones PCR de verificacion del clonaje.

Paso Temperatura ADAMTS19 COLG6A2
WT/m .
fmut (Tiempo)
(Tiempo)
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos 40 segundos
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Anillamiento 57°C 40 segundos 40 segundos

Elongacion 72°C 20 segundos 20 segundos

Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar con la finalidad de verificar el clonaje.

7.3.1.3 Digestion

Las construcciones pCR4-TOPO/ADAMTS19-WT, pCR4-TOPO/ADAMTS19 mut, y pCR4-
TOPO/COL6A2 vy el vector pcDNA3 (Invitrogen) (Figura 17) fueron digeridas con las

enzimas de restriccion Xbal y Hindlll en el NEBuffer 2.1 en el presentan100% de actividad

(New England BioLabs).
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* There is an ATG upstream A5

ol the Xba | site. Bsml

Figura 17. Mapa del vector pcDNA3 (Invitrogen).

Tabla 22. Condiciones de la digestion enzimatica pCR4-TOPO/ADAMTS19-WT, pCR4-

TOPO/ADAMTS19 mut, y pCR4-TOPO/COLG6A2 y el vector pcDNA3 (Invitrogen).

Condiciones de la digestién enzimatica
Buffer 2.1 (10X) 10pl
Xbal (20U) 1ul
HindIll (20U) 1ul
Agua 68ul
Producto a digerir 100ng/pl 20ul
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Se incubo la digestion a 37°C durante 4 horas. El producto final de la digestion se evaluo en
un gel preparativo de agarosa al 1% en buffer TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) y posteriormente
se realizo la extraccion de las bandas correspondientes con el kit QIAquick PCR Purification

(QIAGEN).

7.3.1.4 Ligacion

Para el proceso de ligacion de los fragmentos digeridos (ADAMTS19-WT, ADAMTS19 mut
y COL6A2) en el vector pcDNA3.0 (Invitrogen) se empleo la enzima T4 ligasa (Invitrogen).

Los célculos de ligacion de hicieron teniendo en cuenta la siguiente formula:

100ngvector x tamafio del inserto (pb)

ng Inserto = — x 3
Tamano vector

Tabla 23. Célculos para ligacion enzimatica

Calculos ADAMTS19WT | ADAMTS19mut | COL6A2 pcDNA3
ng de inserto calculados 89 89 57.1 100
Concentracion producto 19 25 19 56
de extraccion de banda
(ng/ul)
Cantidad utilizada en la 5 4 3 2
ligacion(pl)
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Tabla 24. Condiciones de reaccion de ligacion enzimética de pcDNAS3.

Condiciones de la reaccion de ligacion enzimatica
Reactivos ADAMTS19 | ADAMTS19 | COL6A2
WT mut
Buffer T4 ligasa 4ul 4ul 4ul
Inserto Sul 4ul 3ul
Vector pcDNA3 2ul 2ul 2ul
T4 ligasa (1U/pl) 2ul 2ul 2ul
Agua Sul Sul oul
Incubacion 16 horas a 16°C
7.3.15 Transformacion

Se realizd la transformacion siguiendo el

previamente, utilizando 2 pl del producto de ligacion y 25 pl de bacterias Escherichia coli

protocolo de transformacién explicado

qguimio-competentes One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen).

Las colonias resultantes del proceso de incubacion de las placas de agar LB-amp con el
producto de transformacion fueron afiadidas a 5mL de medio de cultivo LB-Amp toda la

noche a 37°C en agitacion de 150 rpm. Se realiz6 PCR de las colonias con la finalidad de

verificar la ligacién de los fragmentos al vector pcDNA3.0 con los siguientes primers:

hADAMTS19_2311F:

5" GGCTGTGATGGTTTATTAGGGT 3’
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hADAMTS19_2957R:

5> GTGAACAAGGGGTCCATTCTGTC 3’

huCOL6A2_1764F:

5" CTCACGGAGTGTGACGTCATGACC 3’

hCOL6A2_HindIlI-R:

5" AGCTTGAAGCTTTTTTTTCAAGCGATGGCACCCAGCCTGTTGACC 3’

Tabla 25. Condiciones de la PCR de verificacion.

ADAMTS19
COL6A2
Paso Temperatura WT/mut
(Tiempo)
(Tiempo)
Desnaturalizacién
95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos 40 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto 20 segundos
Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos
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Las construcciones plasmidicas fueron enviadas a secuenciacién con primers internos y
sobre el vector. Una vez comprobado que el inserto se hubiera clonado adecuadamente en

los vectores se realizaron midipreps empleando el kit Plasmid DNA Purification (QIAGEN).

7.3.2 Co-transfeccion de las construcciones plasmidicas

Las células CHO (Chinese Hamster Ovary) fueron sembradas 24 horas antes de la
transfeccion. Se utilizaron cajas de 24 pozos (80.000 células por pozo) y medio DMEM
(Invitrogen-Gibco) con 10% SFB y Pen/strep 1%. Las células se encontraban en confluencia

del 80% al momento de la transfeccion.

Se mantuvo una proporciéon de 1:1 (200ng) para cada uno de los constructos en la
transfeccion. Como control negativo se usaron células NT (no transfectadas) y vectores
vacios. Las co-transfecciones se llevaron a cabo al menos tres veces en sextuplicado. Para
transfectar se utilizé el lipido cationico FUGENEG6 Transfection reagent (Promega) vy
OpTIMEM (medio libre de SFB y Antibidtico) (Thermo Fisher scientific). Siguiendo las
recomendaciones del inserto de FUGENES, se calcul6 la cantidad de ADN (ug) y FUGENEG
(ulJ) necesarios para mantener una proporcion de 1:3 (Tabla 26). Se realiz6 el protocolo de

transfeccion como se describio en el numeral 7.2.6.1.

Tabla 26. Céalculos de la transfeccion para Colp.

Mezcla | Construccion 1 (ng) | Construccion 2 (ng) | Fugene | Optimem | Numero

@ (n) de pozos
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1 ADAMTS19WT/pcD | COL6A2/pcDNA3 432 ul 412.8ul 24
NA3 (300ng) (300nQ)

2 ADAMTS19mut/pcD | COL6A2/pcDNA3 432 ul 412.8ul 24
NA3 (300ng) (300ng)

Antes de la transfeccion se evalué microscopicamente la confluencia de las células y se
realiz6 el siguiente protocolo en el que se utiliz6 en medio OptiMEM (libre de SFB y

antibidtico) (Thermo Fisher scientific) y el FUGENEG6 (Promega).

7.3.3 Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas totales se realiz6 48 horas luego de la transfeccion. Se retiré el
medio de cada pozo y se lavéd con 500ul de PBS 1X frio. Posteriormente, se retiré el PBS 1X
y se afiadieron 20ul de RIPA (PMSF, Ortovonadato de Sodio, coctel inhibidor de proteasas)
(Santa cruz) por pozo. Las cajas se mantuvieron a 4°C por 15 minutos. A continuacion, se
realizd el raspado de las células y se transfirid el lisado celular a un tubo Eppendorf.
Después se pasé el lisado celular 5 veces a través de una jeringa de calibre 21G y se
mantuvo en hielo durante 40 minutos. Finalmente se centrifugd a 1000g/4°C durante 20

minutos y se alicuoto el sobrenadante (lisado) y se almacené a -80°C.

7.3.3.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce

Biotechnology). Se obtuvieron las siguientes concentraciones:
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Tabla 27. Cuantificacion de extraccion de proteinas en células transfectadas (M1y M2) y

células no transfectadas.

Mezcla Cuantificacion de proteinas
M1 923,107 pg/pl
M2 937,189 ug/ul
Células no transfectadas (NT) 831,503 pg/ul

7.3.4 Inmunoprecipitacion

Con la finalidad de eliminar uniones inespecificas durante la Colp se utilizd el kit
ImmunoCruz™ [P/WB Optima D System (Santa Cruz) y el kit ImmunoCruz™ [P/WB
Optima E System (Santa Cruz). Este sistema permite la eliminacion de la deteccion de
cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo de inmunoprecipitado. La matrices ImmunoCruz™
IP/WB se unen al anticuerpo primario, permitiendo que en el revelado del WB solo se

evidencies los antigenos detectados por el anticuerpo primario.

Se adicionaron 50ul de la matriz IP (santa cruz) y Spg del Ac primario: anti ADAMTS19
goat polyclonal 1gG (Sc21513 Santa cruz) o anti COL6A2 mouse monoclonal 1gG1 (Sc
374566 Santa cruz) y 500 ul de PBS 1X (Tabla 27). Se mantuvo la mezcla a 4°C durante 1
hora. A continuacion, la mezcla fue centrifugada a 22.000g durante 30 segundos a 4°C y se
aspir0 y descartd el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron dos lavados del pellet con

500ul de PBS 1X. Del lisado de proteinas previamente obtenido y cuantificado se
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transfirieron 500ug de proteinas a la matriz resultante preparada anteriormente y se incubd a

4°C en rotacion, durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugd el tubo a 22.000g durante 30 segundos a 4°C, y se aspird y se
descartd el sobrenadante. Luego se hicieron 4 lavados con 500ul de PBS 1X y el pellet fue
resuspendido en 40-50 ul de buffer laemmli (Sigma Aldrich) con Beta mercaptoetanol 2X.
Finalmente las muestras se almacenaron a -20°C para su posterior andlisis por Western Blot

(WB).

