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RESUM

Elst elomers s6 n estructures ribonucleoproteiques f ormades p er repeticions ent andem
TTAGGG, un complex proteic especific (shelterina), i RNA teloméric no codificant (TERRA),
que es localitzen als extrems dels cromosomes eucariotes per prevenir la inestabilitat genomica 1
les fusions entre cromosomes. E n1 es ¢ ¢l-lules g erminals, ¢ 1 m anteniment d e 1 estructura
telomerica és ¢ rucial p er ala co rrecta p rogressid d e 1 a g ametogeénesi, ja q ue el s t elomers
participen en I’aparellament en tre cromosomes homolegs d urant 1 a profase I de 1a meiosi, i
promouen la sinapsi i la recombinaci6 entre ells. De fet, la disrupcioé de 1’homeostasi telomérica
provoca 1’apoptosi de les cel -lules germinals i/0 1a generacié d’aneuploidies, i esta al tament
relacionada amb | a sen esceéncia r eproductiva. N o o bstant, p oc se’ nsap d els m ecanismes
encarregats d e p reservar | ’estructura i longitud t elomerica al llarg d e la g ametogenesi d els
mamifers. P er a quest m otiu, t enint e n ¢ ompte que T ERRA ¢ s un c omponent i ntegral d e
I’estructura telomerica, i que la telomerasa €s el complex enzimatic que allarga els telomers, en
aquest t reball es v a p lantejar l'estudid e la implicacié d ’aquestes d ues m oléculesen 1 a
preservacio de I ’homeostasi dels telomers en les cél-lules germinals de mamifer. Amb a quest
objectiu, es v an analitzar cel-lules germinals humanes i de ratoli al llarg de la gametogeénesi
mitjangant t €cniques ci togenétiques i moleculars. E Is n ostres r esultats mostraren quet ant
TERRA com el component proteic de la telomerasa (TERT) es localitzaven als telomers de les
cel-lules germinals. L a distribucio nuclear de TERRA estaria subjecta a un llindar dependent
dels nivells cel-lulars de TERRA i del génere de la cel-lula (oocit o espermatocit), mentre que la
transcripcié de TERRA dependria de I’estadi de la gametogeénesi i de 1’estat del mateix telomer.
D’altra banda, TERT es trobava majoritariament als telomers de les cél-lules germinals, sobretot
en ratoli, tot i que no s’observa 1’elongacié dels telomers al llarg de la gametogénesi. Alhora, la
(baixa) co-localitzacié en tre T ERRA i TERT als meiocits humans i de ratoli es pr oduia
majoritariament fora del complex teloméric. De la mateixa manera, es va analitzar la distribucio
de TERRA i1 TERT en espermatocits de pacients diagnosticats amb infertilitat idiopatica
d’origen no obstructiu, els quals mostraren un menor nombre d’esdeveniments de recombinacio
en comparacié amb els espermatodcits control. S’observa una reduccié en els nivells de TERRA
conjuntament amb una disrupcio6 de la distribuci6 telomérica de TERRA 1 TERT en les cél-lules
dels individus 1 nfértils: m entre TERRA t endia al ocalitzar-se al s telomers, T ERT t endia a
dissociar-se’n. No obstant, ni el nombre de repeticions telomériques ni 1’associacié de TERRA 1
TERT es veien afectades. Per tant, en base als nostres resultats, proposem que TERRA i TERT
s’associarien amb els telomers de les cél-lules germinals humanes i de ratoli per tal de participar
enel m antenimentd el ’estabilitatd e 1’estructurat eloméricad urant els complexos

esdeveniments cromosomics que tenen llocs durant la meiosi i la gametogénesi. Alhora, donat



que I’homeostasi d’aquestes dues molécules es veu alterada a les cél-lules germinals de pacients
infeértils, el seu analisi en meidcits, conjuntament amb d’altres parametres, podria ser util per a la

determinacio de 1’origen de la infertilitat humana.

SUMMARY

Telomeres a re ribonucleoprotein ¢ omplexes, composed by T TAGGG t andem r epeats, a
telomere-specific protein complex (shelterin) and telomeric noncoding RNA (TERRA) that cap
the ends of eukaryote chromosomes preventing them from genomic instability and fusions. In
mammalian g erm cel Is, the m aintenance o f t he t elomeric st ructure i s crucial for the p roper
progression o f g ametogenesis since t elomeres are i nvolved in homologous ¢ hromosomes
pairing during the meiotic prophase I, also promoting their synapsis and recombination. In fact,
disruption o f't elomere ho meostasis 1 eads to germ cells a poptosis and/or aneuploidy, and has
been s trongly r elated t o r eproductive a ging. H owever, little i s k nown ont he m echanisms
preserving telomere structure and length during mammalian gametogenesis so far. Thus, taking
into a ccount t hat T ERRA i s a n i ntegral c omponent of t he t elomeric s tructure, a nd t hat
telomerase is the enzymatic complex that elongates telomeres, the main objective of this work
was to investigate whether these two molecules are implicated in the preservation of telomere
homeostasis of mammalian germ cells. To this aim, mouse and human germ cells were analyzed
by c ytogenetic and molecular techniques t hroughout gametogenesis. O ur results s howed t hat
both TERRA and the protein component of telomerase (TERT) localized at telomeres of germ
cells. The distribution of TERRA in the nucleus would be subjected to a threshold that would
depend on T ERRA cellular levels and the cell gender (i.e. o ocyte or sp ermatocyte), w hereas
TERRA transcription would be regulated according to the gametogenic stage and the telomere
status per se. On the other hand, TERT highly localized at germ cells telomeres, especially in
mouse, although no telomere elongation was observed in these cells throughout gametogenesis.
Moreover, (scarce) TERRA and TERT co-localization occurred out of the telomeric complex in
mouse and human meiocytes. In the same way, TERRA and TERT distribution was analyzed in
human spermatocytes from patients diagnosed with idiopathic non-obstructive infertility, which
showed fewer recombination events compared to spermatocytes of a control donor. A reduction
in TERRA levels together with a disruption of the telomeric distribution of TERRA and TERT
was observed in cells of infertile individuals. While TERRA was prone to localize at telomeres,
TERT tended to dissociate from them. Nevertheless, neither the number of telomeric repeats nor

TERRA-TERT association was affected in spermatocytes of infertile patients. Therefore, in the

il



light o f o ur results, w e propose that TERRA and TERT w ould asso ciate w ith t elomeres of
mouse an d human g erm c ells t o p articipate i n t he maintenance o f't he s tability o f t elomere
structure d uring t he ¢ omplex ¢ hromosome e vents t aking pl ace throughout m eiosis a nd
gametogenesis. Moreover, since the homeostasis of these two molecules is disrupted in germ
cells from infertile patients, they could be useful to determine of the origin of human infertility

by their analysis in meiocytes together with other parameters.

il



ACRONIMS | ABREVIATURES

Donat que 1a majoria dels acr onims utilitzats per a la d enominacié de molécules i processos

biologics procedeixen del seu nom original en anglés, en molts casos o bé no tenen traduccio al

catala o bé son dificils de traduir. Per mantenir la coheréncia i la cohesid del text i facilitar-ne la

comprensio, en el present treball s’utilitzara majoritariament la nomenclatura en llengua anglesa

de determinats components i processos cel-lulars, aixi com els seus respectius acronims.

A — Adenina

ADB — Antibody Dilution Buffer

ALT - Alternative Lengthening of
Telomeres

ATM - Ataxia Talangectasia Mutated
BLAT — BLAST-Like Alignment Tool
BLAST — Basic Local Alignment Tool

BSA — Bovine Serum Albumin

C — Citosina

CENP — Centromeric Proteins

CMYV - Cytomegalovirus

CO - Crossover

CpG — Dinucleotid Citosina-fosfat-Guanina
CREST - Complication of Raynaud’s
phenomenon, Esophageal dysfunction,
Sclerodactyly and Telangiectasia

CSK - Cytoskeletal

CTCF — CCCTC-binding factor

Cy3 — Cianina 3

Cy5 — Cianina 5

Da — Daltons

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole
DMC1 - Disrupted Meiotic cDNA 1
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle
Medium

DMSO — Dimetilsulfoxid

DNA — Desoxyribonucleic Acid

DNMT — DNA Methyltransferase

v

dNTP — Desoxinucleotid Phosphate

dpc — Dies Post-Concepcid

DSB — Double-Strand Breaks

E. coli — Escherichia coli

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid
EMBOSS — European Molecular Biology
Open Software Suite

ER — Enzims de Restriccid

F — Primer Forward

FACS — Fluorescent Activated Cell Sorting
FAM — Fluorescein Amidite

FITC — Fluorescein Isothiocyanate

YH2AX — H2AX fosforil-lada

G — Guanina

GBSS - Gey Balanced Salt Solution

GFP — Green Fluorescent Protein

H1t — Histone cluster 1

H2AX — X variant of 2A histone family
H3K9 — Histona H3 lisina 9

H4K20 — Histona H4 lisina 20

HBSS — Hank Balanced Salt Solution

HelLa — C¢l'lules epitelials humanes
procedents d ’un ca rcinoma ce rvical de
Henrietta Lacks

HP1 — Heterochromatin Protein 1

IF — Immunofluorescéncia

Kb — Kilobases

KO — Knock Out



LB - Lysogeny Broth

MLH1 — MutL Homolog 1

MLH3 — MutL Homolog 3

MRE11 — Meiotic recombination 11

MSH4 — MutS Homolog 4

MSHS — MutS Homolog 5

NBS1 — Nibrin

NCBI — National Center for Biotechnology
Information

NHEJ — Non-Homologous End Joining
NMD - Nonsense-Mediated RNA Decay
NNPP - Neural Network Promoter
Prediction

nt — Nucleotids

ON - Overnight

pb — Parells de bases

PBS — Phosphate Buffered Saline

PBST — PBS amb Tween-20

PCR — Polymerase Chain Reaction

PGC — Primordial Germ Cell

PNA - Peptid Nucleic Acid

POT1 — Protein Of Telomeres 1

psi — Pound-force per square inch

PTBG — PBS, Tween-20, BSA, gelatin
Q-FISH — Quantitative-fluorescence In Situ
Hybridization

R — Primer Reverse

RADS50 — Radiation Sensitive 50

RADS51 — Radiation Sensitive 51

RAPI1 — Repressor and Activator Protein 1
RECS — Meiotic Recombination protein 8
RNA — Ribonucleic Acid

RNasa A — Ribonucleasa A

RNA-FISH — RNA-fluorescence InS itu
Hybridization

RNAPII — RNA Polymerase 11

RPA — Replication Protein A

rpm — Revolucions Per Minut

S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

S. pombe — Schizosaccharomyces pombe
SAP — Shrimp Alkaline Phosphatase

SDS — Sodium Dodecyl Sulfate

SMC1B - Structural Maintenance of
Chromosomes 1B

SOB - Superoptimal Broth

spc — Setmanes post-concepcid

STAG3 — Stroma Antigen 3

SUV - Suppressor of Variegation
methyltransferase

SYCP1 - Synaptonemal Complex Protein 1
SYCP2 — Synaptonemal Complex Protein 2
SYCP3 — Synaptonemal Complex Protein 3
T — Timina

