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Resumen

La meiosis es una division celular Gnica que en los metazoarios forma parte del proceso de
formacion de las células reproductoras, y es esencial para la continuidad de la especie. Durante
la misma ocurren el apareamiento, recombinacion y segregacién de cromosomas homologos,
mediados por los complejos sinaptonémicos, y cuya alteracién esta en la base de numerosas
patologias, incluyendo infertilidad y otras. A pesar de su enorme importancia, poco se sabe
sobre las bases moleculares de los mecanismos de reconocimiento, apareamiento y
recombinacion meidticas; algunas evidencias sugieren la participacion de ARNs no
codificantes. Los ARNs no codificantes largos (INcRNAs) son moléculas que no dirigen la
sintesis de proteinas, presentes en todos los eucariotas. En los vertebrados son particularmente
abundantes en el testiculo, y especialmente en las células meidticas y posmeidticas, donde
podrian desempefiar importantes roles regulatorios. En un proyecto anterior del laboratorio,
empleando técnicas de secuenciacién masiva (RNAseq) se generd un catalogo de los INcCRNAs
expresados en las distintas etapas a lo largo de la espermatogénesis del raton. Ahora, en este
proyecto de tesis doctoral, nos proponemos caracterizar un subgrupo de esos IncCRNAs
especificos o diferenciales de la meiosis, de modo de aportar informacion acerca de su posible
rol en la regulacién de los procesos meidticos como apareamiento y recombinacion de
cromosomas homologos, entre otros. Con ese fin, realizaremos estudios de localizacion
mediante RNA-FISH en colocalizacidn con diversos componentes meidticos, evaluacion de su
presencia y distribucién en testiculos de ratones mutantes de pérdida de funcion con arresto

meidtico y falla de apareamiento homdlogo, y estudios funcionales de silenciamiento génico



in vivo el en testiculo para evaluar posibles consecuencias sobre la meiosis y la
espermatogénesis. Finalmente, planeamos seleccionar algunos de esos ratones con
silenciamiento testicular de IncRNAs para estudios de RNAseq, con el objeto de descifrar

alteraciones transcripcionales inducidas por dicho silenciamiento.

Introduccion

La espermatogenesis y la meiosis

La espermatogénesis es el mecanismo por el cual se producen los espermatozoides, que
son los gametos masculinos en los metazoarios. EI proceso consta de tres etapas: i) la
proliferativa, ii) la meidtica; y iii) la espermiogénesis (de Kretser et al., 1998). La etapa
proliferativa se denomina asi por la multitud de mitosis que se producen en ella. El principal
objetivo es formar muchas células precursoras, llamadas espermatogonias. Algunas de estas
espermatogonias entraran a la via de diferenciacion, dando lugar a los meiocitos, que son las
células que se dividen por meiosis, y que en el caso de la meiosis masculina se denominan
espermatocitos. La meiosis es una division celular Unica de las células de la linea germinal,
tiene lugar en todos los eucariotas desde las levaduras hasta el hombre, y consiste en dos
divisiones (meiosis | y I1): en la primera, se producen los espermatocitos secundarios [células
haploides (n) con contenido de ADN 2C]. Sin duplicacién de material genético, se procede a
realizar la segunda division. En ésta las crométidas hermanas se separan, siendo un evento
similar a una mitosis, y sus células resultantes son las espermatidas redondas (n'y con contenido
de ADN C). Por ultimo, en la espermiogénesis ocurren cambios estructurales y bioquimicos
necesarios para que las espermatidas se transformen en espermatozoides funcionales, dotados

de la capacidad de motilidad e interaccion con el gameto femenino.