Tabla 28. Mezclas de Colp. Matrices inmunocruz, anticuerpos de ColP y anticuerpos

primarios usados en WB.

Tubo # MEZCLA Inmunocruz | Anticuerpo Anticuerpo
primario primario WB
Colp

T1 ADAMTS19 Optima D Anti Anti COL6A2
WT+COL6A2 ADAMTS19

T2 ADAMTS19 Optima D Anti Anti COL6A2
mut+COL6A2 ADAMTS19

T3 ADAMTS19 Optima E Anti Anti ADAMTS19
WT+COL6A2 COLG6A2

T4 ADAMTS19 Optima E Anti Anti ADAMTS19
mut+COL6A2 COL6A2
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NT5 Células No Optima D Anti Anti COL6A2

transfectadas ADAMTS19
NT6 Células No Optima E Anti Anti ADAMTS19
transfectadas COL6A2

7.3.4.1 Western Blot

Los productos de la co-inmunoprecipitacion fueron analizados mediante WB. Se prepar6 el
gel de separacion al 10% (tabla 28), se adiciond en los montajes de vidrio y se cubrié con
isopropanol. Posteriormente se afiadi6 el gel de concentracion al 5% y se puso el peine de 10

pozos hasta la gelificacion completa.

Tabla 29. Preparacion de geles de WB.

Componente Gel de separacion Gel de concentracién
Agua destilada 4.1 mil 5.7ml
Acrilamida-Bis acrilamida 30% 3.3mi 1.7 mi
Buffer de separacion 10% 2.5 ml -

Buffer de concentracion 5% - 2.5 ml
APS 10% 50 ul 50 pl
TEMED 5ul 10 ul

SDS 10% 100 pl 100ul
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A continuacidn, se coloco el gel en el dispositivo para geles de la cdmara de electroforesis y
se lleno la cdmara con el buffer de corrido 1X. Las mezclas de co-inmunoprecipitacion se
calentaron a 96°C durante 5 minutos, se centrifugaron a 15000 rpm a 4°C durante 5 min y se
sembraron 25ul de las mezclas de Colp en los pozos de las mezclas segiin el mapa de
siembra (figura 18). Adicionalmente, se colocaron 5 ul de patron de peso (pp). La
electroforesis se realizd a 100v hasta que las muestras pasaron al gel de separacion y se

aumento el voltaje a 120V durante 2 horas.

Pp T3 T4 Pp NT6
Membrana de
revelado en WB
con Anti-A19
Pp T1 T2 Pp NTS

Membrana de
Revelado en WB
con Anti-COLB2

Figura 18. Mapa de siembra WB-co-inmunoprecipitacion post-transfeccion. Pp (patrén de

peso de proteinas).

7.3.4.2 Transferencia

Las membranas de PVDF fueron cortadas y se sumergieron en metanol, luego en agua y
luego en buffer de transferencia 1X durante 2 minutos. A continuacion, se armé el casette de

transferencia y se monté en la cdmara con buffer de transferencia 1X.
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La electroforesis fue realizada a 30V durante toda la noche a 4°C.

7.3.4.3 Inmunodeteccion

Se desmontd la transferencia y el sandwich y la membrana fue colocada en TBS (Tris-
buffered saline). Inmediatamente, se realizo el bloqueo de la membrana. Para el Ac primario
monoclonal anti COL6A2 mouse monoclonal IgG1 (Sc 374566 Santa cruz) se bloque6 con
BSA 3% (albumina sérica bovina) y para el anticuerpo anti-ADAMTS19 goat polyclonal
IgG (Sc21513 Santa cruz) se bloque6 con leche descremada al 5%. Ambas soluciones de
bloqueo se prepararon en TBS-T 1X (Tris- buffered saline, 0.1% Tween 20). Se adicionaron
15ml de la solucién de bloqueo a la membrana segun el anticuerpo primario a usar en el WB
(ver tabla 27) y se dejo en agitacion orbital a temperatura ambiente durante 2 horas.
Posteriormente, se lavd la membrana 3 veces con 10mL de TBS-T 1X. Cada lavado fue de

10 minutos y se mezclo en shaker a 160 rpm a temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios de WB se prepararon de la siguiente manera: anti COL6A2 mouse
monoclonal 1gG1l (Sc 374566 Santa cruz) 1:400 en BSA 1% y anti-ADAMTS19 goat
polyclonal 1gG (Sc21513 Santa cruz) 1:200 en leche descremada al 2%. Se agregaron 10 ml
del anticuerpo primario a la membrana segun el mapa de siembra (figl) y la tabla 12, y se

incubo a temperatura ambiente durante 2 horas en agitacion orbital.

En seguida se realizaron 3 lavados con 10mL de TBS-T 1X durante (10 minutos cada uno) y
se mezcld en shaker a 160 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente se preparo el

anticuerpo secundario para COL6A2 anti mouse IgG peroxidasa A9044 (Sigma Aldrich)
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1:80.000 en BSA1% y para ADAMTS19 anti goat 1gG peroxidasa A5420 (Sigma Aldrich)
1:80.000 en leche descremada al 2%. Se adicionaron 10ml del anticuerpo secundario segun
el mapa de siembra (Figura 18) y las mezclas de Colp (Tabla 27) y se incubaron las

membranas durante dos horas a temperatura ambiente en agitacion orbital.

Se realizaron 2 lavados con 10mL de TBS-T 1X durante (10 minutos cada lavado) y se
mezclé en shaker a 160 rpm a temperatura ambiente. Adicionalmente se realizo otro lavado

en agua destilada por 1 minuto 30 segundos a temperatura ambiente sin agitacion.

Para el revelado del WB se utilizo el kit super signal-TM West pico (Thermo Fisher
scientific). Se prepar6 la solucion de revelado y se adiciond en la membrana hasta cubrirla

completamente durante 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Finalmente se retird la solucion de revelado y se procedié al revelado de la membrana
durante 20 minutos en el equipo Thermo Scientific TM MYECLTM Imager (Thermo Fisher

Scientific).

7.4 Inmunofluorescencia indirecta

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se realiz6 para la verificacion de la produccion
y la potencial colocalizacion de las proteinas producidas en los ensayos postransfeccion para
CM vy para Colp. Para este ensayo se usaron las mismas construcciones descritas en los

pasos 7.2y 7.3.
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741 DIA1

Se esterilizaron las laminillas en luz UV durante 60 minutos y se colocaron en las cajas de
cultivo de 24 pozos y luego se sembraron las células CHO después de ser tripsinizadas

siguiendo los célculos a 50.000 células por pozo, en cajas de cultivo de 24 pozos.

742 DIA?2

Se realizd la transfeccion de las células siguiendo las indicaciones de los pasos 7.2.6 (CM) y
7.3.2 (Colp). Las células no transfectadas fueron sembradas para evaluar la expresion

endogena basal de ADAMTS19 y COL6AZ2.

7.4.3 DIA 4 (48 horas después de la transfeccidn)

Se revisé la confluencia de las células y se retird el medio. Adicionalmente, se realizé un

lavado con 500ul de PBS 1X mezclando en agitador rocket.

7.4.3.1 Fijacion

Se agregaron 300ul de PFA (paraformaldheido) en cada pozo en PBS 1X al 4% (Ph 7,4-7,5)

durante 2 minutos a 37°. Se realizaron 4 lavados en agitador rocket con 500 ul de PBS 1X de

5 minutos cada uno.

7.4.3.2 Permeabilizacién

Se adicionaron 200ul de triton 1X (Sigma Aldrich) al 1% a cada pozo durante 5 minutos a
temperatura ambiente sin agitacion. Se realizaron 3 lavados en rocket con 500ul de PBS 1X

(5 minutos cada uno).
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7.4.3.3 Bloqueo

Se agregaron 400ul de BSA al 1% en PBS1X en cada pozo, y se incubd a 37°C por 30
minutos. Se realizaron 4 lavados en un agitador rocket con 500ul de PBS 1X (de 5 minutos

cada uno).

7.4.3.4 Incubacion con anticuerpos

Se agregaron 50l del anticuerpo primario correspondiente (tabla 30). Cuando fue necesario
adicionar los dos anticuerpos primarios para la evaluacion de la potencial colocalizacion se

adicionaron 25ul de cada uno y se incubd toda la noche a 4° C en camara humeda.

Tabla 30. Anticuerpos usados en IFI.

monoclonal IgG1

COLG6AZ2 (sc 374566,
dilucion 1:300,

Santa Cruz

Biotechnology, Inc)

Proteina Ac primario Ac Secundario
ADAMTS19 Anti ADAMTS19 goat Donkey anti goat 1gG-
polyclonal 1gG (sc CFL594 (sc 362275,
21513. dilucién 1:300 dilucion 1:250 Santa Cruz
Santa Cruz Biotechnology, Inc)
Biotechnology, Inc).
COLG6A2 Anti COL6A2 mouse Goat anti-mouse 1gG

CFL48 (sc 362257,
dilucién 1:250, Santa Cruz
Biotechnology, Inc)

Tabla 29. Anticuerpos usados en IFI.

119




744 DIAS

Se realizaron 6 lavados con 500ul de PBS 1X, agitando durante 5 minutos cada uno. A
continuacion, se adicionaron 50 ul de anticuerpo secundario (Tabla 29). Cuando fue
necesario adicionar dos anticuerpos secundarios para potencial colocalizacion se adicionaron

25ul de cada uno. Se incubaron 2 horas a 4°C en camara humeda.