TAE — Tris-acetate-EDTA buffer

TCABI1 — Telomere Cajal Body protein 1
TERRA - Telomeric Repeat-containing
RNA

TERT - Telomerase Reverse Transcriptase
TIN2 — TRF1-Interacting Nuclear factor 2
TPE — Telomere Position Effect

TPP1 — TIN2- and POTI-interacting
nuclear Protein 1

TR — Telomerase RNA

TRAP — Telomeric Repeat Amplification
Protocol

TRF — Telomere Restriction Fragment
TRF1 — Telomeric Repeat-binding Factor 1
TRF2 — Telomeric Repeat-binding Factor 2
TSS — Transcription Start Site

TA — Temperatura Ambient

TE — Tris-EDTA

u — Unitats d’activitat enzimatica

U — Uracil



UCSC — University of Californa, S anta
Cruz

V — Volum

WT — Wild Type
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Introduccid

La g ametogenesi és e 1 p rocés d e f ormacio, d esenvolupament i m aduracié d e 1 es c¢ I-lules
germinals fins a ¢ onvertir-se en gametes ap tes per a la fecundacio (Fig. 1.1). Alhora, és la
principal font d e v ariabilitat g enctica per al es es pécies amb r eproduccid sexual, la qualés
imprescindible per a la seva supervivencia i adaptacio a ’entorn. En aquest sentit, sobretot pel
que faa [D’espécie h umana, unade les qlie stions que g enera més i nterrogants sobre el
funcionament d’aquests processos biologics és 1’elevada freqiiéncia d’errors que es produeixen
de forma “natural” al llarg del desenvolupament dels gametes 1 per tant, la important incidéncia
d’infertilitat. Aquest fet ha dut a estudiar els mecanismes involucrats tant en la gametogénesi
com en la meiosi en si mateixa des de molts i1 diferents punts de vista com poden ser els canvis
en la dinamica dels cromosomes, les proteines i mplicades en les vies de senyalitzacid, o els

canvis genctics i1 epigenétics que s’hi produeixen.

El present treball esta focalitzat en 1’estudi de la gametogénesi i la meiosi dels mamifers des de
lav essant dels telomers, dona t que s On une s e structures ¢ romosomiques que ,t oti s er
imprescindibles per a 1’estabilitat del genoma i per tant per a la viabilitat cel-lular, el seu paper
dins els processos de formaciéd dels gametes encara no esta ben definit. Per aquest motiu, s’ha
utilitzat com a models d’estudi I’espécie humana i el ratoli ja que tot i que comparteixen els trets
fonamentals tantpel que faal a gametogénesi com al estructura d els t elomers, p resenten
determinades diferéncies especifiques d’espécie que ens poden ser utils per comprendre millor
els m ecanismes i mplicats en lar egulacio d els telomers iles s eves funcions alllarg dela

gametogenesi.

1.1. Lagametogenesi

La gametogenesi als mamifers, s’inicia amb la formacid de les cél-lules germinals primordials
(PGCs) durant el desenvolupament embrionari, i inclou diverses etapes de proliferacio mitotica,
seguides d’una fase de replicacio del DNA prévia a dues divisions meiotiques, 1 una etapa de
diferenciacio (Fig. 1.1). No obstant, els processos que tenen lloc un cop les PGCs es diferencien
en espermatogonis 0 0 ogonis presenten un m arcat d imorfisme s exual pel que fa al tempo,
sincronia, pr oduccié i morfologia dels gametes, p eriodes de b loqueigi en conseqiiéncia,
regulacio del procés en general (revisat per Hassold i Hunt, 2001; Morelli i Cohen, 2005; Garcia
i Ponsa, 2003).



Introduccid

Dues cromos ==
A |
I
o
Enparmdasich
PR Gt 1
bl
d II'--‘II Vel
e — Msiclosa _h
Esparmalaracls Ao e
~ =
-—
" e -"/: = o

Conpurscls L Biorermiaiteiy.
[T

\ |

- Fotundocsd -
e S T

Figura 1.1. La gametogénesi en els mamifers. Les cel-lules beix representen els processos comuns a la oogenesi i
I’espermatogenesi. Les cél-lules en blau i en rosa representen les diferents morfologies que prenen, respectivament,
les c¢l -lules g erminals masculines i femenines en di ferents pun ts de Is procés. Adaptati modificat d e Handel i
Schimenti (2010).

A1 ’embrié d’ ambdos s exes, l es P GCs es d etectenp erprimercopal azonadelsacd e
I’al-lantoide al voltant dels 7,5 di es pos t-concepcid (dpc) enratoli ia les 4 setmanes post-
concepcio (spc) en huma (Fig. 1.2) (Fujimoto, et al., 1977; Ginsburg, ef al., 1990; Anderson, et
al., 2000). Préviament a 1’inici de la migracio cap a les crestes gonadals, la poblacio de PGCs
pateix una p rimera p ero breu fase d e p roliferacié mitotica, s eguida d *un estat transitori de
quiescencia en G, que coincideix amb una remodelacio extensa de la cromatina (Tam i Snow,
1981; Seki, et al., 2007; Surani, 2001). Als 9,5 dpc (5 spc), les PGCs inicien la migracio cap a
les crestes gonadals alhora que reprenen el cicle mitotic, i cap als 11,5 dpc (5-6 spc) la major
part d’elles s’acumulen a la gonada (Clark i Eddy, 1975; Fujimoto, et al., 1977; Motta, et al.,
1997; M olyneaux, et al.,2001; M amsen, et al., 20 12). A p artir d ’aleshores, se’ls an omena
gonocits, ja que experimenten multiples canvis morfologics i biologics, com ara la pérdua de la
capacitat migratoria i la disminucioé de la seva potencialitat (Labosky, ef al., 1994; Tada, et al.,
1998; M olyneaux, et al.,2004) . Quan les PGCs/gonocits finalitzent otes les e tapesd e
proliferacid, el nombre total de cél-lules germinals ha incrementat radicalment, sobretot en el
cas de les gonades femenines (Clark i Eddy, 1975; Tam i Snow, 1981; Bendsen, et al., 2003;
Bendsen, ef al., 2006; Mamsen, et al., 2011).
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Figura 1.2. Formacié i desenvolupament dels testicles i les cél-lules germinals masculines: comparacio entre el
ratoli i Pespécie humana. L’eix superior indica (en dies) el moment i/o la durada de diferents esdeveniments que
tenen 1loc al 1larg del d esenvolupament dels testicles i els es permatozoides en el ratoli. L ’eix inferior presenta la
mateixa informacio per a l’espécie humana (en setmanes). Les dades per a la construccié d’aquesta cronologia han
estat extretes de fonts citades al text. Figures adaptades de McMurray (2010) i de Campbell i Reece (1999).

La diferenciaci6 dels gonocits en oogonis o espermatogonis depén sobretot de senyals externs, i
no co incideix entre els dos sexesni pel que faal aviade diferenciacio ni al moment d el
desenvolupament en que es produeix (Figs. 1.2 i 1.3) (Ford, et al., 1975; Palmer i Burgoyne,
1991). Concretament, a la gonada X X els gonocits estan d estinats a d ur a t erme 1 ’oogénesi
(oogonis) als 12,5 dpc (9-10 spc) i inicien la meiosi a partir del 13,5 dpc (10 spc) (McLaren i
Southee, 1997; Motta, et al., 1997; Baker, et al., 1980; Kurilo, 1981; Garcia, et al., 1987). A la
gonada XY en canvi, els gonocits estan ja destinats a dur a terme 1’espermatogeénesi cap als 11,5
dpc (~8-9 spc) (McLaren i Southee, 1997; Chuma i Nakatsuji, 2001; Adams i McLaren, 2002;
Bendsen, et al .,2003). E na quest punt (anomenats també pr o-espermatogonis), de ixen de
proliferar, mantenint-se quiescents en la fase Gi/G, del cicle cel-lular a p artir dels ~12,5 dpc
(~10 spc) fins que no s’activa la maduracio i proliferacié dels espermatogonis (Hilscher, et al.,

1974; Bendsen, et al., 2003; McLaren, 2003).

En el mascle de mamifer doncs, la p roliferacio d els pro-espermatogonis s’atura al ’etapa
embrionaria. En el cas del ratoli, no es reprén fins després del naixement quan, entre el primer i

el quart dia post-part, es produeix una primera proliferacid dels pro-espermatogonis, que migren
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cap als tubuls seminifers i on maduren a espermatogonis (McLean, et al., 2003). En el mascle
huma en canvi, aquests esdeveniments es produeixen integrament durant el periode fetal (a les
8-12 spc) (Culty, 2009). D ’aquesta manera, els es permatogonis romanen quiescents fins que
I’individu no madura sex ualment, moment e n q u¢ s’activa e 1 p rocés d’espermatogenesi a |
testicle i es produeix una primera onada de c¢l-lules germinals que completen tot el procés
(Bellvé, et al., 1977 ; G oetz, et al., 1 984). En a quest punt és també quan es pr odueix un a
important ona da d ’apoptosi. De f et, dur ant e | de senvolupament de | t esticle i 1 es c ¢l-lules
germinals masculines es produeixen multiples onades d’apoptosi (Print i Loveland, 2000; Helal,
et al.,20 02),p erol am ési mportantés laquet é1 loc q uan s ’inicia 1 ’espermatogénesi,
probablement p er o ptimitzar | a p roporci6 en tre c¢ I-lules g erminals ic ¢l-lulesd e S ertoli
(Rodriguez, et al., 1997; Jahnukainen, et al., 2004). A partir d’aquest punt, la proliferacié dels
espermatogonis i la generacié d’espermatozoides es manté activa durant tota la vida adulta de

I"individu (Fig. 1.2).

En ratoli, cada cicle d’espermatogénesi té una durada de 8-9 dies, mentre que en huma dura al
voltant de 64 dies (Oakberg, 1956; Heller i Clermont, 1963). L’espermatogenesi (Figs. 1.11 1.2)
s’inicia amb la proliferaci6 continua dels espermatogonis per mitosi. Alguns pero, abandonen la
proliferacié mitotica per diferenciar-se en espermatocits I 1 iniciar la meiosi (vegeu apartat 1.2).
La primera d ivisio m eiotica dona l loc als espermatocits II i la segona ales espermatides
rodones, connectades per ponts c itoplasmatics. Finalment, | es espermatides r odones duen a
terme un important procés de diferenciacié anomenat espermiogenesi, al llarg del qual pateixen
importants ¢ anvis m orfologics, b ioquimics i metabolics — com la pérdua del citoplasma, el
creixement del flagel o la formacid de I’acrosoma —, acompanyats d’una severa compactacio del
DNA. D’aquesta manera, passen primer per una etapa intermedia de diferenciacio (espermatides

allargades) per finalment convertir-se en espermatozoides madurs capagos de fecundar.