La necesidad de profundizar el conocimiento de las bases moleculares de la meiosis es
evidente: ademas del interés bioldgico, eventuales alteraciones en el proceso usualmente
desencadenan problemas de fertilidad y otras patologias, incluyendo diferentes sindromes y
cancer (Geisinger & Benavente, 2016; Feichtinger & McFarlane, 2019). A pesar de su enorme
importancia, el estudio a nivel molecular de la meiosis en los organismos pluricelulares se ha
visto enfrentado a algunos grandes obstaculos. La primera gran limitacion proviene de la
inexistencia de sistemas confiables de cultivo de células meidticas (Komeya et al., 2018; Bharti

et al., 2020), lo que obliga a realizar los estudios in vivo. Ademas, en las hembras la meiosis



ocurre en la fase embrionaria del organismo y el nimero de ovocitos es escaso (Hernandez-
Lopez et al., 2020), lo que dificulta su analisis. En consecuencia, la mayoria de los estudios se
efectian en machos, dado que en éstos la meiosis se inicia en la vida posnatal, y la cantidad de
gametos producidos es enorme. No obstante, el hecho de que la meiosis masculina sea parte de
la espermatogénesis, un proceso tremendamente complejo, trae aparejado el problema de la
heterogeneidad celular: en los testiculos de los mamiferos adultos coexisten méas de 30 tipos
celulares diferentes, incluyendo células espermatogénicas en sus diferentes etapas de
diferenciacion, y diversos tipos de células de sostén (Griswold, 2016). Esta gran
heterogeneidad ha representado un enorme obstaculo para los estudios moleculares de la
meiosis, y en general de las distintas etapas espermatogénicas, ya que los mismos requieren

disponer del tipo celular de interés en forma aislada.

La profase meidtica |

En la profase de la primera division meidtica ocurren algunos de los procesos mas
importantes de la espermatogénesis: el apareamiento y recombinacion de los cromosomas
homélogos, fuente fundamental de biodiversidad de las especies sexuadas; y, su posterior
segregacion, necesaria para mantener el nimero de cromosomas de la especie (Bolcun-Filas &

Handel, 2018). Por estas razones gran parte de los estudios se centran en dicha etapa.

La extensa profase meidtica | consta de cinco fases: leptoteno (L), cigoteno (Z),
paquiteno (P), diploteno (D) y diacinesis, marcadas por el estado del complejo sinaptonémico
(CS), estructura tipica de células en profase I, altamente conservada en la evolucion, que se
detallard mas adelante (Fraune et al., 2012-A). EI L/Z esta marcado por la formacion del CS'y
el inicio del apareamiento de los cromosomas homologos. Ademas, sobre el CS pueden
observarse nodulos de recombinacion temprana. En el P es donde ocurre efectivamente la
recombinacion (crossing-over) de los cromosomas homdlogos, y aparecen néddulos de
recombinacion tardios, menores en ndmero, correspondientes a aquellos intercambios
efectivamente resueltos como cross-overs (Handel & Schimenti, 2010). En el D los CSs se
desensamblan, y los cromosomas homologos permanecen unidos a través de los quiasmas,

estructuras que evidencian el intercambio ocurrido.

Dada que estos eventos son cruciales para la segregacion cromosoémica posterior, es
entendible que la alteracion de genes relevantes para estos procesos pueda tener consecuencias
dramaéticas para la fertilidad. Se ha descrito que el 10% de los casos de azoospermia no



obstructiva (ausencia total de espermatozoides sin alteraciones en los conductos de
eyaculacion) se debe a interrupciones de la profase I meiotica (Topping et al., 2006). El
sindrome de Down constituye un ejemplo clinico de formacion defectiva de CS (Bolor et al.,
2009).

Como se menciond anteriormente, el CS es altamente necesario para que los eventos
de la profase I ocurran. EI CS es una estructura proteica que mantiene los cromosomas
homologos apareados durante la profase | (desde el Z al P). Consiste en una estructura tipo
cremallera con dos elementos laterales (ELs), un elemento central (EC) y filamentos
transversales (FTs) que unen los ELs con el EC (Figura 1). En los mamiferos, hasta el
momento, se han identificado 8 proteinas estructurales que lo componen: SYCP2 y SYCP3,
componentes de los ELs (siendo SYCP3 el principal de ambos); SYCP1, que constituye los
FTs; vy, las proteinas SYCEL, SYCE2, SYCE3, TEX12 y SIX60S1 que componen el EC
(Figura 1b, Fraune et al., 2012-B; Gomez et al., 2016). Sin embargo, se sabe muy poco sobre
la funcion del CS y los mecanismos que regulan el reconocimiento y apareamiento mei6ticos
(Grey & de Massy, 2021). Se ha sugerido que habria presencia de ARNSs en los CSs, aunque