Posteriormente, se realizaron 6 lavados con 500ul de PBS 1X (5 minutos cada uno y
protegido de la luz), en agitacion en rocket. Para el montaje en las ldminas portaobjetos se
usaron Spul de liquido de montaje UltraCruz Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology,
Inc) con DAPI para tincién nuclear. Los montajes se sellaron con esmalte y se guardaron a
4°C protegidos de la luz. Finalmente se observaron las laminas en un microscopio Nikon
Eclipse NiE microscope y las fotos fueron capturadas con una camara digital fotometrica

(Coolnap EZ) usando el software NIS -Elements Advanced Research.

7.5 Ensayos de expresion y ColP en liquido folicular humano

7.5.1 Extraccién de ARN de liquido folicular

El liquido folicular fue obtenido de una mujer donante de oocitos en tratamientos de
fertilizacion en un centro de fertilidad en Bogota, Colombia (cecolfes). El liquido fue
almacenado en Trizol (Sigma Aldrich) a -20°C. Se realizo extraccion de RNA total usando
el protocolo del paso 7.2.1.1 y se realiz0 la sintesis del ADNc mediante el kit SuperScript I11

First-Strand, Life Technologies (Thermo fisher scientific).
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7.5.2 PCR para ADAMTS19 y COL6AZ2 a partir de ADNc de liquido folicular

humano.

Se usaron primers especificos localizados en diferentes exones, separados por intrones de

>10000bp. En paralelo se realizé PCR para genes housekeeping.

Primers:

hADAMTS19-1273F:

5: GAGATGTCAACAAACTGGGGGGAAG 3
hADAMTS19-1639R:
5GCGGATTTGTTTGTAGCAAGCAG 3’
Hu-COL6A2-Sall-F-Check:
5’CGCGTCGACGGAGAGAAGGGTGAATTTGGAGC 3°
hCOL6A2-1190R:

5’ CTTCCTGGGGCTCCACTGTTG 3’

Condiciones de la PCR:

Tabla 31. Condiciones de PCR.

Paso Temperatura ADAMTS19 COL6A2
Tiem .
(Tiempo) (Tiempo)
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 50 segundos 50 segundos
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Anillamiento 59°C 40 segundos 40 segundos

Elongacion 72°C 30 segundos 20 segundos

Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
NUmero de ciclos 35 ciclos

7.5.3 Extraccion de proteinas de liquido folicular

El liquido folicular fue centrifugado a 1000rpm durante 7 minutos. Se tomé 1mL del
sobrenadante y se afiadié 1mL de RIPA (PMSF, Ortovonadato de Sodio, coctel inhibidor de
proteasas) (Santa cruz) y se mantuvo a 4°C por 15 minutos. Posteriormente, se transfirio el
lisado celular a un tubo Eppendorf y se pasé el lisado celular 5 veces a través de una jeringa
de calibre 21G. El lisado celular se mantuvo en hielo durante 40 minutos y se centrifugé a
1000g/4°C durante 20 minutos. Finalmente, se alicuot6 el sobrenadante (lisado) y se

almacené a -80°C.

7.5.3.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce

Biotechnology). Se obtuvieron las siguientes concentraciones:

Tabla 32. Cuantificacion de extraccion de proteinas de liquido folicular humano

Replica Cuantificacion de proteinas
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1 973,107 pg/ul

2 1633 pg/pl

3 1682 pg/ul

7.5.4 Co-inmunoprecipitacion del liquido folicular humano

El ensayo de co-inmunoprecipitacion de liquido folicular se efectud siguiendo el protocolo

expuesto en el paso 7.3.4 y se realizo por triplicado.

7.6 Ensayos de expresion de ADAMTS19 y COL6a2 en ovario de raton Balb/c

7.6.1 Extraccion de RNA de ovario de ratén Balb/c

Los ovarios completos fueron extraidos de un raton Balb/c hembra adulto (8 semanas). Se
almacenaron en trizol (Sigma Aldrich) a -20°C. Se realiz6 extraccion de RNA total usando
el protocolo descrito en el numeral 7.2.1.1 y se realiz6 sintesis del ADNc mediante el kit

SuperScript 11 First-Strand, Life Technologies (Thermo fisher scientific).

7.6.2 PCR de Adamts19 y Col6a2 a partir de ADNc de ovario de ratones Balb/c
(RT-PCR)

Se usaron primers especificos localizados en diferentes exones, separados por intrones de
>10000bp. En paralelo se realiz6 PCR para genes housekeeping.

Primers:

mAdamts19hy-F1.:
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5> GCTAGGTTCTGAAGCAAGGGA 3’

mAdamts19hy-R:
5’ GTGCATGCTTTGGGTACGAAG 3’

mCol6A2hy-F1:

5’ TTGGATCGGATGGTCGGAAG 3’

mCol6A2hy-R

5 CTCCAGGGTATCCATCGGGG 3°

Condiciones de la PCR:

Tabla 33. Condiciones de PCR.

Tiempo Tiempo
Paso Temperatura
Adamts19 Col6a2
Desnaturalizacion ) )
o 95°C 10 minutos 10 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 50 segundos 50 segundos
Anillamiento 59°C 40 segundos 40 segundos
Elongacion 72°C 20 segundos 20 segundos
Elongacion Final 72°C 10 minutos 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos
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8. Resultados

8.1 Sistema de doble hibrido en levaduras

El ensayo ULTImate Y2H screen identifico que las proteinas Col6a2 y Col6al tenian alta
probabilidad de interactuar con la region bait de Adamts19 (15 de 145 clones de secuencias
positivas, mostraron secuencias de Col6a2 6 Col6al). Estas proteinas tuvieron un Puntaje

Biologico Predicho (PBS) en categorias A y B, respectivamente (tabla 34).

Tabla 34. Resultados de PBS ULTImate Y2H SCREEN Mus musculus - Adamts19 vs Mouse

Ovaries_RP1.

Id del Tipo de Nombre del Gen Inicio-parada Marco de PBS
Clon Secuencia (nt) lectura

pBG6 A-17 5p3p  Mus musculus - Colat 990.2011 F B
0B66 BT Sp3p  Musmusculus- Colat 1217.2131 o2 ©H
' pBO6B-114 5p3p  Musmusculus- Colat 1524.2042 F B
pB66 A1 5p3p  Musmusculus- Coat 1587.2038 F B
pB66 A28 5p3p  Musmusculus- Cola2 963.1992 F A
pB66 A6 Sp3p  Musmusculus - Coka2 1053.2008 F A
066 A39 Spdp  Musmusculus- Cola2 12061981 F A
DB A3 5p3p  Musmusculus- Cola2 1231970 IF A
pB66 A5 Spp  Musmusculus- Col6a2 1284.1992 F A
pB66 A2 Sp3p  Musmusculus - Coa2 1329.2169 F A
0866 B26 5p3p  Musmusculus- Cola2 1338.2010 F (A
pB66 B40 Sp3p  Musmusculus - Coa2 1338.2010 IF (A
0BG B70 5p3p  Musmusculus- Cola2 14521991 F A
pB66 B28 5p3p  Musmusculus- Coa2 15242014 F (A
pB66 A33 SpBp  Musmusulus- Cola2 16981992 IF (A
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Otros 130 clones positivos fueron secuenciados, y se identificaron 14 péptidos candidatos
clasificados en las categorias de la C a la F, pero representaban proteinas que no estaban
claramente caracterizadas y/o se predijo que correspondian a fragmentos truncados cortos.

Los alineamientos de secuencias y el analisis bioinformatico de los clones positivos

- . - : 567
revelaron un dominio de interaccion de Col6a2 (SID) que abarca los residuos Gly a

656 - o 530 670
Val . El SID para Col6al comprendio los aminoécidos Arg aGIn .

8.2 Sistema de doble hibrido en células eucariotas - CheckMate™ Mammalian

Two-Hybrid System con secuencias humanas.

Los resultados del sistema de doble hibrido en células eucariotas CheckMate Mammalian
Two-Hybrid System (Promega) fueron evaluados de acuerdo a la cuantificacién de las
unidades relativas de luciferasa (URL), e indicaron que no se produjo la interaccion entre las

regiones proteicas traducidas a partir de las construcciones transfectadas (Figura 19).
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Figura 19. Resultados expresados en URL (unidades relativas de luciferasa) del ensayo

doble hibrido en eucariotas.

A partir de este resultado, en el cual no fue posible establecer la unién entre ADAMTS19 y
COL6AZ2, se determin0 si estos fragmentos proteicos estaban presentes en las células luego

de su co-transfeccion, mediante WB e IFI (Figura 20, 21y 22).

8.2.1 Western blot de co-transfeccién de los plasmidos codificantes de los

fragmentos proteicos de ADAMTS19 y COL6A2

A continuacion, se presentan los resultados del Western blot realizado para la verificacion de

la traduccion de las proteinas fusion, pACT-ADAMTS19WT, pACT-ADAMTS19Mut y
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pBIND-COL6A2. Las construcciones plasmidicas transfectadas en células CHO,

corresponden a las usadas en el experimento de CheckMate.

A B C

39.7kDa 75 kDa i 75 kDa -

Figura 20. WB de verificacion del CM. A. Proteina fusién pBIND-COL6A2 (39.7k Da). B.
Proteina fusion pACT-ADAMTS19WT (75 kDa). C. Proteina fusion pACT-

ADAMTS19Mut (75 kDa).