En elcas de lafemella de m amifer en can vi, la p roliferacio d els oog onis e s p rodueix
exclusivament a 1 "ovari fetal. D e tots els o ogonis que es g eneren, a quells que no i nicien la
meiosi degeneren produint una important onada d’ apoptosi que té lloc durant la formaci6 dels
cists, i és la principal causa de la marcada reducci6 del pool inicial de cél-lules germinals en
I’ovari fetal (Baker, 1963; Pepling i Spradling, 2001; Fulton, et al., 2005). En la femella els cists
corresponen a | ’agrupacio d *oogonis q ue, d urant | a sev a fase p roliferativa, han dut a terme
divisions mitotiques amb citocinesis incompletes i es mantenen units per ponts citoplasmatics
(Gondos, 1973; Pepling i Spradling, 1998; Fulton, et al., 2005). Només part de les cél-lules que
formen cadascun dels cists sobreviu per formar o ocits madurs, mentre que la majoria d’ elles
faran la funcié de cel-lules mainadera (o feeders), proporcionant diferents tipus de molécules a
I’00cit necessaries per a 1a seva maduracidé. No obstant, 1a majoria dels oogonis (entre un 50 -

80% en humans i un 80% en ratoli) abandonen la proliferaciéo mitotica per iniciar la primera
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profase meiotica (oocits I) cap als 13,5 dpc (10 spc) (Fig. 1.3) (Baker, 1963; Baker, ef al., 1980;
Kurilo, 1981; Garcia, et al., 1987; McClellan i Gosden, 2003; Baltus, ef al., 2006). En ambdues
especies, els oogonis que inicien la meiosi (oocits I), progressen per les diferents subetapes de la
primera profase meiotica (vegeu apartat 1.2) fins a r estar aturats en I’etapa de dictioté — estadi

especialitzat de diploté — fins que la femella assoleix la maduresa sexual.
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Figura 1.3. Formacié i desenvolupament de 1’ovari i els oocits: comparacio entre el ratoli i I’espécie humana.
L’eix superior correspon a la cronologia (en dies) de la fol-liculogénesi i oogénesi en 1’ovari de ratoli, mentre que
I’eix i nferior i 1-lustra el s m ateixos p rocessos en 1’ovari h uma ( en s etmanes). Adaptat i m odificat de Sarraj i
Drummond (2012) i de Campbell i Reece (1999). Les dades han estat contrastades amb la bibliografia citada al text.

Enla femella humana, els o ocits s’envolten de cél-lules fol-liculars p er formar els fol-licles
primordials cap a les 22 spc, la qual cosa a I’ovari de ratoli succeeix després del naixement (Fig.
1.3) (Pepling i Spradling, 2001; Hartshorne, et al., 2009). En ambdues espécies, pero, el nombre
maxim de fol-licles primordials — i en conseqii¢ncia, d’oocits I — s’assoleix cap a la meitat del
periode gestacional (13,5 dpc, 20 spc). Aixo és degut a que, d ‘una banda, e s pr odueix una
segona onada d’apoptosi a I’ovari durant el trencament dels cists per a la formacio dels fol-licles
(Baker, 1963; Hilscher, et al., 1974 ; Pepling i Spradling, 2001); i de I’altra, el nombre de
fol-licles (i d’odcits I) disminueix progressivament al llarg dels anys degut a 1a degeneracio de
bona part d’ells a mesura que avanga l’edat de la femella, i posteriorment en les successives
ovulacions u nc op sigui sexualment m adura (Baker, 1963 ;P epling i Spradling, 200 1;

Hartshorne, et al ., 2009 ; W allace i Kelsey, 2010) . A més, | a pobl acio d ’oocits I noe s
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regeneraria en 1’ovari adult, ja que al voltant del naixement la poblacio d’oogonis es p erdria
totalment (Byskov, et al., 2011). No obstant, e xisteixen opinions divergents respecte aquesta
qiiestio. Alguns autors han trobat evidéncies de renovacio del pool d’oocits a ’ovari de ratoli
(Baker, et al., 198 0; R eizel, et al., 2012 ). Determinats estudis (Bukovsky, et al., 2004 ;
Bukovsky, et al., 2005; Virant-Klun, et al., 2008) fins i tot han identificat c¢l-lules de 1’ ovari
(tant de ratoli com huma) capaces de formar nous fol-licles i/0 0ocits. De fet, en ratoli ha estat
possible g enerar nou s odc its de sprés de tractaments de qui mioterapia que ha vien pr ovocat
I’esterilitat de I’individu (Zou, et al., 2009). Altres autors pero, afirmen que, almenys en huma,
tot 1 que encara quedarien oogonis en el moment de naixement, aquesta poblacié desapareixeria
completament passat un temps, préviament a que 1’individu assoleixi la maduresa sexual (Liu, et

al., 2007a; Byskov, et al., 2011).

Quan la femella arriba a la pubertat (Fig. 1.3), per cada cicle reproductiu (generalment) només
un dels multiples fol-licles reclutats madura completament en un procés de seleccio, ilaresta
entra en atrésia. Només quan un f ol-licle ¢ s del tot madur, 1’0dcit reprén la primera di visio
meiotica i és ovulat. Aixo es tradueix en que, en femella humana, la quiescéncia de 1’oocit en
dictiote pot perllongar-se fins a 50 anys. Un cop reactivat, 1’odcit finalitza la primera divisio
meiodtica i inicia la segona, la qual es completara només si és fecundat, resultant-ne el zigot (Fig.

L.1).

1.2. Lameiosi

Lameiosi ésun tipus de divisio cel-lular especialitzada que p ermet la formacié d e gametes
haploides i alhora mantenir la variabilitat genética de [’espécie. Aquests objectius s’ assoleixen
mitjancant dues divisions meiotiques consecutives precedides d’una sola ronda de replicacioé del
DNA ( fase S p re-meiotica), co njuntament am b l’intercanvi d e material g enctic entre

cromosomes homolegs (recombinacio) (Fig. 1.1).

1.2.1. Etapes de la meiosi

La primera divisié meiotica inclou les fases tipiques d’una divisié cel-lular, profase, metafase,
anafase i telofase, amb la particularitat que durant la profase I es produeix I’intercanvi genétic
entre cromosomes homolegs mitjangant un complex mecanisme que implica la intervencid de
multiples p roteines aixi com i mportants can vise nl am orfologiai lal ocalitzacio d els

cromosomes. Precisament, aquests canvis son els que permeten distingir dins la profase I quatre
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etapes ben diferenciades (leptote, zigote, paquité i diplote) (Speed, 1982; Goetz, et al., 1984,
Handel i Schimenti, 2010):

e Just després dela fase S pre-meiotica, existeix una ectapa intermédia de pre-leptote
durant | aqua 1 els cr omosomes i nicien la condensacié d el D NA (Fig. 1.4) ,qu e
progressara fins arribar al seu m axima metafase I. Al mateix te mps, e Is t elomers

b b b : b . \
s’uneixen a 1’embolcall n uclear i s’aparellen de m anera t ransitoria entre telomers
homolegs (Fig. 1.4; vegeu apartat 1.3.3) (Boateng, et al., 2013).
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e [L’aparellament d els homolegs, ésad ir, D’estabilitzacié d e ’alineamentd e le s

seqiiencies hom ologues (Jones, 200 8), s’inicia durant 1’etapa de leptoté en gran part
promogut per 1’agrupacio dels telomers formant I’estructura de bouguet (Fig. 1.4; Apunt
1) (Scherthan, et al., 1996; Scherthan, 2007), tot i que també¢ hi intervenen altres factors
(Kneitz, et al., 2000). Alhora, es comenga a formar una “bastida” proteica al llarg de
cadascun d els ¢ romosomes (Apunt2) mitjancant| ’assemblatge d els anomenats
elements laterals, formats per cohesines — com meiotic recombination protein 8 (RECS)
1 structural m aintenance of ¢ hromosomes 15 (SMC1B) (Bannister, etal ., 2004 ;
Revenkova, et al.,2004) — i per les synaptonemal c omplex protein 21 3 (SYCP2 i
SYCP3) (Yuan, et al.,2000; Y uan, et al., 2002 ;Y ang, et al., 2006; W inkel, et al .,
2009). A més, també al mateix temps, es generen els trencaments de d oble cadena o
double-strand breaks (DSBs) (Fig. 1.4, Apunt 2), els quals provoquen 1’activacio de la
maquinaria de recombinacié homologa (Apunt 2), i que sén imprescindibles per a que
es doni correctament la sinapsi entre cromosomes homolegs (Romanienko i Camerini-

Otero, 2000).
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Apunt 1. El bouquet

La formacid de 1’estructura de bouquet (A i B) es produeix durant la transicié de leptote a zigoté i promou
I’alineacio i1’ aparellament en tre cr omosomes h omolegs (Scherthan, efa I, 19 96; Roig, et a l., 20 04)
mitjancant 1’agrupacio d els t elomers en u nar egi6 co ncreta d e 1 a p eriféria n uclear, ad jacent a 1 cen tre
organitzador de m icrotibuls (Liebe, et a I.,2 004; Y oshida, eta/l.,20 13). A ix0 és p ossible g racies a
I’ancoratge dels telomers a la membrana nuclear interna mitjangant 1’estructura anomenada placa d’uni6 (C)
(Liebe, et al., 2004). La placa d’uni6 consisteix en I’engruiximent de I’element axial a la zona telomeérica, la
qual amés esta formada per repeticions telomeriques (Voet, ef al., 2003), proteines telomeriques com els
telomeric r epeat-binding factors 11 2 (TRF1 i TRF2) (Scherthan, efal.,2000; Liebe, etal.,2004), i
determinades cohesines com SMCI1 i la stroma antigen 3 (STAG3) (Revenkova, et al., 2004; Scherthan,
2007; Adelfalk, ez al., 2009). No obstant, encara existeixen moltes incognites pel que fa als components que
formen aquesta estructura. La dissolucio del bouquet es produeix tipicament durant el zigote, tot i q ue la
seva durada dins la profase I sembla ser especifica d’espécie i de sexe (Scherthan, et al., 1996; Pfeifer, et
al., 2001; Pfeifer, et al., 2003; Roig, et al., 2004).

(A) Una de les primeres representacions d’un nucli en bouquet d’una c¢l -lula germinal de cargol ( Helix
pomatia) (Platner, 1885). (B) Oocit huma en zigoté on es mostra SYCP3 en blau i TRF2 en vermell (Reig-
Viader, et al., 2013). (C) Placa d’uni6 obtinguda per Liebe et al. (2004) mitjangant 1’analisi per microscopia
electronica d’un espermatocit de ratoli on s’observen els elements laterals (EL) i central (EC) del complex
sinaptonemal, i 1I’embolcall nuclear (EN).

e Llasortidade ’etapade bouquet a zigoté (Apunt 1), requereix la pa rticipacid d e
diferents proteines implicades en la senyalitzacio i reparacio dels DSBs durant el procés
de recombinaci6 (Rogakou, ef al., 1998; Pandita, ef al., 1999). Al llarg d’aquesta etapa,
s’inicia la sinapsi entre homolegs (Oud, et al., 1979; Speed, 1982) mitjangant la unid
dels e lements 1 aterals d el co mplex p er filaments t ransversals que formen I ’element
central, el qual esta constituit principalment per la proteina SYCP1 (Fig. 1.4, Apunt 2)
(Schmekel, et al., 1996; De Vries, et al., 2005). La sinapsi s’inicia a p artir d ’almenys
uns dels extrems dels c romosomes (Fig. 1.4) (Barlow i Hultén, 1996), els quals es
mantenen aparellats des de 1’inici de la profase fins la reparaci6 dels DSBsde les
seqiiencies no telomeriques mitjangant recombinacié homologa (Apunt 2) (Boateng, et

al., 2013), procés que també s’inicia durant aquesta etapa.
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Apunt 2. La recombinacié homologa