se ignora su identidad y funcion.
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Figura 1. Estructura del CS de mamiferos. a) Micrografia electrénica. b) Esquema clasico de la
organizacion del CS, y localizacion de sus componentes proteicos. Las siglas corresponden a los
nombres en inglés de los distintos elementos. (Fuente: Geisinger y Benavente, 2016)

Los ARNs no codificantes largos

En los humanos el genoma se transcribe aproximadamente en un 80%, pero Unicamente
el 2% corresponde a proteinas (Djebali et al., 2012). Un tipo de transcripto poco estudiado,
pero especialmente abundante en las células meioticas y posmeidticas del testiculo, son los
ARNSs no codificantes largos (INcRNAs), definidos como ARNs mayores de 200 nucleétidos
que generalmente no codifican productos proteicos (Li et al., 2017). Estan presentes en todos

los eucariotas estudiados hasta el momento, usualmente presentan niveles de expresion mas



bajos que los genes codificantes, y poseen patrones de expresion altamente especificos (Fatica
& Bozzoni, 2014).

Algunos IncRNAs han sido implicados en la regulacién de diversos procesos biologicos
y/o vinculados al desarrollo de distintas patologias (Trovero & Geisinger, 2019). Resulta
interesante que algunos IncRNAs desempefiarian funciones vinculadas a la regulacion de
procesos meidticos (ingreso en meiosis y progresion de la misma, regulacion de proteinas
esenciales, etc.), aunque aun se conocen pocos ejemplos (Geisinger et al., 2021). Sin duda, se
iran descubriendo nuevos roles para estos INCRNAs meioticos en el futuro cercano. Un ejemplo
en este sentido es el hallazgo realizado por Ding y colaboradores (Ding et al., 2012), quienes
encontraron un INcCRNA que mediaba el reconocimiento homdlogo y el apareamiento robusto
durante la profase meidtica | en levaduras de la especie Schizosacccharomyces pombe. El
IncRNA se acumulaba en las inmediaciones del locus a partir del cual es transcripto: cuando
se deletaba dicho locus se perdia el apareamiento en ese punto y cuando se transponia a otro
sitio, ocurria apareamiento en ese sitio ectopico. Posteriormente, también encontraron otros
InNcRNASs que mediaban el reconocimiento y apareamiento en otros dos loci de dicha levadura
(Ding et al., 2019). Dado este descubrimiento, cabe preguntarse si hay IncRNAs que participen
en el apareamiento y reconocimiento de cromosomas homélogos durante la profase meiética

en los eucariotas superiores.

Antecedentes del grupo

Desde hace afios, el grupo de investigacion se ha dedicado al estudio de la
espermatogénesis con énfasis en la meiosis. En el marco de una tesis doctoral del grupo
(defendida en diciembre 2020), se confecciond una lista de IncRNAs de expresion diferencial
de las distintas etapas de la espermatogénesis del raton mediante RNAseq a partir de genotecas
direccionales. Dichas genotecas se generaron partiendo de poblaciones celulares de las distintas
etapas con muy alto nivel de pureza, obtenidas por citometria de flujo empleando metodologias
desarrolladas por nuestro grupo (e.g. Rodriguez-Casuriaga et al., 2014; Geisinger &
Rodriguez-Casuriaga, 2017; Rodriguez-Casuriaga & Geisinger, 2021). Los IncRNAs
identificados se caracterizaron respecto a longitud y numero de exones, distribucion
cromosOmica, biotipos predominantes (intergénicos, antisentido solapantes con genes
codificantes, etc.), conservacion evolutiva, co-expresion con genes codificantes adyacentes o

solapantes, etc. (Trovero et al., 2020).