Los resultados del WB indican que se llevé a cabo la traduccion de las proteinas luego de la
transfeccion en células CHO a partir de las construcciones pACT-ADAMTS19WT, pACT-
ADAMTS19Mut y pBIND-COL6A2. El peso molecular de cada una de las proteinas
identificadas correspondi6 al esperado. Para COL6A2 fue de 39.7 kDa y para ADAMTS19
de 75 kDa. Fue utilizado como control positivo, la B-actina (house keeping). Esta
verificacion indica que las construcciones plasmidicas utilizadas en el sistema de doble
hibrido en células eucariotas CheckMate Mammalian Two-Hybrid, producen las proteinas

esperadas.

Las células CHO no transfectadas no expresan de manera basal las proteinas ADAMTS19 y
COL6A2. Esta afirmacion es consecuente con los resultados de los ensayos previos
realizados de RT-PCR 7.2.6. En RT-PCR no se evidencid la amplificacion de ADAMTS19 ni

de COLG6A2 a partir de ADNc obtenido del RNA de las células no transfectadas (Figura 26).
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El extracto proteico utilizado para WB no indicé la presencia de las proteinas ADAMTS19 y

COLG6A2.

8.2.2 Resultados de inmunofluorescencia indirecta

A continuacion, se presentan los resultados de la inmunofluorescencia indirecta realizada
para la verificacion de la produccion y la potencial colocalizacion de las proteinas fusion
post-transfeccion de las construcciones pACT-ADAMTS19WT, pACT-ADAMTS19Mut y

pBIND-COLG6A2 usadas en el experimento de CM.
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DAPI Merge

:

Figura 21. Resultados de la inmunofluorescencia indirecta, post transfeccion individual de

las construcciones del CM en células CHO. A) pBIND-COL6A2, B) pACT-
ADAMTSI19WT y C) pACT-ADAMTS19Mut. Se aprecia en cada imagen DAPI, Ac
ADAMTS19 (Texas Red), Ac COL6A2 (Fluoresceina) y merge. Fotos capturadas con un

microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse NiE 100X.

Los resultados de la inmunofluorescencia indirecta presentados en la Figura 22, indican que
se realizo la traduccion de las proteinas luego de la transfeccion en células CHO de las

construcciones pACT-ADAMTS19WT, pACT-ADAMTS19Mut y pBIND-COL6A2. Se
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evidencia que la localizacion de las dos proteinas es citoplasmatica, con distribucién
homogénea. No se observé diferencia entre las proteinas ADAMTS19 WT y mutantes. Esta
verificacion es coherente con los resultados obtenidos con el WB (descrito en la seccion
anterior) e indica que las construcciones plasmidicas utilizadas en el sistema de doble
hibrido en células eucariotas CheckMate Mammalian Two-Hybrid, producen las proteinas

esperadas.

A continuacion, se presentan los resultados de la inmunofluorescencia indirecta realizada
para el estudio de la potencial colocalizacion de las proteinas luego de la transfeccion de las

construcciones pACT-ADAMTS19WT 6 pACT-ADAMTS19Mut y pBIND-COL6A2.

Anti - Anti- iorers
COL6A2 ADAMTSI19 merge

A--
B--

Figura 22. COL6A2 se colocaliza y forma agregados citoplasmaticos con ADAMTS19 WT

y con ADAMTS19 mutante en células CHO co-transfectadas con las construcciones

plasmidicas de CM. A. pBIND-COL6A2 y pACT-ADAMTS19WT y B. pBIND-COL6A2 y
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pACT-ADAMTS19 mut. Fotos obtenidas con microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse

NiE. 100X.

Los resultados de la inmunofluorescencia indirecta presentados en la figura 22, indican que
se produjo la traduccion de las proteinas luego de la co-transfeccion en células CHO de las
construcciones pACT-ADAMTS19WT o pACT-ADAMTS19Mut con pBIND-COL6A2. Se
observa la colocalizacion de las dos proteinas. Sin embargo, se producen imégenes similares
a las de agregados citoplasmaticos lo que implica una clara diferencia con la distribucién
homogeénea de las proteinas luego de transfectarse de manera individual (Figura 21). Con
este hallazgo es posible hipotetizar que las proteinas producidas tienden a agregarse lo que
eventualmente podria afectar su adecuada interacciéon. Esto podria explicar los resultados
negativos del experimento del sistema de doble hibrido en células eucariotas CheckMate

Mammalian Two-Hybrid.

8.3 Co-inmunoprecipitacion post-transfeccion

La union entre ADAMTS19 y COL6A2 fue confirmada por medio de los ensayos de Colp
en células CHO post-transfeccion (Figura 23). También se evidencio interaccion de la
version ADAMTS19mut (p.Thr943lle) y COL6A2 indicando que la mutacion no afecta la
interaccion de ADAMTS19 y COL6A2. Esta interaccion no habia sido previamente
reportada, ya que hasta la fecha la proteina ADAMTS19 habia sido considerada como

huérfana.
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A v B

33kDa - - 57kDa -
IP: IgG ADAMTS19 IP: IgG COL6A2
WB: COL6A2 WB: ADAMTS19

Figura 23. COL6A2 interactia con ADAMTS19 WT (carriles 1) y (mut carriles 2) en
celulas CHO transfectadas. A) Extractos proteicos inmunoprecipitados con anti-
ADAMTS19 vy detectados en WB con anti-COL6A2. B) Extractos proteicos

inmunoprecipitados con anti-COL6A2 y detectados en WB con anti-ADAMTS19.

Las regiones de interaccion identificadas corresponden a Gly®®’-Val®®® de COL6A2 que
comprende gran parte del dominio triple hélice y una parte del dominio globular C-terminal
y a His®*-Trp!® de ADAMTS19 que comprende parte del dominio desintegrina, el
dominio rico en cisteina, la region espaciadora, los dominios TSR y parte del dominio

PLAC (Figura 24).
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Figura 24. llustracion esquematica de la interaccion entre ADAMTS19 y COL6A2. SP:
péptido sefal; TSR: Repeticiones de trombospondina; PLAC: dominio proteasa-lacunina;

VWA: Dominio Von Willebrand tipo A.

8.3.1 Inmunofluorescencia indirecta de ADAMTS19WT y ADAMTS19Mut
con COL6AZ2 en células CHO

A continuacion, se presentan los resultados de la inmunofluorescencia indirecta de las
proteinas ADAMTS19WT, ADAMTS19Mut y COL6A2. El experimento se realizé luego de

la co-transfeccion de los plasmidos ADAMTS19-WT-pCDNA3.0, ADAMTS19-T943I-

pCDNA3.0 y COL6A2-pCDNAS3.0 en celulas CHO.
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Figura 25. Co-localizacion de ADAMTS19 y COL6A2 en células CHO transfectadas. A)
DAPI. B) Anticuerpo COL6A2. C) Anticuerpo ADAMTS19 y D) Merge. Fotos con

Microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse NiE. Aumento 100X.

Los experimentos de inmunofluorescencia indirecta indicaron colocalizacién de los
fragmentos de proteinas generados a partir de las construcciones plasmidicas co-
transfectadas ADAMTS19-WT-pCDNAS3.0, ADAMTS19-T9431-pCDNA3.0 con COLG6A2-
pPCDNAS3.0. La distribucion fue citoplasmatica con un patron uniforme. Los resultados no
indicaron diferencias entre los fragmentos de proteinas generadas de las construcciones

ADAMTS19-WT-pCDNA3.0 y ADAMTS19-mut-pCDNAS.O0.
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8.4 Ensayos de co-expresion de ADAMTS19y COL6A2

A continuacién, se describen los resultados de los ensayos de co-expresion de ADAMTS19
y COL6A2 analizados en células CHO post-transfeccion (Colp), en ovarios de raton

(Adamts19 y Col6a2) y en liquido folicular humano.

A B C

Liquido Ovario de Células 4
Folicular humano raton CHO =
&
-1

L

g
COL642 | %

acly Y
Rl 2

GAPDH : I
L3 '

Figura 26. Expresion de ADAMTS19 y COL6A2. Se realiz6 RT-PCR con primers

L

especificos en ADNCc a partir de RNA total aislado de A) Liquido folicular humano, B)
Ovarios de ratén y C) Células CHO transfectadas con las construcciones ADAMTS19-WT-
pPCDNA3.0 0 COL6A2-pCDNAS3.0. GAPGH: gen housekeeping; L: ladder; NT: Células

CHO no transfectadas.
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No se encontro expresion de ADAMTS19 y COL6A2 en células CHO no transfectadas lo
que se correlaciona con ensayos de IFI y WB en células no transfectadas. Se identifico co-
expresion de ADAMTS19 y COL6A2 en liquido folicular humano. De la misma forma los

genes son coexpresados en ovarios de raton Balb/c.

8.4.1 Western blot de liquido folicular humano

A continuacién, se presentan los resultados del WB realizado a partir de extractos proteicos

obtenidos de liquido folicular humano.

A B

126 kDa —— 133 kDa | W—

Figura 27. Western blot. Extracto de proteinas totales de liquido folicular humano. A.

ADAMTS19 (126 kDa). B. COL6A2 (133 kDa).