La recombinacid entre homolegs es produeix com a conseqiiéncia de la reparacio dels DSBs que

genera 1’endonucleasa Spol1 (Keeney, ef al., 1997). ATM fosforil-la H2AX (yH2AX) (Rogakou, et al.,
2000), i la replication protein A (RPA) s’uneix als extrems 3’ exposats dels DSBs (He, et al., 1995). RPA
¢és subseqiientment desplacada per les recombinases radiation sensitive 51 (RADS1) i/o disrupted meiotic
cDNA 1 (DMC1) (Pittman, et al., 1998; Yoshida, et al., 1998), les quals faciliten la cerca de la seqiiéncia
complementaria de ’altre homoleg mitjangant la invasié de la cadena Iliure dins la doble cadena de I’altre
cromosoma per formar un D -loop (Hunter i Kleckner, 2001). Si 1’altre extrem del D SB original s’uneix
també a 1 homoleg, es forma un d oble creuament en tre cad enes d e D NA, anomenat Holliday j unction
doble, que es resol donant lloc a un CO o un non-CO (Schwacha i Kleckner, 1995; Wu i Hickson, 2003).
La formaci6 dels COs és promoguda tant per les proteines MutS homologs 41 5 (MSH4 i MSHS) com les
MutL homologs 11 3 (MLHI i MLH3) (Baker, et al., 1996; Kneitz, et al., 2000; Lipkin, et al., 2002;
Santucci-Darmanin, et al., 2000; Snowden, et al., 2004).
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En la majoria dels organismes, els COs tendeixen a formar-se en llocs especifics dels genoma que

es coneixen com a punts calents (hotspots) de recombinacié (Mézard, 2006; Buard i de Massy, 2007; Pryce

i McFarlane, 2 009). Enh uma ir atoli els hotspots solens err egionsd’ 1-2k b que e s pr odueixen

preferentment fora de les regions que es transcriuen del genoma (Myers, ef al., 2005; Myers, et al., 2008;
Paigen i Petkov, 20 10). N o ob stant, el s m ecanismes q ue co ntrolen l a posicié d els D SBs encarano es
coneixen del tot. S’ha relacionat, per exemple, amb zones de cromatina oberta (Berchowitz, et al., 2009),
determinats tipus de seqiiencies (Myers, et al., 2008), o modificacions d’histones i marques epigenetiques
(Buard, et al., 2009; Sigurdsson, et al., 2009). Figura adaptada de Handel, ez al. (2010).

La recombinacio, juntament amb 1 a sinapsi, finalitza a | "etapa de paquité (Fig. 1.4,
Apunt 2) . Precisament, és en aquesta etapa quan els c omplexos si naptonemals est an
completament formats, unint 1 es quatre ¢ romatides d els ¢ romosomes d onant lloc al s
anomenats bivalents (Oud, et al., 1979; Speed, 1982). Els DSBs que es resolen com a
crossovers (COs) connecten els d os cromosomes homolegs mitjangant els quiasmes
(Apunt 2 ) (Tease i Jones, 1978) . E 1Is q uiasmes s6 n les ¢ onnexions f isiques que

mantenen els cromosomes homolegs units fins que s’eliminen parcialment les cohesines
al final de la profase I per tal d’assegurar-ne 1a correcta segregacido a metafase [ 11l

(Hawley, 1988 ; L amb, et al., 19 97; B uonomo, et a /., 2000; Kitajima, et al., 2003;
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Fledel-Alon, et al., 2009 ; G arcia-Cruz, et al., 201 0a). En el c as de Is c romosomes
sexuals del mascle pero, la sinapsi és parcial, ja que només son homologues les regions
anomenades p seudo-autosomiques. A ixo fa que tant la sinapsi com la recombinacio
entre els cromosomes sexuals del mascle tinguin lloc posteriorment a les dels autosomes
(Kauppi, et al., 2012).

e Perultim, durant el diplote, els cromosomes homolegs comencen a sep arar-se alhora
que ¢ s d esestabilitza el complex si naptonemal i s’ inicia la d esinapsi (Apunt 2),d e
manera que cada parella de cromosomes homolegs quedara unida només pels quiasmes

fins a I’anafase I (Oud, et al., 1979; Speed, 1982).

A 1’etapa de metafase I desapareix 1’embolcall nuclear, i els bivalents s ’uneixen als filaments
del fus meiotic situant-se al pla e quatorial de la cél-lula per formar la pl aca metafasica. En
aquesta fase, els cromosomes estan completament condensats i encara son visibles els quiasmes,
els quals es desfan amb la separacio dels homolegs durant 1’anafase I. Un cop es divideix el
citoplasma a t elofase I, es p rodueixen dues cé 1-lules amb dot acié ¢ romosomica haploide i
gencticament d iferents en tre e lles g racies a l p rocés d e r ecombinacié (Fig. 1.1). La s egona
divisio meiotica és semblant a la divisio cel-lular p er mitosi (Fig. 1.1) (Garcia-Cruz, et al.,
2010a). S’inicia amb la profase I1 (tan breu en femella que en algunes espécies es considera
inexistent), durant la qual es forma un nou fus i es trenca 1’embolcall nuclear. A metafase II, els
cromosomes es co ndensen i s’ alineen formant 1 a p laca metafasica per tal que es separin les
cromatides germanes durant 1’anafase [ 1,1 es formin dues noves cél-lules amb 1a divisio del

citoplasma i la formacio dels nous embolcalls nuclears durant la telofase II.

1.1.1. Regulacié de la meiosi

Toti I'important d imorfisme s exual que s’ observa en el procés general de la gametogeénesi
(Figs. 1.2 1 1.3), els processos de recombinacio i sinapsi per se semblen estar forga conservats
entre sexes deixant de banda petites diferéncies en I’estructura del complex sinaptonemal o en el
nombre i la distribucio dels COs al llarg del complex (revisat per Hassold, et al., 2000; Garcia-
Cruz, et al., 2009 ; Fraune, et al.,20 12). N o o bstant, existeixen d iferéncies en tre sexes
especialment i mportants quan est racta d els mecanismes cel -lulars d e r egulacio i co ntrol
d’aquests p rocessos, t ambé an omenats checkpoints (vegeu ap artat 1.3). D urant 1 a m eiosi, i
concretament d urant la p rofase I , d os m ecanismes checkpoint regulenla progressio dels
diferents esdeveniments ¢ romosomics q ue t enen 1 loc en aq uesta et apa: e I checkpoint de
recombinacio i el checkpoint de sinapsi (Apunt 3). El checkpoint de recombinacio, s’activa quan

no es p rodueix correctament la reparacio dels DSBs; mentre que el checkpoint de sinapsi es
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produeix com a resultat de defectes en la formacio6 o en 1’assemblatge del complex sinaptonemal
(revisat p er Morelli i Cohen, 2005; M acQueen i Hochwagen, 2011) . L ’activacié d” ambdos
checkpoints provoca retard en la progressio de 1a meiosi, la qual cosa proporciona temps extra
per completar adequadament la reparacié dels DSBs i/0 la sinapsi entre homolegs préviament a
que e s produeixin les divisions meiotiques i, alhora, dona 1’oportunitat d ’eliminar mitjangant
apoptosi aquelles cél-lules meiotiques que no siguin capaces de resoldre els errors i/0 obstacles
que hagin sorgit. Existeix a més un tercer mecanisme checkpoint a metafase I que retarda I’inici
de I’anafase en el cas que els cromosomes no hagin as solit unions bipolars estables amb el s
microtubuls del fus meiotic alineant-se al pla equatorial de la c¢l-lula. Es tracta del checkpoint
d’organitzacio del fus o spindle assembly checkpoint, el qual també¢ s’activa durant la mitosi de

les cél-lules somatiques (Subramanian i Kapoor, 2013).

Apunt 3. Mecanismes checkpoint durant la profase I de la meiosi

La progressio dels esdeveniments que tenen lloc durant la profase I de la meiosi estan regulats per
dos mecanismes checkpoint. En primer lloc, el checkpoint de paquité respon a D SBs no processats, el s
quals s6n detectats primer per ATM (Barlow, et al., 1998), que s’uneix als extrems de DNA a partir del
complex format per les proteines MRE11/RAD50/NBS1 (MRN) (Uziel, et al.,2003), i després per ATR,
que és reclutada per RPA (Zou i Elledge, 2003). Un cop activades, ATM i ATR fosforil-len di ferents
substrats que activen la resposta al dany al DNA (Zhao i Piwnica-Worms, 2001; Melchionna, et al., 2000;
revisat per Niida i Nakanishi, 2006). La resposta de reparacio dels DSBs dirigida per ATM/ATR no només
¢és un denominador comu entre els organismes eucariotes (revisat per MacQueen i Hochwagen, 2011), sind
que tambého és peral a mitosi i la meiosi, totiq ue mentre en la meiosi els D SBs s 6n p referentment
reparats a p artir d el D NA d els h omolegs, en 1a mitosila cél-lulatendeix au tilitzarels DNA deles
cromatides germanes (Schwacha i Kleckner, 1997).

Aginopsi
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Retard del cicla?
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En segon lloc, el checkpoint de sinapsi respon a defectes en la sinapsi entre homolegs mitjancant
I’activaci6 preferent d’ATR (Keegan, ef al., 1996; Moens, et al., 1999). Aquest mecanisme pero, sembla ser
menys astringent en els espermatocits, ja que varia en funcié del grau d’asinapsi. En el cas d’asinapsi molt
extensa, es produeix un defecte sever i el bloqueig a paquite mitja (Mahadevaiah, et al., 2008), mentre que
si el grau d’asinapsi autosomica és relativament baix, com succeeix en les translocacions Robertsonianes, la
meiosi pot progressar almenys fins a trobar-se amb el spindle assembly checkpoint (Manterola, et al., 2009;
Naumova, et al., 2013). Figura adaptada de MacQueen i Hochwagen (2011).

Precisament, el fet que en humans les taxes estimades d’aneuploidia als oocits (20-70%) siguin
molt superiors a les dels espermatozoides (1-4%) (Nagaoka, et al., 2012), sembla estar associat,
en gran part, a que els checkpoints son molt més astringents en mascles que en femelles (vegeu
apartat 1.3.3). Estudis en ratolins mutants (revisat per Morelli i Cohen, 2005) han demostrat que

I’abolici6é de proteines implicades en els processos cromosomics de la primera profase meiotica
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produeixen ef ectes d iferents en funcid d el g énere. En el m ascle, 1 a seva ab olicid implica
interrupci6 de ’espermatogenesii apoptosi de les cél-lules germinals. En la femella en canvi,
els odcits progressen en la gametogenesi i maduren, tot i que la vida i/o capacitat reproductiva
de la femella es pot veure reduida. Per exemple, mentre ’alteracié dels processos de sinapsi i
recombinacié com a conseqiiéncia de I’abolicio de proteines com SYCP3, MLH1 o H2AX en
ratolins m ascle p rovoca esterilitat, e n1 es femelles es produeixen odcits a neuploides, mo rt
embrionaria o reduccio en la mida de la camada (Edelmann, et al., 1996; Woods, et al., 1999;
Yuan, et al., 2000; Celeste, et al., 2002; Y uan, et al., 2002). Pel que fa al spindle assembly
checkpoint, laca pacitat der espondre d e les cé I-lules m eiotiques a alteracions ene |
comportament dels cromosomes durant la metafase I sembla ser també especifica de sexe. En
ratolins mascle, 1a resposta és robusta, i la preséncia d *un sol ¢ romosoma univalent p rovoca
I’aturada en metafase I i 1’ eliminaci6 de 1’espermatocit I (Kot i Handel, 1990; Sutcliffe, et al.,
1991). En la femella en canvi, la preséncia d’un o diversos univalents a metafase I és compatible
amb 1 ’inici de I’anafase i,am ¢és,n o p rodueix r etard e n 1 a p rogressido d el cicle c el-lular

(LeMaire-Adkins, et al., 1997; Garcia-Cruz, et al., 2010b).