Con el fin de avanzar en la caracterizacion de dichos IncRNAs, se seleccionaron
algunos para su localizacion a través de hibridacion in situ fluorescente (RNA-FISH). Como
se menciond, en general, los niveles de expresion de los IncRNAs son muy bajos comparados
con los de ARNs mensajeros; esta caracteristica dificulta su deteccion por RNA-FISH
convencional. Para superar este inconveniente, se emplearon sondas Stellaris™ (Biosearch).
La técnica hace uso de oligonucledtidos de ADN cortos pre-marcados fluorescentemente
(alrededor de 20 nucleétidos de longitud), agrupados en conjuntos de hasta 48 sondas
individuales, permitiendo asi un mayor nivel de sensibilidad (Orjalo & Johansson, 2016). El
abordaje permitié confirmar la co-localizacion de un ARNm con un IncRNA antisentido
solapante, Kcnmb4osl, en las espermatidas, lo que refuerza la idea de una posible relacion
funcional entre ambos (Trovero et al., 2020). Ademas, se observo que una buena parte de los
IncRNAs posmeidticos analizados se localizaban en el cuerpo cromatoide (Figura 2a), un
organelo citoplasmico perinuclear sin membrana caracteristico de las espermatidas, cuya
funcién aparentemente se vincula con la regulacién postranscripcional y secuestro de ARNm
(Meikar et al., 2014). Este hallazgo seria de altisima relevancia, al sugerir la participacion de
INcRNAs en el secuestro de ARNm. En este sentido, es importante sefialar que hacia el final
de la espermiogénesis las espermatidas elongadas se vuelven transcripcionalmente inertes,
dado el elevado nivel de compactacion de su cromatina, en la que la mayor parte de las histonas
han sido sustituidas por protaminas, con la consiguiente pérdida de marcas epigenéticas (e.g.
Legrand & Hobbs, 2018; Geisinger et al., 2021). En consecuencia, el secuestro de ARNm

podria garantizar la sintesis proteica altamente regulada hacia el final de la espermiogénesis.

Adicionalmente, el INCRNA Kcnmb4osl, no s6lo se detecté en células posmeioticas
sino que también se observo, con un muy alto nivel de expresion, en células de profase
meiotica, con aparente asociacion con el CS. Se observd en cortes y en esparcidos de nucleos
meioticos (Figura 2b) en localizacidn sub-telomérica, coincidiendo con la ubicacién del locus
a partir del cual se transcribe. Este hallazgo recuerda al reportado para S. pombe, y sugiere que
InNcRNAS podrian estar participando en la busqueda de homologias y/o alineamiento homologo
durante la profase meittica en mamiferos lo cual, de ser asi, constituiria un descubrimiento

revolucionario.



Figura 2. Patrones de localizacion
mediante  RNA-FISH de algunos
INcRNAs analizados. a) Varios
IncRNAs (rojo) se localizan en el
cuerpo cromatoide de las células
posmeidticas. Los nucleos estan
contratefiidos con DAPI. Dentro de
los recuadros  se observan
ampliaciones en cada caso. La
ventana inferior derecha muestra un
control para un IncRNA no
especifico de la espermatogénesis
(Malatl), con un patron de
localizacion en  las  células
intersticiales (somaticas) del
testiculo. ElI esquema en el borde
superior izquierdo muestra la
ubicacion del cuerpo cromatoide en
las espermétidas redondas. b)
Inmunofluorescencia con anticuerpo
anti-CS  (verde) y RNA-FISH
secuencial del IncRNA Kcnmb4osl
(rojo)  sobre  esparcidos  de
espermatocitos de raton.