Los resultados obtenidos indicaron que las proteinas ADAMTS19 y COL6A2 se expresaban
en muestras de liquido folicular humano. Este hallazgo no habia sido documentado

previamente.
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8.5 Co-inmunoprecipitacion a partir de liquido folicular humano

A continuacion, se presentan los resultados de la co-inmunoprecipitacion entre ADAMTS19

y COLG6AZ2 realizada a partir de extractos proteicos obtenidos de liquido folicular humano.

COL6A2
::AMTS > = €60

133kDa

Figura 28. Co-inmunoprecipitacion de ADAMTS19 y COL6A2 en una muestra de liquido
folicular humano. A) Extractos proteicos inmunoprecipitados con anti-COL6A2 y
detectados en WB con anti-ADAMTS19. B) Extractos proteicos inmunoprecipitados con

anti-ADAMTS19 y detectados en WB con anti-COL6A2.

Los resultados obtenidos de la co-inmunoprecipitacion de ADAMTS19 y COL6A2
indicaron que, en un contexto ovarico como el liquido folicular, estas dos proteinas

interaccionan.
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9. Discusion y perspectivas

La proteina ADAMTS19 ha sido incluida en el grupo de metaloproteinasas “huérfanas”,
denominadas de esta forma debido a que no se conocen sus sustratos especificos (Porter
etal., 2005; Russell etal., 2014; Kelwick etal., 2015). En este trabajo se identificO por
primera vez la interaccion proteina: proteina entre COL6A2 y ADAMTS19. Este hallazgo
fue respaldado por la coexpresion de las dos proteinas en liquido folicular humano y en

ovario de raton Balb/c.

Se utilizé el sistema doble hibrido como método de screening para identificar proteinas que
interactuaran con Adamtsl9. Este sistema ha sido empleado previamente para la
identificacion de partners de otras metaloproteinasas como ADAMTS-7 y ADAMTS-12
(Guo et al., 2010). La alta especificidad de esta técnica permitié tamizar aproximadamente
83 millones de interacciones, y méas de 380 clones. De acuerdo a servicios especializados de
la empresa Hybrigenics cabe anotar que este tamizaje es uno de los mas robustos del
mercado, por la cantidad de interacciones evaluadas. Esta metodologia fue realizada a partir
de una libreria de ADNc de ovario de Mus Musculus debido a la disposicion de librerias de
ADNCc de este tejido en Hybrigenics y a que la expresion de Adamts19 en ovarios de ratones
hembra (XX) ha sido demostrada (desde el dia E12.5) (Menke y Page, 2002; Bouma et al.,

2004; Knauff et al., 2009a).

Evaluamos si la interaccion con COL6A2 se mantenia en proteinas humana teniendo en
cuenta la alta homologia (87%) entre las secuencias de Adamts19 (murino) y ADAMTS19

(humano). Sin embargo, no fue posible comprobar la interaccion de las proteinas humanas
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mediante el sistema CheckMate™ (CM), probablemente debido a que las proteinas fusion
generaban estructuras similares a agregados proteicos condensados perinucleares observados
en los ensayos de IFI (Figura 22). Es posible que estos agregados no permitieron que se
produjera una sefial de activacion especifica para la interaccion de las proteinas debido
posiblemente a un inadecuado plegamiento proteico o0 a una incorrecta distribucion
subcélular de las proteinas de interés. Es posible ademas que las proteinas fusion fueran
retenidas en el reticulo endoplasmatico puesto que se observaron agregados a nivel

perinuclear.

El hallazgo descrito en este trabajo de la co-expresion e interaccion proteina: proteina de
ADAMTS19 y COL6A2 en una muestra de liquido folicular humano puede ser un indicativo
de su funcion en este contexto. La formacion del liquido folicular probablemente requiere de
un proceso activo de remodelamiento celular, que permita el transporte de fluidos dentro del
foliculo. En este contexto, es posible hipotetizar que la accién proteolitica de proteinas como
ADAMTSI19 puede ser determinante. Ademas, es posible que durante el crecimiento
folicular ADAMTS19 ejerza su actividad enzimatica sobre las microfibras de COL6AZ2,
participando en la expansion de la ldmina basal y en la proliferacion de las células de la
granulosa. (Yurchenco y Schittny, 1990; Weber. et al., 1992; Zhao y Luck, 1995; Timpl y
Brown, 1996; Rodgers et al., 2000, 2003b). Ademas, puesto que el SID de COL6A2 incluye
un dominio VWA considerado fundamental para la union, el reconocimiento y el clivaje por
otras proteinas como las fibronectinas y otras ADAMTS (ADAMTS13) es coherente
suponer que ADAMTS19 contribuya a la degradacion de colagenos tipo VI en la

remodelacion de la matriz extracelular. Suponemos que dicha accién proteasa conlleva a la
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degradacion de COL6A2 y a la expansion celular para el crecimiento folicular (Soejima

et al., 2003).

Es importante resaltar que la muestra de liquido folicular correspondia a una paciente
donadora de 6vulos para procesos de fertilizacion in vitro que fue sometida a estimulacion
hormonal (FSH recombinante), lo cual podria alterar la expresion proteica del liquido
folicular. Ademas, debido a la dificultad para la obtencién de muestras de ovario para la
realizacion de ensayos adicionales, se recomienda utilizar un modelo murino (knock in
condicional) para acceder al tejido ovarico y al liquido folicular con el objetivo de evaluar la

interaccidn proteica en ausencia de estimulos hormonales inducidos artificialmente.

En el presente trabajo evaluamos si la mutacion ADAMTS-p.Thr943lle descrita por Fonseca
y colaboradores en una paciente con FOP afectaba la interaccion de ADAMTS19 con
COL6A2 (Fonseca etal., 2015). La mutacion p.Thr943lle se encuentra localizada en la
primera repeticion de trombospondina en la region C-terminal de la proteina la cual es
necesaria para la especificidad del sustrato y la localizacion subcélular (Porter et al., 2005).
A pesar de que los ensayos de Colp no evidenciaron efectos funcionales de la mutacion
p.Thr943lle sobre la interaccion ADAMTS19/COL6A2, no descartamos su posible efecto
patogénico en la FOP teniendo en cuenta que esta patologia es de origen poligénico por lo
que efectos aditivos minimos pueden contribuir al fenotipo (Conway, 2000; Toniolo, 2006;
Laissue et al., 2008; Persani et al., 2010; Laissue, 2015). Adicionalmente, es posible pensar
que la mutacion pueda alterar parcialmente la union proteina: proteina y que estos cambios
parciales no pudieron ser evidenciados por una técnica cualitativa como la empleada (Colp).

Sugerimos entonces el desarrollo de técnicas que evallen la interaccidn proteina: proteina de
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forma cuantitativa, como la medicion de la constante de disociacion de la interaccion
proteica, donde una proteina es inmovilizada mediante anticuerpos y la otra se encuentra en
solucion. Con la finalidad de determinar la concentracion de la proteina libre (Nelson y
Long, 1991). De tal manera esta técnica permitiria evaluar cuantitativamente la interaccion
entre COL6A2 y ADAMTS19 y comparar la tasa de disociacion entre las versiones de

ADAMTS19/WT y p.Thr943lle.

Otra técnica, la cristalografia de rayos X, permitiria visualizar la estructura de ADAMTS19
lo cual evidenciaria los posibles cambios conformacionales generados por la mutacion
p.Thr943lle y sus efectos estructurales en la interaccion con COL6A2. Ademas, se sugiere la
modelacion modelaje bioinformatica de la proteina ADAMTS19 p.Thr943lle por medio del
cual se podrian hacer predicciones computacionales de los posibles cambios estructurales y
moleculares generados por la mutacion (Connell etal., 2009). También se recomienda
evaluar si la mutacion puede generar algun efecto en la actividad catalitica de la enzima

ADAMTSI19.

Finalmente, en el grupo CIGGUR disponemos del modelo knockout para Adamts19 y cuya
informacion especifica es de caracter confidencial, pero podria arrojar nuevos resultados

sobre la implicacion de Adamts19 en la funcidn ovérica.
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10. ANEXO1

Articulo sometido: Identifying protein interaction partners in the ovary for the orphan
ADAMTS19 metalloproteinase
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Abstract

ADAMTS (a disintegnn and metalloprotemase with thrombospondin motifs) enzymes have
been linked to oumercus biological processes, including fertility. Substrates have not vet
been described for some of them (e.g. ADAMTSI1E and ADAMTS19). ADAMTSI19 is of
particular interest during female reproduction since its expression has been cbserved in
monse XX gonads during distinet developmental stages and because potentially pathogenic
ADAMTS19 sequence variants have been identified in women affected by primary ovarian
msufficiency (POT).

In the present study we used veast two-hvbid (Y2H) experiments to screen potemtial
ADAMTSI19 partners. We identified that ADAMTS19 directly binds fo collagen tyvpe VL
alpha 2 chain (COLG6AZ). Coimmunoprecipitation assavs were performed. in transfected
cells and mman follicular fluid. to confirm ADAMTS19/COLAA2 direct interaction. RT-
PCE. corroborated Adamisl19/Celfal coexpression. Indirect immmunoflucrescence was
carried out to assess proteins’ localization. We found that these proteins colocalize in
specific structures of the ovary displaying impertant role in reproduction.