1.3. Els telomers

Tal com hem vist, els telomers son regions dels cromosomes que participen activament en el
procés de la meiosi, particularment durant els esdeveniments d’aparellament i sinapsi entre
cromosomes hom olegs ala profase I (Fig. 1.4). En conseqiiéncia, 1 ’alteracio d e 1’equilibri i
’estabilitat del sistema teloméric, és a dir, de I’homeostasi telomérica és altament perjudicial
per a la generacio de g ametes euploides iv iables. Aixid oncs, e ntendre lar egulacié de
I’estructura i la funci6 dels telomers és clau p er conéixer i identificar p ossibles factors q ue

podrien estar involucrats en la generaci6 de fenotips infértils.

1.3.1. Estructura dels telomers

Els telomers son complexos ribonucleoproteics que es troben als extrems dels cromosomes
eucariotes, i que ¢ ontribueixen a mantenir 1 ’estabilitat g enomica de les cél-lules (Li, et al.,
1998). Els telomers estan formats per repeticions en tandem de la seqiiéncia TTAGGG a la qual
s’hi uneixen un conjunt de proteines que formen el complex shelterina (Moyzis, et al., 198 8;
Kipling i Cooke, 1990; De Lange, 2005), aixi com molécules d’un RNA no codificant anomenat
telomeric repeat-containing RNA (TERRA) (Fig. 1.5) (Azzalin, et al., 2007 ; S choeftner i
Blasco, 2008).
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Figura 1.5. Estructura dels telomers dels mamifers. Els telomers consisteixen en multiples repeticions TTAGGG,
amb una cadena motlle rica en G i una cadena retardada rica en C. Els elements del complex shelterina (TRF11i 2,
RAP1, TIN2, TPP1i POTI) interaccionen am b molts al tres factors (vegeu ap artat 1.3.2.1) que es | ocalitzen
transitoriament al s telomers, s ovint d e forma d ependent del cicle cel -lular. A quests factors inhibeixen les vies de
senyalitzacio de la formaciéo de DSBs dependents de la proteina ATM i ATR, i contribueixen a la generacio d ’una
estructura protectora als extrems dels cromosomes, el T-/oop. Un plegament de les repeticions telomeriques alternatiu
al T-loop és I’estructura de quadruplex G, a la qual s’hi unirien lligands especifics per a aquesta estructura, encara per
determinar. Figura adaptada d’O'Sullivan i Karlseeder (2010) i de Bochman et al. (2012).

Els telomers son e structures ex tremadament d inamiques ja q ue, per tal d acomplir to tes les
seves funcions, la seva estructura ha de ser capa¢ de passar rapidament d’un estat “tancat” a un
estat “obert”, 1 viceversaal ll arg del cicleid iferenciacio c el-lulars (Blackburn, 2001 ). La
conformacio t ancada impedeix 1 ’accés dels e nzims de r eparacié del DNA a Is ex trems d els
cromosomes, mentre que 1’oberta es d ona per ex emple durant la fase S per tal de p ermetre
I’accés controlat d els factors d e replicacié del D NA (Hug i Lingner, 2006) . No obs tant, 1 a
naturalesa d e | *estructura t elomerica e n les conformacions oberta i tancada encara no es
compren del tot. Una de les solucions proposades per a la proteccido del DNA teloméric és el seu
replegament formant un llag anomenat T-/loop (Fig. 1.5) (Griffith, et al., 1999). El T-loop és una
estructura que s’ha identificat mitjangant microscopia electronica, en la qual la cua G de cadena
simple es replega envaint la regid telomerica upstream de doble cadena, i generant alhora un
segon loop (D-loop) degut al desplagament d’una cadena del telomer respecte 1’altra. Els T -
loops s6n molt variables en mida i s’han detectat en diversos eucariotes tot i que no esta clar que
es formin a tots els telomers d’una mateixa cel-lula (Griffith, et al., 1999; De Lange, 2004). De
fet, s’ha pr oposat una e structura a lternativa p er a p rotegir ¢ Is ¢ xtrems d els ¢ romosomes, ¢ 1

quadruplex G (Fig. 1.5) (Sen i Gilbert, 1 988). E 1 q uadruplex G es formaria ap artir del
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plegament de quatre cadenes de DNA de cadena simple (G4; Fig. 1.5), que contenen entre tres i
quatre g uanines c onsecutives, formant tétradesde Gs. A més, s ha vist que qua druplex G
intramoleculars an tiparal-leles podeni nhibirl at elomerasam entrequ e estructures
intermoleculars paral-leles de quadruplex G permeten 1’extensio de les repeticions telomeriques
per part d’aquest enzim (Zahler, et al., 1991; Oganesian, et al., 2007). No obstant, fins al
moment aquesta estructura només s’ha pogut observar in vivo en ciliats (Paeschke, et al., 2005),
mentre q ueen m amifersn oméss’ had emostrati ndirectament mitjangant m olécules
estabilitzadores de quadruplex G o anticossos esp ecifics (Brown, et al., 1998 ; Gowan, et al.,

2001; Duan, et al., 2001; Biffi, et al., 2013).

La longitud de les repeticions telomériques, tot i ser una caracteristica altament controlada per
mecanismes cel-lulars, és molt heterogénia entre especies — des de 9-15 kb en cél-lules humanes
a 20-100 kb en ratoli —, individus o fins i tot entre telomers d’una mateixa cél-lula (De Lange, et
al., 1990; Starling, et al., 1990; Lansdorp, et al., 1996; Zijlmans, et al., 1997; Canela, et al.,
2007). L’organitzacio d e l a cr omatina t elomérica i su btelomérica és similara la d el D NA
cromosomic ja que també esta empaquetat en nucleosomes i presenta marques epigenétiques
com la modificacio d’ histones i la metilacio del DNA (Fig. 1.6) (revisat per Blasco, 2007 i
Galati, et al.,20 13). D ef et, e Is n ucleosomes d els t elomers p resenten u na o rganitzacid
equivalent a la de la resta de DNA, amb la particularitat de ser menys estables i més mobils com
degut a les caracteristiques fisico-quimiques intrinseques del DNA teloméric (Makarov, et al.,
1993; Tommerup, et al., 1994; Pisano, et al., 2007; Ichikawa, et al., 2014). No obstant, donat
que els telomers i els subtelomers dels mamifers son regions de D NA altament repetitives,
presenten una estructura heterocromatica, de la mateixa manera que els passa als centromers i
regions pericentromeriques (Peters, et al., 2001; Schotta, et al., 2004). Precisament és aq uesta
estructura heterocromatica la que confereix als telomers la capacitat de silenciar I’expressio dels
pocs gens que es troben al subtelomer, un fenomen c onegut coma telomere position effect
(TPE) (Ottaviani, et al., 2008). En les cél-lules dels mamifers el TPE esta influit per la longitud
dels telomers i la metilaci6 dels DNA subtelomeéric, alhora que requereix la hipoacetilacié de les
histones (Baur, et al., 2001; K oering, et al., 2002; Pedram, et al., 2006). Toti queels
mecanismes que controlen el TPE als mamifers encara no s ’han d escrit, els seus telomers i
subtelomers es ¢ aracteritzen precisament per una b aixa acetilacio d e 1 es histones H3 1 H4
(Benetti, et al., 2007 a) i una elevada metilaci6 de les regions subtelomériques (Brock, et al.,

1999; Okano, et al., 1999) (Fig. 1.6).

La metilaci6 del DNA subteloméric als mamifers, a part de contribuir al TPE (Pedram, et al.,
2006), és important per el control de la modificaci6 de la cromatina ja que regula 1’accessibilitat
de factors d’uni6 a DNA (Peters, et al., 2003; Vakoc, et al., 2005; Gonzalo, et al., 2006) i, a

més, les p rotegiriad "un excés der ecombinacid h omologa (Maloisel i Rossignol, 199 §;
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Dominguez-Bendala i McWhir, 2004 ; Gonzalo, et al., 2006). No obstant, als mamifers només
els su btelomers (ino els telomers) poden ser m etilats ja que les r epeticions T TAGGG n o
contenen seqiiéncies CpG (Steinert, et al., 2004; Gonzalo, et al., 2006). Els dinucleotids CpG
corresponen al substrat de les DNA methyltransferases (DNMT), enzims que afegeixen grups
metil a les citosines d’aquests dinucleotids (per a més informacid vegeu Ooi, et al., 2009). A les
cel-lules dels mamifers, ex isteixen t res DNMTs p rincipals: | a DNMT1, una DNMT de

manteniment que durant la replicacié del DNA copialametilaci6 delacadenamotlleal a
cadena sintetitzada; i les DNMT3a i DNMT?3D, les quals metilen el DNA de novo (Fig. 1.6) (Li,
et al., 1992; Okano, et al., 1999). Aquestes tres DNMTs son les encarregades de la metilacié del
genoma en g eneral, i ncloses | es r egions p ericentromeriques i su btelomeriques (Chen, et al.,
2004; Gonzalo, et al., 2006). No obstant, els mecanismes que controlen 1’estat de les marques

epigenétiques dels telomers dels mamifers encara estan per determinar.

Figura 1. 6. Modificacions epigenétiques dels t elomers i s ubtelomers e ucariotes. Els s ubtelomers pr esenten
metilacié (Me) dele sille s C pG, mentre q uet ant 1 es s eqiiencies s ubtelomériques com | es t elomériques e stan
enriquides en trimetilacié de les histones i en les diferents isoformes de la proteina HP1 (a, B, y). A 1’esquema es
mostren t ambé | es metiltransferases encarregades d e | a metilaci6 d *histones (SUV) i dela metilacié d el D NA
(DNMT). Figura adaptada de Blasco (2007).