Por otra parte, la lista de InCRNAs generada muestra unos 50 ARNSs (antisentido e
intergénicos) cuya expresion aumenta en la profase meidtica. En un andlisis primario mediante
High-scoring segment pair (HSP), se detectaron aproximadamente una veintena de estos
InNcRNASs que tendrian un Gnico sitio de alineamiento (hit) en un Unico autosoma, similar al
descrito anteriormente. Ademads, se detectaron algunos INCRNAs que dan un patron de
alineamiento que cubre el total del cromosoma a partir del cual se transcriben. No obstante, se

carece de estudios funcionales sobre estos INcRNAs.

Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

1) Existen IncRNAs expresados diferencialmente durante la profase meidtica en los
eucariotas superiores, que desempefian funciones regulatorias vinculadas a dicha etapa. En
particular, proponemos que algunos de ellos se localizan sobre los cromosomas en la meiosis
masculina del raton, y podrian estar participando en el reconocimiento/alineamiento de

cromosomas homologos (tal vez de forma anédloga a lo identificado en la levadura) y/o

recombinacion.



2) Existen en el testiculo del raton IncRNAs especificos o diferenciales de la profase
meiotica que desempefian roles esenciales para la meiosis y/o espermatogenesis, y cuyo

silenciamiento producira alteraciones en dicho proceso.

Objetivo general

Aportar conocimiento original sobre las bases moleculares de la meiosis, en particular
en lo relativo al posible rol de secuencias de IncRNAs especificos o diferenciales de la profase
meidtica masculina en el raton. Nos interesa conocer acerca de su posible participacion en la
regulacién de los distintos procesos que tienen lugar durante la misma, y cémo su alteracién
puede afectar al desarrollo de la meiosis y la espermatogénesis. De modo particular, nos
interesa evaluar la posible participacién de IncRNAs en los eventos de apareamiento y

reconocimiento de homologias durante la meiosis.

Objetivos especificos

° Determinar la localizacién (nuclear, citoplasmica) de InNcRNAs de alta expresion en la
profase meidtica del raton. Nos interesa conocer si existen otros INcRNAs meidticos que den
un patrén similar al Kcnmb4osl.

° Para IncRNAs candidatos que den sefial nuclear asociada a la cromatina en los
espermatocitos en los experimentos anteriores, evaluar la posible alteracion de la sefial en
espermatocitos de testiculo de ratones mutantes con arresto meidtico. Nuestro interés es
determinar si la localizacion de estos InNcRNAs cambia en situaciones de arresto meictico.

° Poner a punto ensayos de silenciamiento génico in vivo.

° Evaluar los efectos morfoldgicos y fenotipicos causados por el silenciamiento de los
IncRNAs seleccionados.

° Iniciar andlisis de posibles cambios de expresion genica en células meidticas de ratones
con IncRNA silenciado (mediante RNAseq), con el fin de contribuir al conocimiento de los
eventuales mecanismos regulatorios mediados por ese INcRNA, y como su silenciamiento
puede afectar a la expresion génica.

° Conocer si hay otros IncRNAs meioticos que también se localicen en el cuerpo
cromatoide en las células posmeioticas, al igual que otros que ya hemos identificado. Nos

interesa saber si la localizacion de IncRNAs (incluyendo los que se encuentran regulados



positivamente durante la profase meiotica) en el cuerpo cromatoide en las células posmeidticas,
es un fendmeno tan extendido como nos parece, a juzgar por los resultados que se han obtenido
en el laboratorio hasta ahora. En caso de ser asi, contribuir a la comprension de su posible rol
en estas celulas. Como hemos mencionado, esto podria sugerir un novedoso y original

mecanismo de regulacion postranscripcional en la espermiogeénesis.