We propose that ADAMTSI1? enzymatic activity on COL6A2 microfibers in growing
follicles participates in the normal expansion of the basal lamina. thereby permifting
granmlosa cell proliferation. ADAMTS19 might act as an important molecule duning follicle
development contributing to create physiological conditions for granulosa cells maturation
and growth. Although functional testing of the pThr9453lle ADAMTS1S mutation
(previously identified in a POI patient) did not reveal ADAMTS19/COLSA2 protein
mteraction disturbances. we cannot discard it as contributing to the disease’s aetiology.

Our results enabled the first protein partner for ADAMTS19 to be described and a new

potential role during female fertility to be proposed.

reproduction@bioscientifica.com

146

Page 2 of 29



Page 3 of 29

45

50

51

52

53

54

55

56

57

58

55

61

62

63

65
66

67

69

70

71

Manuscript submitted for review to Reproduction

Introduction

Extracellular matrix (ECM) is a biclogical component between and around cells conferring
specific biochemical. biophysical and functional properties on tissues (Yue. 2014). The
mtricate  ECM  netwerk: consists of hundreds of factors (eg. fibrillary proteins,
glveoproteins. proteoglyeans) participating in structural and mechanical tissue support.
tissue differentiation. cell adhesion and motility. as well as basement membrane-mediated
sculpting of tissue features (Daley and Yamada, 2013). ECM requires remodelling and
furnover; its molecules are thereby constantly synthesised. modified. deposed and degraded
in a fine regulated dynamic fashion For remodelling (which can be defined as the
breakdown and clearance of the ECM) most important enzymes are metalloproteinases,
particularly  matrix  metalloproteinases (MMP). ADAM (A Disintegrin @ And
Metalloproteinase) proteins and metalloproteinases having thrombospondin  motifs
(ADAMTS) (Apte and Parks. 2013; Cawston and Young. 2010). ADAMTS. the most
recently discovered gromp. consists of at least 19 members encoded by genes located
throughout (not clustered) homan and movse genomes (Dubail and Apte, 2015). ADAMTS
proteins globally consist of an N-termuinal protease domain (containing the catalytic
activity) and C-terminal ancillary demains (usnally providing substrate-binding specificity).
Although some variability has been observed amongst ADAMTS members. these proteins
have distinet regions (located from N- to C-terminal): a signal peptide. a prodomain a
metalloproteinase catalytic domain. a disintegrin-like domain, a central thrombospondin
type [Hike (TS) domain. a 10 conserved cysteine residue-rich domain, a spacer region and a
second TS module containing different numbers of repeats (Cal er al., 2002: Porter ef al..

2003). Further protein regions have been described in some members of the family. such as
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protease and lacunin (PLAC), mucin-litee (MUC), GON-1 and CUB domains (Porter er al.
2003). After synthesis, N-terminal processing (e.g. signal peptide and pro-domain removal
by peptidases) is important for establishing normal ADAMTS proteins” distribution release
and bioactrvity. Further post-translational modifications mclude N-glycosylation, C-
mannolysation and O-fucosylation (Kelwick ef al, 2013) (and references thereim).
Depending on therr domain orgamsation and known fonctions, ADAMTS protems can be
included in distinet subgroups (or “clades™): aggregacanase, protecglycanase, pro-collagen
N-propeptidase. cleaving cartilage ohigomenc matrix protem and the von-Willebrand factor
{(vWF)-cleaving protease (ADAMTI3 being the sole member of the vIWWF clade). Three
further subgroups have been proposed. cellectrvely named “orphan”, for which protemn
partners (substrates) have not been identified (Kelwick et al.. 2015).

Among this family, ADAMTS19 15 of particular interest during female reproduction since
its expression has been observed in movse XX gonads during distinet developmental stages
and because potentially pathogenic ADAMTSIO sequence variants have been identified in
women affected by primary ovarian insufficiency (POI) (Bouma et al . 2004; Fonseca et
al, 2013; Enanff et al, 2009; McClelland ef al., 2015; Menke and Page_ 2002; Pyun ef al.
2013, 20135).

Using veast two-hybnid (Y2H) screening and coimmunoprecipitation assavs. the present
study identified that ADAMTS19 binds to collagen, tvpe VI alpha 2 (COLSAZ). These
findings have been confirmed by positive colocalization experiments involving fransfected
cells as well as human ovarian tissue.

Taken together. our results enabled the first protein partner for ADAMTS19 to be described
and a new potential role during female fertility to be proposed. Although functional testing

of the p.Thr943Ile ADAMTS19 mutatien (previcusly wdentified i a POI patient) did not
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reveal ADAMTSI9/COLGA? protein interaction disturbances, we cannot completely

discard it as contributing to the disease’s astiology.

Materials and Methods

Y2H screening

A mounse Adamits19 frapment (amino acids 637-1172 at protein level, Uniprot accession
mumber: P39509) was used for Y2H screeming (Supplementary Figure 51). The
corresponding ¢cDNA region was PCR-amplified and cloned into the pB27 plasmid as a C-
terminal fosion to Nter-LexA-Adamts19-Cter (LexA) and into the pB66 plasmid as a C-
terminal fusion to the Gald DNA-binding domain (Nter-Gald-Adamts19-Cter). Sequences
were checked by direct sequencing. The Adamits19 region tested in Y2H assavs (bait).
which is highly conserved between human and mouse species. invelved (from C-term to N-
term) the central TS domain. the cysteine-rich domain the spacer region and the complete
second TS module. Previous stndies have shown that in several ADAMTS factors.
mcluding procellagen N-propeptidases. these regions participate in substrate recognition
and binding (Colige ef al. 2003; Fontanil ef al. 2014; Guo ef al. 2010; Euno and
Matsushima. 19958; Lee ar al.. 2005; Liv et al.. 2006).

Plasmids were nsed as bait to screen a random-primed adult mouse ovary cDNA library
constructed into pP6 plasmid. pB27 and pB66 and pP6 were derived from pBTMI16
pASIAA and pGADGH plasmids. gespectively. The LexA bait comnstruct required 90
million clenes (9-fold the complexity of the lbrary) to be screened using a mating approach
with YHGX13 (Y187 ade2-101:loxP-kanMX-loxP. mata) and L40AGald (mata) veast

strains. as previonsly described (Fromont-Racine ef al. 1997). A total of 11 His+ colontes
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were selected on a mediom lacking tryptophan, leucine and histidine. For the Gald
construct, 15 and 42 million clones (1.53-fold and 4-fold the complexity of the library) were
screened using the same mating approach with YHGX13 (Y187 adel-101::loxP-kanM-
loxP. mata) and CG1945 (mata) veast strains. A total of 34 and 100 His+ colonies were
selected cn a medinm lacking tryptophan, leucine and histidine. Positive clenes’ prey
fragments were amplified by PCR. and sequenced at their 37 and 37 junctions. The resulting
sequences were wsed for identifying the comesponding interacting proteins from the
GenBank: database (NCBI). A predicted biclogical score (PBS or confidence score) was
attributed to each interaction. as previously described (Formstecher, 2003). Briefly, PBS
relies on two different levels of analysis. Firstly, a local score takes prey frapment
redundancy and independence into account, as well as reading frame and stop codon
distribution in overlapping fragments. Secondly. an overall score considers the interactions
found in all screening previously performed with the same library. This overall score
represents the probability of an interaction being nonspecific. For practical wee, the scores
were divided mnto four categories, from A (highest confidence) to D {lowest confidence).
Two further categortes (E and F) have been established but represent low probability of
mteractions and imply numerons technical artefacts. PBS scores have been shown to
positively correlate with interactions’™ biological significance (Rain ef al. 2001; Wojeik et
al.. 2002). Y2H screening was performed by Hybrigenics Services, S.A S Paris. France

(http:www hybrigenics-services. com).

In silico comparative analysis af sequences
The following sequences were used for multiple protein sequence alignments (Clustal

Omega software) between homan and mouse species: ADAMTS19 (Uniprot accession

&
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number: (QSTES9), Adamts19 (P59509), COL6A2 (P12110). Col6a2 (Q02788). COL6AIL

(P12109). Colfal (QO4857).

Plasmids and constructs
Since mouse Col6al SID regions were found to have been highly conserved during
volotion, we decided to validate., via coimmuneprecipitation. ADAMTSI9/COLSAZ
interaction by vsing human sequences (Supplementary Figure 51).
The complete wild tvpe (WT) coding region of human ADAMTS]2 (NM_133638), cloned
mto the pCMVE-AC-GEP plasmid. was purchased from Origene Ine (BG213075 product).
Using this plasmid a human ADAMTEIY fragment including ¢ 1900 to ¢.3307 (residues
His™ 1o T1p'm Uniprot accession number Q8TESY) was amplified by PCR. (GoTagq Long
PCE. Master Mix-Promega). The COLAZ wild type region (NM_001849) encompassing
c.919 to c.1947 (residues Gl}}w to Ala™* Uniprot accession mumber P12110) was amplified
by PCER. from previously extracted/synthesised normal skin BNA/cDNA (Ortega-Recalde ef
al., 2015) (Supplementary Figure 51 and 52). To note, the COLGA2 fragment which was
used for these experiments (as well as for colocalization studies) have included 243
residues (wild tvpe sequence) located at the N-terminal end of the predicted SID region
Eight amino acids were also meorporated at the SID C-terminal domain (Supplementary
Figure S2). These residues shonld. theoretically, have conferred structural stability to the
tested fragment.
ADAMTS19 and COLGAZ amplicons were cloned into the pCR4-TOPO-TA plasmid (Life
Technologies. Foster City. CA. USA) and directly sequenced for discarding constructs
having vnexpected mutations induced by Tag polvmerase. ADAMTSI?® and COLGA2

fragments were thereafter cloned into expression vecter pCDNA3 0 (named: ADAMTS19-
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WT-pCDNA3.0 and COLGA2-pCDNASZ D, respectively) vsing standard digestion/ligation
procedure. Overlapping fusion-PCR was carried out for creating the ADAMTS19 mutant
version, including the p Thr9430le mutation (ADAMTS19-To431-pCDNASQ constiuet).
Identical sub-cloning and clening strategies to those described above were performed for

mitroducing the mutant version mto the pCDNA3 0 plasmid.