Una al tra marca epigencética tipica d e regions h eterocromatiques que es pot trobar tant a les
regions telomeriques com subtelomériques ¢s la trimetilacié de, respectivament, les histones 3 i
4 a les lisines 9 i 20 (H3K9 i H4K20) (Fig. 1.6) (Kourmouli, et al., 2004; Gonzalo, et al., 2006;
Benetti, etal .,2007b ). A questes m odificacions d ’histones s6 nd utes at ermep er
metiltransferases anomenades supressor of variegation (SUV) methyltransferases. Alhora, els
telomers i subtelomers dels mamifers estan enriquits en la heterochromatin protein 1 (HP1)
(Koering, et al., 2002; Garcia-Cao, et al., 2004), la qual és reclutada per la seva afinitat per els
residus H 3K9 trimetilats i és important pera la compactacio d e la cr omatina en ambdues

regions (Fig. 1.6) (Bannister, ef al., 2001; Lachner, ef al., 2001).
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L’estat epigenétic dels telomers humans, perd, no presenta totes les caracteristiques aqui
descrites (Tommerup, et al., 1994). Els estudis que existeixen al respecte semblen estar d’acord
en que la preséncia de les marques en histones i I’establiment de 1’estat h eterocromatic d els
telomers humans és important per a I’estabilitat cromosomica. No obstant, no hi ha consens pel
que faaq uines s6 n les marques ep igenétiques tantal esregions t elomeriques comal es
subtelomeriques (O'Sullivan, et al., 2010; Ernst, et al., 2011). D ’una banda, la proximitat de
gens als telomers no sempre resulta en hipermetilacié del DNA telomeéric ni en la silenciament
de la seva expressio (Bayne, et al., 1994 ; Ofir, et al., 1999). Am és, el DNA teloméric no
presenta u na r eplicacio t ardana, co ntrariament a1 es r egions p ericentromeriques i t elomers
d’altres especies de mamifers (Ofir, et al., 1999; Wright, et al., 1999). Es creu doncs, que els
telomers h umans es caracteritzarienp er unam esclad em arques h eterocromatiques 1
eucromatiques, que donaria 1loc a un patrd epigenctic e specific amb funcions i i mplicacions

encara per determinar (Blasco, 2007; Galati, et al., 2013).

1.3.2. Manteniment de I’estructura telomeérica

La pérdua de la proteccio dels extrems cromosomics provocada per ’acumulacié de dany en
I’estructura del telomer conjuntament amb I’escurgament progressiu del DNA teloméric fa que,
en condicions normals, la cél-lula entri en ’anomenada ““senescéncia replicativa” o bé mori per
apoptosi (Apunt 4) (Karlseder, et al., 2002; Von Zglinicki, et al., 2005; O'Sullivan i Karlseder,
2010). El m anteniment d e 1 a i ntegritat d els cr omosomes I ineals i mplica 1 luitar co ntra d os
problemes biologics, els anomenats “problema de la proteccié dels extrems” i “problema de la

replicacio dels extrems” (Palm i de Lange, 2008).

El “problema de la proteccid dels extrems” (De Lange, 2009) consisteix en el fet que la cél-lula
ha de ser capag de diferenciar el DNA telomeric de DSBs que necessiten ser reparats. Si aquesta
distincio no es produeix, els cromosomes lineals estan exposats a patir unions entre extrems dels
cromosomes 0 p rocessos d e r ecombinacio qu e r esultarien en fusions entre t elomers de
cromosomes diferents (Sfeir i De Lange, 2012) (Apunt 4). La proteccio del DNA teloméric ve
donada principalment per dues estructures: el complex shelterina (vegeu apartat 1.3.2.1) i el T-
loop que forma el DNA teloméric sobre si mateix mitjangant la cua G (vegeu apartat 1.3.1). A
més pero, hi intervenen altres factors, com les proteines ATM, ATR o el complex MRN els
quals, paradoxalment, participarien activament en la proteccié del DNA teloméric durant la seva
replicacio tot i formar part del mecanisme checkpoint de reparacié del DNA (Apunt 3) (Verdun
i Karlseder, 2006; Deng, et al., 2009a).
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Apunt 4. Escur¢cament telomeéric, senescéncia i cancer

Els te lomers d esprotegits son tractats p er 1a c ¢l-lulacom a D SBs n o d esitjats activant-se el
mecanisme checkpoint de reparaciéo del DNA (vegeu Apunt 3) (D'Adda di Fagagna, ef al., 2003; Takai, et
al., 2003), el qual condueix les cél-lules negatives per la telomerasa a 1’aturada del cicle o bé a 1’apoptosi
(Herbig, et al., 2004). Aquest mecanisme doncs, limita la vida replicativa de les cél-lules, i és per tant una
via de supressi6 de tumors que evita que les cél -lules adquireixin al teracions genomiques i/0 es tornin
immortals (Davoli i de Lange, 2012).

B Eel by cred T NllE—.J

Les cél-lules que segueixen dividint-se més enlla del seu limit de replicacié perden la proteccio
telomérica i entren en estat de “crisi” (A i B), caracteritzat per inestabilitat genomica i mort cel-lular. En
aquestes c¢l -lules, la inestabilitat genomica ve donada per cicles de trencament i fusioé dels cromosomes
(A), pr oduint reorganitzacions ¢ romosomiques (B) ¢ om delecions te rminals, d uplicacions in vertides,
amplificacio del DNA, translocacions no reciproques o per duplicacid, i cromosomes dicéntrics, totes les
quals han estat associades al cancer (Bolzan i Bianchi, 2006; O'Sullivan i Karlseder, 2010). De vegades
pero, determinades cél-lules aconsegueixen escapar de ’estat de crisi, les quals en general tenen 1’activitat
telomerasa sobre-regulada. En aquest punt, es posa de manifest el rol dual de la telomerasa en el procés
d’immortalitzacio cel -lular. D ’una banda, la reactivacid de 1’enzim en c¢l-lules amb telomers criticament
curts p ermet I establiment d e cl ons i mmortals i gendomicament inestables, la qual co sa significa un pas
important cap al cancer. I de ’altra, 1’activacié de la telomerasa en c¢l-lules que no han arribat al punt de
crisi ev ita ]l a g eneracio d ’inestabilitat g enomica d’origen te loméric (Morales, efa l., 1 999; A rtandi i
DePinho, 20 00). La figura mostra ( A) una representacio grafica dels cicles de fusi6 i trencament entre
cromosomes no hom olegs (non-homologous end joining; NHEJ); i (B) exemples d ’alteracions ( telomers
fragils) i reorganitzacions telomeériques en tre cromosomes ( fusio) i cromatides g ermanes (crom. germ.).
Figura adaptada de O’Sullivan i Karlseder (2010) i Sfeir i De Lange (2012).

El “problema de la replicacid dels extrems” (Palm i de Lange, 2008) ve donat per 1a mateixa
replicacio del DNA, la qual es produeix als telomers de la mateixa manera que es dona a la resta
del cromosoma, és a dir, mitjancant la replicacié estandard semiconservativa a partir de DNA
polimerases. Aquestes perod, necessiten un encebador (normalment RNA) per iniciar la sintesi de
DNA en direccié 5°—3’. L’eliminacié de ’RNA encebador terminal a 1’extrem 5’ de la cadena
sintetitzada d eixau ne spaiq ue les D NA p olimerases e standard n o pode n om plir. E n
conseqiiencia, cada ronda de sintesi del DNA resulta en la pérdua d’una seqiiéncia terminal, i
per tant, en 1 ’escurgament progressiu de ’extrem del cromosoma (Allsopp, et al., 1995). Un
segon problema de replicacio deriva de la importancia de les cues G per a la integritat
telomeérica (Wellinger, ef al., 1996; M cElligott i Wellinger, 1997 ). Després de la replicacio
convencional del D NA, 1a D NA pol imerasa de 1a c adena motlle g enera un e xtrem t erminal
homogeni, és a dir, sense cua G, la qual és necessaria per a q ue s’ hi uneixin d eterminades

proteines d el co mplex sh elterina. A ixi d oncs, | es cu es G sé nr egenerades mitjangant I a
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degradacio i re-sinteside lacadenaricaenC,laqualc osatambéprovocala pérduade
repeticions telomériques (Makarov, et al., 1997; Jacob, et al., 2003). Cal esmentar també, que la
pérdua de repeticions telomériques es pot produir per altres motius a més del “problema de la
replicacio dels extrems”, com ara el dany oxidatiu del DNA o la manca d’ activitat telomerasa
(enzim encarregat del manteniment de la longitud telomerica; vegeu apartat 1.3.2.2) (Bolzan i

Bianchi, 2006).

1.3.2.1. El complex shelterina

El mecanisme de protecci6 dels telomers contra el “problema de proteccié dels extrems” més
ben co negut i e studiat és1a formacid d el complex sh elterina sobre e I D NA t eloméric. El
complex shelterina cobreix les repeticions telomeriques de doble i de simple cadena, i inclou sis
proteines (Fig. 1.5). Els telomeric repeat-binding factors 1i 2 (TRF1i TRF2),ila proteina
protection of telomeres 1 (POT1) reconeixen directament les repeticions TTAGGG alhora que
interaccionen amb la TRF1-interacting nuclear factor 2 (TIN2), la POT1- and TIN2-interacting
nuclear protein 1 (TPP1), i la repressor and activator protein 1 (RAP1) (O'Sullivan i Karlseder,
2010; Bolzan i Bianchi, 2006). El complex shelterina pero, és una estructura dinamica, ja que hi
interaccionen altres factors i complexos cel-lulars que complementen les funcions dels elements

que formen d’aquest complex (vegeu Palm i de Lange, 2008).

La principal funci6 del complex shelterina és evitar que la maquinaria de reparaciéo del DNA
reconegui els extrems dels cromosomes com a DSBs (Sfeir i De Lange, 2012), preservant-ne
aixi la seva integritat, i protegint-los de la degradacio, recombinaci¢ i/o fusi6. De fet, s’ha pogut
demostrar que la preséncia de les proteines del complex shelterina poden impedir que la cel-lula
entri en estat de senescéncia replicativa tot i assolir una longitud telomeérica critica (Karlseder, et
al., 2002), mentre que la seva abséncia provoca un descontrol total de 1’estabilitat genomica
cel-lular degut a les fusions que es produeixen entre extrems de diferents cromosomes (Sfeir i
De L ange, 2012) . A ixidonc s,1 ap roteccio pr oporcionada pe 1c omplex s helterina € s
especialment important ja que, en funcio6 del context en que es trobi la cél-lula, I’alteracio de la
integritat telomeérica pot desencadenar senescencia cel-lular, apoptosi i/o inestabilitat genomica
(revisat per De L ange, 2009); 1 totes tres conseqiiencies estan es tretament r elacionades amb
I’aparicié de canceri I’envelliment (Apunt 4) (Blasco, 2005; O 'Sullivan i Karlseder, 201 0;
Armanios, 2013; Eissenberg, 2013).
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1.3.2.2. La telomerasa

Pel que fa al nombre de r epeticions t elomeriques, e xisteixen t res e stratégies principals p er
contrarestar-ne 1’escurcament degut al “problema de la replicacio dels extrems™: la telomerasa
(Greider 1 Blackburn, 198 5), lar ecombinacié homologa — en aq uest ca s co neguda co m a
alternative lengthening of telomeres (ALT) (revisat per Cesare i Reddel, 2010), i la transposicio
— mecanisme ampliament descrit en Drosophila melanogaster, perd no en mamifers (revisat per
Webb, et al., 2013). Tanmateix, 1’estratégia cel-lular més ampliament utilitzada i conservada en
els organismes eucariotes per mantenir la longitud telomeérica és mitjangant 1’activitat de

I’enzim telomerasa.

Figura 1.7. Reclutament de la telomerasa

Cos de als t elomers. Model d er eclutamentd el a
Cajal

TCABL T,
e D Y
i | telomerasa al s t elomers d els vertebrats. L es
a_hiLRT__..-f j proteines de 1 ¢ omplex s helterina T PP1 i
— TIN2 d irigeixenel r eclutamentd el a
telomerasa als telomers, la qual cosa implica
un desplagament de 1’enzim des dels cossos
de C ajal, ons ’hiacu mulag raciesal a
interaccio am b 1 a p roteina T CAB1 (vegeu
- text), cap al s extremsd els ¢ romosomes.
[TRF : Figura ad aptada de Nandakumar i Cech
- @ (2013).