Materiales y Métodos

Animales

Para los experimentos de RNA-FISH (ver a continuacion) se emplearan ratones
juveniles de la cepa CD1-Swiss recién destetados (23-24 dias), ya que presentan una mayor
proporcion de células en profase meidtica que los individuos adultos. Eventualmente para
algunos experimentos se podran utilizar también adultos jovenes. Ademas, se trabajaré con una
linea de ratones mutantes para un componente del CS generada anteriormente por el grupo
(contexto genético B6D2), con fenotipo infértil por falla del apareamiento meiotico
(Hern&ndez-L6pez et al., 2020). Dichos animales se encuentran alojados en el bioterio del
Institut Pasteur de Montevideo (IPMont). Con respecto a las microinyecciones para los
experimentos de silenciamiento génico (ver mas abajo), los mismos se realizaran en la Unidad
de Biotecnologia de Animales de Laboratorio (UBAL) del IPMont, empleando ratones
juveniles B6D2 de 3 semanas de edad. Tanto los ratones mutantes como los silenciados se
trasladaran al 11BCE, donde se procesaran en el dia. Todo el manejo de especimenes se realizara
segun las regulaciones de la Comisién Nacional de Experimentacion Animal (CNEA).
Contamos con protocolo de experimentacion aprobado para todos los ensayos a realizar
(protocolo CEUA IPMont 007-18; protocolo CEUA IIBCE 001/02/2012).

Disefos de sondas y RNA-FISH

A partir de las listas de IncRNAs diferenciales, se seleccionaran algunos de profase
meiotica que en los alineamientos de HSP presenten un solo hit o un patron de cobertura a lo
largo del cromosoma. Se disefiaran sondas Stellaris empleando el software Probe Designer

v4.2 (http://www.biosearchtech.com/stellaris-designer).

Se localizarén los IncRNAs mediante RNA-FISH en corte y esparcidos (spreading),

siguiendo el protocolo utilizado previamente en el laboratorio. Eventualmente, a los INCRNAs


http://www.biosearchtech.com/stellaris-designer

que presenten un patrén de tincion nuclear, vinculado a la cromatina de meiocitos, se les
procedera a realizar la co-localizacion con componentes proteicos del CS, mediante
inmunofluorescencia, siguiendo el protocolo propuesto por Trovero et al., 2020

(https://www.biosearchtech.com/support/resources/stellaris-protocols). Adicionalmente, se

contratefiird cada cromosoma mediante chromosome painting, y eventualmente otras sondas
que permitan mejor localizacion del locus (ej. sondas teloméricas, o centroméricas,
dependiendo de la ubicacién del locus de cada IncRNA). Los resultados se visualizaran con
microscopio confocal Zeiss LSM 800, con médulo de super-resolucion AiryScan (Carl-Zeiss,

Alemania).

Localizacion en testiculos con arresto meiético

Como hemos mencionado, contamos con ratones mutantes para un componente del CS
generados durante un proyecto previo del laboratorio. Para los IncRNAs que den sefial asociada
a los cromosomas meidticos, se probaran los INCRNAs seleccionados en cortes y esparcidos de
espermatocitos de ratones mutantes, con el fin de comparar si el patron de localizacion varia
respecto a lo observado en nicleos meidticos de ratones normales. Este estudio incluira al

IncRNA Kcnmb4osl, previamente caracterizado por Trovero et al., 2020.

Estudios funcionales de los IncRNAs: silenciamiento in vivo

La metodologia a emplear para realizar estudios funcionales de los IncRNAs es la
técnica de knockdown (KD). Es importante recordar la ausencia de lineas de cultivo celular
confiables de células meidticas, lo que limita las posibilidades de experimentacion in vitro. Por
otra parte, cabe mencionar que la generacion de ratones knockout (KO) no es la metodologia
mas apropiada para estudiar genes no codificantes. En primer lugar, dado que en los InCRNAs
no existe un marco abierto de lectura, no tiene sentido introducir una insercién/delecion de
unos pocos nucledtidos mediante CRISPR/Cas9, estrategia comunmente utilizada en genes
codificantes. Otra estrategia empleada es la deleccion del gen completo, mediante el uso de dos
ARNs guia. No obstante, la deplecion de un IncRNA puede tener eventualmente consecuencias
desconocidas e imposibles de evaluar, al poder afectar la expresion de uno o maltiples genes
codificantes vecinos, ya sea por la eliminacion de regiones regulatorias (ej. enhancers),