RNA extraction, cDNA synthesis and RT-PCR

CHO cultured cells were trypsinised and stored for total ENA extraction. Complete ovaries
were dissected from adult (8 weeks of age) Balb/c mice and stored in Trizol (Life
Technologies) reagent. Mature follicnlar fluid was obtained and stored in Trizol (Life
Technologies) from two doner women after cocyte collection during in vitro fertilisation
procedure at the Colombian Fertility and Steulity Centre (Bogota, Colombia). Total BNA
extraction and cDNA synthesis (SuperScript IIT First-Strand lat. Life Technologies) were
carried out following the manufacturer’s instructions.

PCR for ADAMTSI19 and COLSAZ transcript presence was verified (reverse transcription
polyvmerase chain reaction, RT-PCR) using specific primers located on distinet exons which
were separated by introns encompassing =10000bp. All amplicons were directly sequenced
for confirming ADAMTSEI? and COLAAY sequences. In parallel, RT-PCR was performed
for pertinent howsekeeping genes. Primer sequences and PCR conditions are available upon

request. Participants provided written informed consent.

Cell culture and transfections
Chinese hamster ovary (CHO) cells were grown in DMEM-F12 (Life Technelogies)

medinvm  supplemented  with foetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin
B
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(Invitrogen-Gibeo). After trypsinisation. § x 10% cells/well were seeded on sterile cover
slips (24-well culture dishes) and transiently transfected. unsing FuGENE 6 transfection
reagent  (Promega). with  ADAMTS19-WT-pCDNA3 0/COLEAZ-pCDNA3Z D or
ADAMTS19-TO43-pCDNASO/COLEA2-pCDNAS.0 plasmid combinations (200ng of
each plasmid). Nen transfected cells were grown for testing basal expression of
ADAMTS19 and COLGA2. These assays were performed for downstream RT-PCE.
coimmunoprecipitation and colocalization experiments (indirect immunofluorescence) (see

below).

Immunoprecipitation and anfibodies

CHO transfected cells were Iysed using BIPA buffer and a cocktail of protease inhibitors
(Santa Cruz Biotechnology. Inc). Extracts were quantified following the Pierce BCA
protein assay (Thermo Scientific). 400pg of total protein were incubated overnight (4°C)
with complexes of: ADAMTS19 primary antibody (2ng) (Santa Cruz Biotechnology, Ine-
se 21513) and Imowmocruz [PWE Optima D system (se-45041) (the ADAMTS19-
complex) or COLGA2 primary antibody (2pg) (Santa Cruz Biotechnolegy, Inc. sc 374366)
and Immunceruz IPWB Optima E  system  (sc-45042) (the COLGA2-complex).
Immunoprecipitates were washed four times in 1x RIPA and boiled in 2X SDS Laemmli
buffer. Eluates were then separated by SDS-PAGE using 3-10% acrylamide-bisacrylamide
gels. Proteins were electrotransferred onto PVDE membranes (Hvbond-P GE Healthcare).
COLBA2 was revealed from the ADAMTS19-complex by using the sc-374366 primary
antibody while ADAMTS19 was gevealed from the COLGA2-complex with the sc-21513
primary antibody. Experiments in both cases were performed using the SuperSignal West

Pico Chemiluminescent substrate system (Thermo Scientific). Coinmunoprecipitation

8
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assavs of proteins obtamned frem buman follicular were performed wsing an identical
protocol.

To establish potential ADAMTS19 and COLGA2 basal expression in CHO cells, western
blots were carried using protein extracts from non-transfected populations. using the

aforementioned primary antibodies.

Indivect immunofluorescence

After 48 hours of cotransfection. CHO cells seeded on cover slips were fixed with
paraformaldehyde (4%) for 25 minutes, permeabilised with Triton-1X (1%) and blocked
with BSA (1%%). Cells where then incubated overnight (4°C) with ADAMTS12 (sc 21513,
dilwtion 1:300, Santa Cruz Biotechnology, Inc) and COLSAZ (sc 374566, dilution 1:300,
Santa Cruz Biotechnology, Inc) primary antibodies. After washing three tumes with 1X
PBS. cells were incubated for 2 howrs 1 the presence of secondary antibodies: donkey anti-
goat IzG CFL5%94 (sc 362275, dilution 1:230. Santa Cruz Biotechnology, Inc) and goat
anti-monse IgG CFL 48 (sc 362257, dilution: 1/2530, Santa Cruz Biotechnology. Inc). Cover
slips were mounted on shdes using UltraCruz Mounting Mediom (Santa Cruoz
Biotechnology. Inc) which contains DAPT for nuelei staining.

Immunchistochemistsy was performed on paraffin-embedded 2pm human ovarian sections
using the Vectastain system kit (Vector Laboratories). Sections were dewaxed and fixed.
Antigen retrieval was performed by boiling slides in sodinm citrate buffer (10mM. pH 6-0).
for 30 min The slides were blocked using an AvidinBiotin blocking Kit (Vector
Laberatories, SP-2001) followed by protein blocking in 3% normmal blocking serum (NS).
The sections were incwbated with primary anti-ADAMTS19 antibody (3c-21512, Santa

Cimuz Biotechnology, Ine) diluted 1/300. Secondary biotinylated horse anti-zoat IgG (sc-
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2023, Santa Cruz Biotechnology, Inc) antibody was added. Sections were then stained with
Fluorescein Avidin DCS (Vector Laboratories, A-2011). The same protocol was performed
for COLGAY using primary anti-COLGA2 antibody diluted 1/500 (sc-83607, Santa Croz
Biotechnology, Inc). bictinylated horse anti-geat IzG (3c-2018. Santa Cruz Biotechnology.
Inc) antibody and Texas Red Avidin DCS (Vecter Laboratories. A-2016) antibody. The
cover slips were mounted with Vectashield mounting medivm and DAPI (Vector
Laboratones, H-1200).

Slides were visvalised vsing a fluorescent Nikon Eclipse NiE microscope and images were
captured with a Photemetric (Coolnap EZ) digital camera using NIS-Elements Advanced

Feszearch software.

Ethical approval

All the experimental steps of this smdy, invelving animals and human samples, were
approved by the Universidad del Rosario’s Ethies Committes (number: CEI-ABN026-
0000033) . Assays using human samples were conducted i hne with the Declaration of

Helsinli.

Resulis

Idenfification of ADAMISI? putative partners

Adamts19-Y2H experiments revealed ColSal and Cel6al proteins as having high
probability scores (A and B PBS categoeries. respectively) to interact with Adamts197s bait
region (15 out 145 positive sequenced clones displayed Coldal or Col6al sequences).

Sequencing of the 130 pesitive remaining clones led to identify firther candidate
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polypeptides (n=14) in C through to F PBS categories but represented not-clemly
characterised protemns and/or were predicted to be short truncated fragments. Sequence
aligniments and bicinformatics analysis of pesitive clones revealed a Col6al selected
567 1721656

mteraction domaimn (SID) encompassing Gl residues. The SID for Colfal

530 570 . )
covered Arg -Gln  amino acids.

ADAMTS1? and COL6A2 coexpression in ovary and transfected cells

ET-PCE assays from CHO cells. transfected with ADA4MTSI9 and COL6A constructs.
shown positive results while control CHO non-transfected cells lacked the expression of
both genes (Figure 1, en construction). Coexpression of ADAMTEIS and COLEAY was
also observed in adult mouse ovaries and mature human follicular fluid (Figure 1, en

construction).

I vitre and in vive interactions between ADAMTS19 and COL6A2

ADAMTSI19 and COLGA2 direct binding was confirmed by coimmunoprecipitation in
CHO cell cotransfection experiments (Figure 2). Smmular findings were obtamned when
ADAMTS19-TO43]-pCDNA3 O and COLGAZ-pCDNA3D constructs were cotransfectad,
which displayed that. at least in virro, the ADAMTS-p Thr9431le mutation does not lead to
ADAMTS19/COLSAY mteraction distorbances (data not shown). Positive interaction was

also observed in human follicwlar fluid (Figure 2).

ADAMTS19 and COL6A2 colocalization
CHO transfected cells displayed cytoplasmic colecalization of ADAMTS19 and COLGA2

protein fragments (Figure 3). Human ovary immunolocalization showed that COLSA2 was
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located mn theca cell layvers and forming a thin structure (basal lamina) separating the
granwlosa and theca cells (Figure 4). Most ADAMTS19 staining was on the basal lamina.
Merged images showed colocalization of ADAMTS19 and COLSAZ in the basal lamina.

(Figure 4)

Discussion

ADAMTS enzymes have been linked to numerons biological processes, including ECM
assembly and degradation. organogenesis. angiogenesis. coagulation and  fertility.
Substrates have not vet been described for some of them_ (e.z. ADAMTSS. ADAMTS10.
ADAMTS16. ADAMTS17. ADAMTS18 and ADAMTS19) (Kelwick eral.. 2013).