La telomerasa és una polimerasa especialitzada que afegeix repeticions TTAGGG a 1’extrem 3’
dels telomers (Tomlinson, ef al., 2006). Es un complex enzimatic format principalment per una
subunitat proteica evolutivament molt conservada (telomerase reverse transcriptase; TERT), 1
per una subunitat RNA de longitud variable en funcid de I’espécie (telomerase RNA; TR)
(Nandakumar i Cech, 20 13) (Fig. 1. 7),a les que s’hiu neixen a ltres f actors p roteics
indispensables per al seu funcionament (Webb, et al., 2013). En general, 1 activitat telomerasa
¢s absent o indetectable en la majoria de tipus cel-lulars d iferenciats, e s troba en quantitats
baixes pero detectables a les poblacions de c¢l-lules mare adultes, i és especialment present a les
cel-lules mare totipotents, a les cél-lules tumorals, i a les cel-lules germinals (Riethman, 2008;
Keefe i Liu, 2009; Kim, et al., 1994). No obstant cal destacar la peculiaritat del cas del ratoli, on
s’ha detectat expressio de la subunitat TR i alhora activitat telomerasa tan en teixits de nounats
(intesti, cervell, rony6, pulmo i fetge) com en teixits adults (testicle, intesti, fetge, melsa i ronyo)
(Blasco, et al., 1995; Chadeneau, et al., 1995; Prowse i Greider, 1995), la qual cosa s’associa a

la particular longitud dels seus telomers.

La subunitat TR proporciona ’'RNA motlle per a la sintesi del DNA telomeric pero, a més, té
altres funcions imprescindibles per al bon funcionament del complex enzimatic com so6n limitar

I’extensi6 d e la t ranscripcio i nversa, ¢ ontribuir a la pr ocessivitat de 1’enzim, o unir-seal a
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subunitat T ERT (Nandakumar i Cech, 2013). La s ubunitat T ERT ¢ sla que té 1’activitat
transcriptasa inversa. No obstant, recentment se 1i han atribuit noves funcions independents de
I’elongacio dels telomers (revisat per Martinez i Blasco, 20111 Chiodi i Mondello, 2012).
D’una banda, s’ha vist que TERT podria unir-se a altres factors diferents de TR per activar vies
reguladores de 1 ’expressio g €nicai pa rticipar e n 1’organitzacié de la cromatinai en els
mecanismes de resposta contra el dany al DNA (Sharma, et al., 2003; Masutomi, et al., 2005;
Park, et al., 2009). De I’altra, se sap que una petita part de TERT es troba als mitocondris, on
participa en la resposta contra 1’estres cel-lular, 1’apoptosi, i el manteniment de les condicions
mitocondrials (Santos, et al., 2006; Ahmed, et al., 2008; Haendeler, et al., 2009). A més a més,
s’hav ist que TERT e staria i nvolucrada e n f uncions relacionades am bl at umorigénesi
independents del manteniment de 1a longitud dels telomers (Majerska, et al., 2011; Martinez i
Blasco, 2011 ; C hiodi i Mondello, 2012 ). P er exemple, pot pr omoure ¢ 1 ¢ reixementi la
proliferacio cel-lulars, incrementar 1a resisténcia a quimiofarmacs i estimuls p ro-apoptotics, i
contribuir a I’estabilitat de 1’estructura telomeérica, incrementant aixi la vida de la cél-lula sense

allargar-ne els telomers.

Les interaccions de la telomerasa amb el DNA teloméric i el complex shelterina estan altament
regulades 1 son essencials per a la proteccio dels extrems cromosomics (O'Sullivan i Karlseder,
2010). De fet, diverses proteines del complex shelterina, com TRF1, T PP1, POT1 i TIN2,
participen activament en el reclutament de la telomerasa als telomers, en la seva activacio i
contribueixen a la seva processivitat (Fig. 1.7) (Nandakumar i Cech, 2013; Webb, et al., 2013).
De fet, el complex en zimatic d e 1 a telomerasa, quan no e s troba a ssociat als t elomers, és
reclutada p er 1 a telomere Cajal body protein 1 (TCABI1),a partirde lasevaunioambla
subunitat TR (Tycowski, et al., 2009; Venteicher, et al., 2009), per formar part dels cossos de
Cajal, u ns ¢ ompartiments s ubnuclears m olt co nservats ev olutivament i molt a bundants e n
cel-lules amb elevada activitat transcripcional (Fig. 1.7) (Cioce i Lamond, 2005). D’altra banda,
TPP1 facilita ’associaci6 de la telomerasa amb els extrems dels cromosomes (Xin, et al., 2007;
Abreu, et al., 2010) i, juntament amb TIN2, és essencial per al seu reclutament al s telomers
durant la fase S del cicle (Jady, et al., 2006; Tomlinson, et al., 2006). No obstant, I’activacié de
I’elongacio d els t elomers p er p art d e | a t elomerasa t ambé est aria r egulada p er 1 a | ongitud
telomérica, de manera que la telomerasa elongaria preferentment aquells telomers que presentin
un nom bre m enor de r epeticions t elomériques (Hemann, et al., 2 001a; Cristofari i Lingner,

2006).

Donat que en els mamifers — deixant de banda el cas del ratoli — la telomerasa és un enzim que
només és present i/o funcional en uns tipus cel-lulars molt concrets, la seva ex pressid ales
cél-lules so matiques d e 1’organisme es considera una situacid an omala, com és el cas de les

cél-lules canceroses (Webb, et al., 2013 ), en les quals 1a telomerasa p ermet que escapin del
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procés de senescéncia replicativa (Apunt 4) . Pero cal esmentar que la seva deficiéncia genera
tambéu ng reup roblemap eral ’organisme. D eterminades m utacions enel sd iferents
components de la telomerasa s’ han relacionat amb malalties humanes rares d origen genétic,
com la disceratosi congénita (Mitchell, et al., 1999; Vulliamy, et al., 2001) o la fibrosi pulmonar
idiopatica (Armanios, et al., 2007; Tsakiri, et al., 2007). Aquestes malalties estan associades a
telomers curts i/o d isfuncionals i totes e lles p resenten un caracteristic fracas en la c apacitat
regenerativa dels teixits (com per exemple 1a medul-la 0ssia) i hiperpigmentacié severa de la

pell.

1.3.2.3. TERRA

Els telomers s havien considerat tradicionalment regions cr omosomiques t ranscripcionalment
silents, en part d eguta que es c oneixia 1’efecte r epressor q ue ex erceixen sobre 1’expressio
geénica en direccié upstream, és a d ir el TPE (vegeu ap artat 1.3.1) (Ottaviani, et al., 200 8).
Aquest concepte perd, ha canviat recentment amb en de scobrir-se que el st elomers e s
transcriuen produint molécules de ’'RNA teloméric anomenat TERRA (Azzalin, et al., 2007)
(Fig. 1.8).

Estructura de TERRA

TERRA ¢és un RNA no codificant exclusivament nuclear que és transcrit per la RNA polimerasa
IT (RNAPII) (Fig. 1.8) (Azzalin, et al., 2007; Schoeftner i Blasco, 2008). La seqiiéncia de les
molécules de TERRA inclou una regié complementaria a seqiiéncies subtelomeériques diferent
en funcié d el subtelomer a p artir del qual s’hagi transcrit, i una regié co mplementaria a les
repeticions telomeriques de la cadena AATCCC d’entre 100 pbi 9k b, la qual varia amb la
longitud dels telomers (Fig. 1.8) (Azzalin, et al., 2007; Schoeftner i Blasco, 2008; Porro, et al.,
2010; Arnoult, et al., 2012; Van Beneden, et al., 2013).

Les molécules de TERRA formen una estructura de quadruplex G a partir de les seves
repeticions t elomériques, 1 a q ual t ambé es f orma in vitro amb el D NA t eloméric (Xu i
Komiyama, 2012). A 1’extrem 5> TERRA t¢é un cap 7-metilguanosina que el protegeix de la
degradaci6 per part de les exonucleases, i I’extrem 3’ esta poliadenilat en aproximadament un
10% de les molécules de TERRA, les quals corresponen a la fraccié associada a 1a cromatina
telomeérica mitjangant interaccions amb les repeticions telomeériques aixi com amb les proteines
del ¢ omplex s helterina (Fig. 1.8) (Deng, et al., 20 09b; P orro, et al.,2010). Desdel seu

descobriment, TERRA ha estat descrit en cél-lules somatiques de nombroses espécies incloent-
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hi llevats (Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccharomyces pombe) (Luke, et al., 2008; Bah, et
al., 2012 ), pl antes ( Arabidopsis t haliana) (Vrbsky, et al .,2010 ), pe ixos ( Danio r erio)
(Schoeftner i Blasco, 2009), mamifers (Mus musculus i Homo sapiens) (Azzalin, et al., 2007;
Schoeftner i Blasco, 200 8), i fins i tot existeixen treballs anteriors (Morcillo, et al., 1988 ;
Rudenko i Van der Ploeg, 1989; Solovei, et al., 1994) que indiquen 1’existéncia de transcripcio
telomerica en tripanosomes, dipters i aus. N o obstant, la majoria d ’estudis sobre | ’estructura,

funcio i regulacié de TERRA s’han dut a terme en linies cel-lulars d’origen huma.

Estructura de TERRA
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Figura 1.8.E structurai distribucié nuclear d el es molécules d e T ERRA ii nteraccié a mb 1 ’estructura
telomérica. Esquema de la distribuci6 nuclear de TERRA (panell esquerre) i de la seva estructura i interaccidé amb els
telomers (panell dret). Les molécules de TERRA poliadenilades (en verd) es mostren 1liures dins el nucli cel ‘lular,
contrariament a les molécules de TERRA sense cua poliA (en granat), les quals interaccionen amb els extrems delc
cromosomes (en gris). A1’esquema delainteraccio de TERRA amb el telomer, adaptat de Schoeftner i Blasco
(2008), 1 es m olecules d e T ERRA interaccionen am b el D NA t eloméric, s eqiiéncies s ubtelomeériques ( encara p er
demostrar), iamb la RNAPII (enblau, lilai groc). Les linies negres in diquen e1 D NA enrotllat al v oltant d els
nucleosomes ( en b eix), el s q uals p resenten d iferents m arques h eterocromatiques co m metilacions ( groc) i
trimetilacions (blau i vermell), aixi com 1’associacié de variants de la proteina heterocromatica HP1 (gris) (per més
informacid vegeu apartat 1.3.1).