eliminacion de marcas epigenéticas, etc. (Bassett et al., 2014; Barman et al., 2019). Mas aun,
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una importante proporcion de los IncRNAs son antisentido de genes codificantes y
parcialmente solapantes con éstos (Trovero et al., 2020), lo que haria imposible su delecion sin
afectar al gen codificante. Es por todo lo antedicho, que el KD nos parece la estrategia mas
apropiada. De todas formas, realizar el silenciamiento por KD tiene algunas ventajas y
desventajas. La ventaja mas clara es que es mas rapido y sencillo que efectuar un KO, y ademas
es muy util para el silenciamiento de genes no codificantes puesto que no se altera la molécula
de ADN. Como contraparte, presenta como desventaja que no se logra el silenciamiento total
del ARN blanco, y que el efecto es transitorio (si bien existe la posibilidad de realizar

silenciamiento estable, o transitorio de larga duracién).

Hemos evaluado distintas estrategias posibles para la realizacién de silenciamiento in
vivo. Una posibilidad seria el uso de interferencia de ARN (RNAI) mediada por vector, lo que
permite silenciamiento estable o transitorio de larga duracion, y ha sido utilizado recientemente
con éxito para INCRNAs de espermatidas (Li et al., 2021). No obstante, este abordaje emplea

la maquinaria celular de RNAI (e.g. https://www.thermofisher.com/uy/en/home/products-and-

services/promotions/rnai-genome-modulation-handbook.html) y, por lo tanto, en principio es de

esperar que funcione de modo correcto para el silenciamiento de ARNSs en el citoplasma, no
asi para el silenciamiento de ARNs nucleares, como seria el caso de los IncRNA en los
meiocitos con los que se desea trabajar, e.g. Kcnmb4osl. Dicho esto, trabajos recientes han
evidenciado la existencia de componentes del complejo RISC nucleo-especificos, y
silenciamiento a nivel nuclear para ciertos mensajeros (e.g. Bottini et al., 2017). Mas aln,
existe al menos un reporte de silenciamiento de IncRNAs nucleares mediante RNAI mediado
por vector (Li et al., 2021). A pesar de ello, no conocemos el alcance y extensién del RNAI a
nivel nuclear (es decir, cuél es el grado de silenciamiento, si éste s6lo ocurre en ciertos
transcriptos especificos, etc.). Tampoco sabemos si en el reporte mencionado el resultado fue
casual, ocurrié por un mecanismo diferente de la via de RNAI, y/o obedecié a que dicho
InNcRNA también estaba operativo a nivel citoplasmico. Por todo lo antedicho, la estrategia que
hemos elegido, en principio, es la utilizacion de oligonucle6tidos antisentido (ASOs: antisense

oligonucleotides).

Los ASOs son moléculas de ADN modificado (para su proteccion de la degradacion
por nucleasas) con fosforotioato y/o nucle6tidos blogueados en una Unica conformacion, de
entre 15 y 25 bases de largo, que se disefian antisentido con respecto al ARN que se desea
inhibir. EI fundamento de la técnica es que silencian a su ARN objetivo al formar un

heteroduplex entre el ARN/ADN, sustrato natural para la RNasa H celular endogena (e.g.


https://www.thermofisher.com/uy/en/home/products-and-services/promotions/rnai-genome-modulation-handbook.html
https://www.thermofisher.com/uy/en/home/products-and-services/promotions/rnai-genome-modulation-handbook.html

https://www.idtdna.com/pages/products/functional-genomics/antisense-oligos). En principio

son mas eficientes y producen un silenciamiento mas duradero para ARNSs nucleares que otras
alternativas, y existe un reporte reciente que muestra su eficacia para el silenciamiento de un
InNcRNA nuclear en el testiculo, habiéndose alcanzado niveles de silenciamiento cercanos al

80%, con una duracion de hasta 10 dias post-inyeccion (Chen et al., 2021).