The present study mnvolved an Y2H screeming approach on a ¢cDNA library of mounse adult
ovaries to identify Adamts19 protein partners. That specific library was selected because
previons studies have demonstrated Adamis]i@ expression in mouse ovaries during
development (E12.5-E14 stages) and at adulthocd (Bonma ef al.. 2004; Enanff e al., 2000;
Menke and Page. 2002). Our findings have demonstrated that ADAMTSI9 directly
interacts with COLGAZ.

Type VI collagen is a family of protein isoforms inclnding. in human species, helical chains
encoded by six different genes (COLGAL. through COLEAS) (Cescon ef al., 2013; Bicard-
Blum, 2011). COLSA? consists of distinct domains, the signal peptide at the N-terminal
end. the N-terminal globular domain. the triple-helical domain and the C-terminal globular
domain. The globular domains are formed by ~200-residues of von Willebrand factor A
moetifs (VIWA). We have found that the interaction region of COLGA? with ADAMTSI19

was located between Gl}gd"—\'alssrs residues encompassing most of the triple helical domain
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and a part of the 148-residue forming the C-terminal globular demain (Figure 5). Cellagen
VI 15 expressed m an ubiguitous fashion as an ECM protein and can form part of the
microfibrillar network acting as binding membrane basement for the swrrounding
connective tissue (Maraldi of al. 2009) (and references therein). Furthermore, it has been
observed that collagen VI undergoes unigque mulfi-step supra-melecular assembly leading
to the synthesis of beaded microfilaments having additional functions in a cell. such as
apoptosis inhibition. differentiation modulation and protection against oxidative stress
{(Cescon er al. 2013). This protein (conversely to ofher collagens) iz processed
mntracellnlarly: triple-helix monomers are first established and then assembled as
antiparallel dimers which are stabilised by disulphide bonds to form large tetramers. These
complexes are then secreted to the extracellular space to form microfilaments.

In the ovary. type VI collagen has been observed in theca cell layers durmg follicular
development. especially in these surmrounding pre-ovulatory follicles, suggesting a relevant
role during follicular development/'maturation and ovulation (Dwahashi er al, 2000). Cur
immunofluorescence experiments on buman ovarian tissne have revealed that ADAMTS19
and COLGA2 are colocalised in a clear thin structure. the basal laminae. separating the
granulosa cell compartment and the theca cell layers. especially of secondary follicles
{Figure 4). These findings. as well as the presence of an ADAMTS19/COLGAZ complex in
the follicular fluid argues in favowr of a kev role for ADAMTS19 during follieular
development and ovolation. as well as strongly suggest that COLGA2 might be the
substrate for ADAMTS19s protease function. We therefore hypothesise that ADAMTS19
enzymatic activity on COLSA2 microfibers in growing follicles participates in the normal
expansion of the basal lamina. thereby permitting granulosa cell proliferation. Distinct

types of collagens (e.g. IV and XVIII) are expressed in the basal lamina which has been
14
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linked to important functions during follicle development (Berkholtz ef al. 2006; Lrving-
Rodgers et al., 2008; Nakano et al., 2007). Furthermore, it has been shown that the ovarian
follicular basal lamina phenctype in mice is related to cocyte developmental competence
(Irving-Fodgers er al. 2008). Interestingly. it has been recently reported that ECM collagen
regulation i the ovary by FOXL2 (a key actor of female fertility) is mmportant for follicle
maturation (Marongin ef al., 2016).

ADAMTS19 might act as an N-procollagen proteinase participating in the extracellular
removal of amino propeptides from fibril-forming procollagens (Bekhouche and Colige.
2013). Such assumption 15 coherent since evolutionary comparisons of sequences have led
to proposing that Adamts17 (the most closely related factor to Adamtsl®) might be related
to ECM fibrillin microfibril biogenesis (Hubmacher and Apte, 2011; Russell er al. 20135).
It muight alse be pessible that ADAMTS19 contributes to collagen VI degradation and EMC
turnover since the Col6a2 SID included a predicted VWA domain which has been
described as being relevant for ADAMTS je.g. ADAMTS13) recognition and cleavage
(Soejima. 2003). ADAMTS19 might therefore act as an important molecule during follicle
development contributing to create physiclogical conditions for granulosa cells maturation
and growth.

These results, as well as previous reports displaving a potential link between mutant
ADAMTS19 and huvman ovarian diseases {e.g. POI), led vs to test potential interaction
disturbances between ADAMTS19 and COLSA2 cansed by the ADAMTS-p The9430e
mutation described by Fonseca ef al.. in a POI patient (Fonseca ef al. 2013; Knanff ef al..
2009: Pvon er al. 2013, 2015). Although coinwnunoprecipitation assays did mot reveal a
functional effect for the p. Thr9430le mutation. its potential role during POI pathogenesis

cannot be completely discarded since this mutation might lead to abnormal folding, thereby
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affecting binding to other partners (COL6A1) and/or perturb the protein’s catalytic activity.
Concerning COLGAL (the second protein partner identified in Y2H assays). we estimate

that 1t might also represent a substrate for ADAMTS12 activity.

Taken together. our results are the first to describe ADAMTS19 interacting proteins. adding

thns new insights regarding its role in ovarian biology.
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Figure 1. ADAMTS1? and COLEAL expression. BT-PCER were performed wsimng specific
primers for ADAMTS19 and COLSAZ? on total BINA isolated from A) Human follicular
fluid: B) mouwse ovaries and; C) CHO transfected cells with ADAMTS19-WT-pCDNA3Z O
or COLGA2pCDNA3ZD constiucts. GAPDH: housekeeping, L: ladder: NT: CHO non-

transfected cells.

Figure 2, Coimmunoprecipitation assayvs of ADAMTS19 and COLGAZL.

A) CHO transfected cells with ADAMTSI9-WT-pCDNA3 (O and COLSAZ-pCDNA3 D
constructs (57 and 35 EKEDa. respectively) B) Human follicular fluid displaving
ADAMTS19 and COL6A2 (133 and 126 EDa. respectively). Extracts were incubated with
anti-ADAMTS19 or anti-COLSA2 antibodies. Followimng precipitation. proteins were
resolved by SDS-PAGE and detected with anti-COLSA2 or anti-ADAMTS19 antibodies.

Cell lysates served as positive control.

Figure 3. ADAMTS12 and COLGAD colocalization in CHO transfected cells. A) DAPI

B) COL6A? antibody C) ADAMTS 19 andibody and D) Merge.

Figure 4. ADAMTS19 and COL6A2 immunocelocalization in human evarian tissue.
A) DAPI B) COL6A?2 antibody C) ADAMTS19 andibody and IV} Merge. * vellow: basal
lamina: * red: granulosa cells: blue: * theca cells: *green: ovarian stroma; * white:

follicle external limit.
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Figure 5. Schematic illustration of the interaction between human ADAMTSI9 and
COLSA2. 5P: signal peptide; Cys-rich: cysteine-rich region: TSR: thrembespondin-like

repeats; VWA: Von Willebrand facter type A domamn.

Supplementary Figure 51. Sequence alizmments of human and mounse ADAMTS19
proteins. Yellow: buman region cloned for subsequent transfection experiments. Blue:

monse region wsed for Y2H assay.

Supplementary Figure 51. Sequence alignments of human and mouse COLGSA? proteins.

Yellow: human region cloned for subsequent fransfection experiments. Blue: mouse SID

region identified in Y 2H assay.
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Fiqure 1. ADAMTS19 and COL6A2 expression. RT-PCR were performed using specific primers for ADAMTS19

and COL6A2 on total RNA isolated from A) Human follicular fluid; B) mouse ovaries and; C) CHO transfected

cells with ADAMTS19-WT-pCDNA3.0 or COL6A2-pCDNA3.0 constructs. GAPDH: housekeeping. L: ladder; NT:
CHO non-transfected cells.
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Fiqure 2. Coimmunoprecipitation assays of ADAMTS19 and COL6A2.

A) CHO transfected cells with ADAMTS19-WT-pCDNA3.0 and COL6A2-pCDNA3.0 constructs (57 and 35 KDa,
respectively) B) Human follicular fluid displaying ADAMTS19 and COL6A2 (133 and 126 KDa, respectively).
Extracts were incubated with anti-ADAMTS 19 or anti-COLBA2 antibodies. Following precipitation, proteins
were resolved by SDS-PAGE and detected with anti-COLSA2 or anti-ADAMTS19 antibodies, Cell lysates
served as positive control.
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Fiqure 3. ADAMTS19 and COL6A2 colocalization in CHO transfected cells. A) DAPI B) COL6A2 antibody C)
ADAMTS19 andibody and D) Merge.
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Fiqure 4, ADAMTS19 and COL6A2 immunocoloczlization in human ovarian tissue. A) DAPI B) COL6A2
antibody C) ADAMTS19 andibody and D) Merge. * yellow: basal lamina; * red: granulosa cells; blue: *
theca cells; *green: ovarian stroma; * white: follicle external limit.
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Figure 5. Schematic illustration of the interaction between human ADAMTS19 and COLGAZ. SP: signal
peptide; Cys-rich: cysteine-rich region; TSR: thrombospondin-like repeats; VwWaA: Von Willebrand factor type
A domain.
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