Se ingresaran los ASOs al raton mediante microinyecciones en el conducto deferente
en ambos testiculos, bilateral, uno con el ASO de interés y el contralateral con ASO control,
para excluir diferencias individuales. Se validara la eficiencia del KD por gRT-PCR, por
triplicado, comparando en cada caso los testiculos microinyectados con ASO de interés vs ASO
control. Ademas, el disefio de los ASOs con un fluoréforo en el extremo 5 permitira monitorear
su ingreso a las células, y en particular al ndcleo celular. En principio el efecto de
silenciamiento se analizara a distintos tiempos, desde 48 hs post-inyeccion hasta 10 dias. Para

el disefio de los ASOs se recurrira a laempresa IDT.

Una vez confirmado el silenciamiento, se analizaran los posibles efectos testiculares
(histologia gonadal, analisis citométrico en flujo de suspensiones celulares testiculares, nivel
de apoptosis en el epitelio seminifero, morfologia, conteo y motilidad espermatica,
inmunotinciones, etc.), para evaluar posibles alteraciones de la espermatogénesis. En
particular, se evaluard si existe afectacion del CS que pueda generar alteraciones en el
apareamiento de los cromosomas meioticos. Para esto Ultimo, se hara tincion con anticuerpos
contra componentes del CS sobre esparcidos de ndcleos meidticos y, de ser posible, se hara
contratincién mediante chromosome painting para el par cromosémico correspondiente al

locus de ese IncRNA.

Inicios de secuenciacion masiva

Para contribuir a la comprension de los mecanismos subyacentes a la accion de estos
InNcRNAs meidticos, proponemos seleccionar uno cuyo silenciamiento en los experimentos
anteriores dé un fenotipo de interés (eventualmente podria ser Kcnmb4os1, u otro que surgiera
de este proyecto), para realizar analisis transcriptdmicos (RNAseq) en comparacion con
testiculos microinyectados con control. El objetivo es descifrar alteraciones transcripcionales

inducidas por el silenciamiento de dicho IncRNA.


https://www.idtdna.com/pages/products/functional-genomics/antisense-oligos

Si fuera posible purificar mediante citometria de flujo Unicamente las células
silenciadas (es decir, aquellas a las que les ingreso el ASO, por su marca fluorescente acoplada),
se podria realizar los estudios de RNAseq con estas células purificadas. En caso de que la sefial
no fuera suficiente para su deteccion por citometria de flujo, se deberia recurrir al uso de

testiculo entero para los ensayos de RNAseq.

En la Figura 3 se observa una representacion grafica del abordaje experimental

propuesto.
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Figura 3. Abordaje experimental propuesto.
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Estimacion de costos

Material Cantidad U$S
Materiales e insumos generales — 3.000
Sondas Sellaris y buffers (Biosearch, aprox. USD 700 10 7.000
c/u)
Sonda chromosome painting (Metasystems; USD 260 5 1.500
c/u)
Kit qRT-PCR (Thermo Cells-to-Ct kit, 1 1.300
Invitrogen, Thermo Scientific, Kit de alta sensibilidad)
ASOQOs para silenciamiento in vivo (minimo 3 KD 3 5.500
diferentes, con 3 ASOs c/u, y controles)
Microinyecciones, mantenimiento de animales (precios ? 2.500
en calidad de colaboracién)
RNAseq (KD x 3; Ctrl x 3) 1 3.000
Total 21.100
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Cronograma tentativo

3 afios en Bimestres

Actividades

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Seleccion de IncRNAs, disefio y produccién de sondas

Localizacion de IncRNAs en cortes testiculares y en esparcidos de
nlcleos meidticos.

Localizacion del IncRNA, Kcnmb4os1, en nlcleos con arresto mei6tico.

Localizacion de IncRNAs en corte y/o esparcidos de nicleos meiéticos
ratones mutantes
Evaluacion del efecto del silenciamiento del Kcnmb4osl

Disefio y produccién de ASOs contra otros IncRNAs

Evaluar el efecto del silenciamiento de los IncRNAs

Analisis de cambios de expresion génica en células meidticas

Redaccién de trabajo cientifico