Regulacio i funcié de TERRA

La R NAPII transcriu TERRA a p artir d 'una seqiiéncia p romotora que en huma est roba al
subtelomer, i que esta formada per seqiiéncies riques en dinucleotids CpG (anomenades illes
CpQG) i elements de DNA repetitiu (Nergazde, et al., 2009) (Fig. 1.9). L activitat del promotor
de T ERRA en humans, variaria en funcio dels r equeriments d e cad a telomer (Deng, et al .,
2012a; T hijssen, et al., 2013),1 esta regulada per la metilacio repressiva de les illes C pG,
marques r epressives en hi stones ip ere lements q uep articipenen 1 ’organitzacio d e

I’heterocromatina telomérica (vegeu apartat 1.3.1) (Yehezkel, et al., 2008; Caslini, et al., 2009;
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Nergazde, et al., 2009; Deng, et al., 2009b; Deng, et al., 2010; Arnoult, ef al., 2012; Scheibe, et
al., 2013).
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Figura 1.9. Promotor de TERRA en huma i distribucié cromosomica. (A) El promotor de TERRA en huma esta
format per tres seqiiéncies repetitives de la regié subtelomerica: una de 61 nt (vermell), una de 29 nt (blau fosc) i una
altra de 37 nt (blau clar). (B) Mitjancant analisi per BLAST (caps de fletxa vermells) d "'una banda, i experiments
d’hibridacio (caps de fletxa blaus) de 1’altra, la seqiiéncia del promotor de TERRA ha estat identificat a l es regions
subtelomériques de la majoria dels cromosomes humans. Adaptat de Nergazde, et al. (2009).

Des del punt de vista cel-lular, els nivells de TERRA depenen de caracteristiques especifiques
de la cél-lula com son el seu grau de diferenciacio o la fase del cicle cel-lular en que es troba.
En particular, els nivells de TERRA son superiors en cél -lules indiferenciades (Marion, et al.,
2009; Yehezkel, et al., 2011), durant el cicle cel-lular assoleixen el seu maxim a 1’inici de Gy i
el seu minim durant la fase S (Porro, et al., 2010; Redon, et al., 2013), i incrementen com a
resposta a episodis d ’estres cel-lular (Schoeftner i Blasco, 20 08; A rora, efal.,2012) oamb
I’aveng de I’estadi tumoral (Schoeftner i Blasco, 2008; Sampl, ef al., 2012). En canvi, queden
encara moltes qiiestions per resoldre pel que fa a la regulacio de la localitzacio i distribucio de
TERRA dins el nucli. S’ha vist, per exemple, que factors cel-lulars que pertanyen al mecanisme
de control de qualitat de mRNA (anomenat nonsense-mediated RNA decay, NMD), aixi com la
poliadenilacio de 1’extrem 3° de les molécules de TERRA desafavoririen ’associacio de les
molécules de TERRA amb els telomers (Azzalin, et al., 2007; Porro, et al., 2010). En canvi, els
telomers cu rts il at elomerasa promourien elr eclutament de T ERRA als ex trems d els
cromosomes (Cusanelli, et al.,2013). No o bstant, en tots els casos lar ellevancia d "aquests

mecanismes encara esta per descobrir.

Donat que TERRA es transcriu a partir dels telomers, la primera funcié que se li va atribuir és la
d’element integrant de 1 estructura telomérica (Fig. 1.8). D ’una banda, les analisis mitjangant
RNA-FISH h anr evelat g ue T ERRA, u n co p t ranscrit, ef ectivament co -localitza am b els

telomers (Azzalin, et al., 2007; Schoeftner i Blasco, 2008; Arora, ef al., 2012; Farnung, ef al.,
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2012). De I’altra, experiments d’espectrometria de masses han demostrat que TERRA s’associa
a proteines del complex shelterina com TRF1 o TRF2 (Deng, et al., 2009b; Lopez de Silanes, et
al., 2010; Biffi, et al., 2012; Scheibe, et al., 2013). No obstant, aquests darrers estudis indiquen
també que TERRA s’ associa a d ’altres factors relacionats amb el manteniment de 1’estructura
telomerica, de manera que sembla que TERRA no només formaria part del telomer sind que la
seva funcid aniria més enlla. De fet, el perqué de la transcripcio dels telomers en molécules
d’RNA no codificants és una de les qiiestions que s’han mantingut en debat aquests ultims anys.
Per exemple, existeixen nombrosos estudis sobre 1’efecte de la sobre-regulacio o des-regulacio
dels nivells de TERRA sobre el telomer. La disminucié dels nivells de TERRA (Deng, et al.,
2009b; D eng, et al.,2012a) o I’alteracio d e 1 es p roteines associadesa TERRA (Lopez de
Silanes, et al., 2010) provoca dany en el DNA teloméric. Pero la induccio de la transcripcio de
TERRA bé sigui mitjangant la de plecio d e proteines del m ecanisme N MD (Azzalin, et al.,
2007), bé a partir de promotors de TERRA artificialment induibles (Pfeiffer i Lingner, 2012)
provoca la pérdua de repeticions telomériques. De fet, cél-lules que presenten constitutivament
una reduccio anomala de la longitud telomérica, com ara cél-lules tumorals de ratoli (Deng, et
al.,,2 012b) o cel-lules del si ndrome huma d’immunodeficiéncia, i nestabilitatd el a regio
centromerica i anomalies facials (més co negut com si ndrome ICF) (Yehezkel, et al., 2008),
mostren nivells cel-lulars de TERRA marcadament el evats. En conseqiiéncia, sembla evident
que TERRA participaria en la regulacio i/o el manteniment de 1’estructura dels telomers, pero
probablement per al de senvolupament d’ aquesta funci6 cal també una acurada regulacio dels

seus propis nivells cel-lulars.

En n ombroses o casions s’ ha p roposat q ue TERRA ex erciria una r egulacio d irecta so bre 1 a
longitud dels telomers. D ’una banda, estudis recents en llevats (Balk, et al., 20 13; Pfeiffer, et
al., 2013) suggereixen que TERRA estaria relacionat propiament amb la regulacio in situ de la
replicacio d els t elomers, obé f ormant d’hibrids D NA-RNA i/or egulant D’activitatd e
I’exonucleasa que genera la cua G dels telomers (Pfeiffer i Lingner, 2012). Pero la qiiestié que
genera m €s co ntroversia € s | a t eoria p roposada i nicialment p er S choeftner i ¢ ol-laboradors
(2008) sobre la possible inhibicié de la telomerasa mitjangant la uni6 de TERRA a les seves
subunitats TR i T ERT. A favor d ’aquesta teoria, hiha els estudis que h an demostrat que
oligonucleodtids que c ontenen la seqiiencia UUAGGG de TERRA tenen la capacitat d’ inhibir
I’activitat de la telomerasa in vitro (Schoeftner i Blasco, 2008 ; Redon, et al., 2010; Redon, et
al., 2013). Alhora, alguns autors han descrit una correlacié negativa dels nivells cel-lulars de
TERRA tant amb lalongitud d els t elomers (Yehezkel, et al., 2008 ; M arion, et al., 200 9;
Arnoult, et al., 2012; Yehezkel, et al., 2011), com amb 1’expressi6 de la telomerasa durant el
cicle cel-lular (Porro, et al., 2010; Redon, et al., 2013). De fet, 1’activitat telomerasa és maxima

durant 1a fase S (Tomlinson, et al., 2006), contrariament als nivells de TERRA (Porro, et al.,
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2010). No obstant, recentment s’han publicat resultats en un sentit totalment oposat (Farnung, et
al., 2012; Smirnova, et al., 2013): Smirnova i col-laboradors (2013), no van trobar relaci6 entre
els nivells de TERRA i la longitud telomeérica de diverses linies cel-lulars tumorals humanes. En
el m ateix s entit, Farnungi c ol-laboradors (2012), v an proporcionar ev idéncies d e que
I’elongacio d els telomers perp art d e la telomerasan oes veu afectada p els can visen 1a
transcripcié de TERRA, i alhora 1’escur¢cament dels telomers és independent de la inhibicio de
la telomerasa per part de TERRA. De fet, I ’estudi més recent al respecte (Cusanelli, et al.,
2013), dut a terme en llevats, suggereix que la transcripciéo de TERRA seria un senyal emes pels
telomers m assa cu rts, a lhora q ue serviriap err eclutar1 a telomerasa a aq uestst elomers
mitjancant la formacié de clusters TERRA-telomerasa. Per tant, tot i que sembla que TERRA
tindria la capacitat d’associar-se a la telomerasa (Redon, et al., 2010) — probablement degut a la
complementarietat de les seqiiéncies de TERRA i de ’'RNA motlle de 1a subunitat TR — 1a

funcié d’aquesta possible associacié encara no esta resolta.

1.3.3. Els telomers en la linia germinal

A les cel-lules germinals, els telomers son una estructura fonamental ja que no només tenen la
funcié de protegir el DNA cromosomic de la inestabilitat genomica, sind que alhora participen
activament en el s p rocessos cr omosomics quet enenllocal esce I-lules p recursores d els
gametes. Tal com hem explicat, el comportament més caracteristic i també més conegut dels
telomers durant 1a gametogeénesi és la seva unié amb 1’embolcall nuclear durant 1a profase |
(Apunt 1). Toti que aquest fenomen no ¢ s e xclusiu de 1 a meiosi (Ludérus, et al., 1996 ;
Molenaar, et al., 2003; Pandita, et al., 2007), és especialment important en aquest procés ja que
recentment s "ha vist que és imprescindible tant per a la sinapsi entre homolegs comperala
correcta resolucio dels COs (Link, et al., 2013). De fet, ’associaci6 dels telomers a 1’embolcall
nuclear es produeix tant a pre-leptote (Fig. 1.4), com per a la formacid del bouquet (Apunt 1).
Concretament, ja durant I’etapa d e p re-leptoté els telomers s’uneixen a I ’embolcall nuclear,
facilitant a ixi la ce rca e ntre el s h omolegs i promovent la iniciaci6 d e | *aparellament entre
aquests a les regions subtelomériques (Boateng, et al., 2013). Aquest aparellament teloméric es
manté durant 1’entrada de la cél-lula a profase, quan 1’aparellament inicial entre les seqiiencies
no telomériques es perd probablement per evitar associacions i entrellagaments no desitjats entre
cromosomes. Després, tal i com s’explica a I’ Apunt 1, 1’agrupacié dels telomers a 1’inici de 1a
profase formant el del bouquet promou altre cop 1’alineacié i aparellament entre cromosomes

homolegs.
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Apunt 5. L’origen multifactorial de les aneuploidies en I’espécie humana

Determinades circumstancies, com la ineficiéncia dels checkpoints meiotics o el llarg periode de
latencia que pateix 1’odcit durant la seva formacid, fan que la majoria d’estudis sobre la infertilitat humana
coincideixin en la disrupci6 de la primera di visié meiotica de 1’0dcit com a principal font de gametes
aneuploides, la qual cosa va estretament lligada a 1’edat materna. Per exemple, en ratolins mascle 1’abolicié
de p roteines es sencials p er al s p rocessos de s inapsii r ecombinacié comportal a interrupcio d el a
gametogeénesi, mentre que en les femelles oocits an euploides p oden co mpletar 1a s eva maduracid i ser
fecundats (Edelmann, et al., 1996; Woods, et al., 1999; Yuan, et al., 2000; Celeste, et al., 2002; Yuan, et
al., 2002). Alhora, com més gran és la mare més llarg és el periode de dictioté que han patit els oocits
ovulats que han donat origen al zi got, 1a qual cosa aniria en detriment d e 1a co hesid en tre cr omatides
germanes, ja que perdrien estabilitat donant lloc a una separacié prematura d’aquestes (Lamb, et al., 1997,
Wolstenholme i Angell, 2000) . Cal t enir en co mpte p erd, que  ’alteracio d altres p unts d el procés de
gametogeénesi, en molts cas os, tindrien coma co nseqiiencia el mateix r esultat, i q ue d eterminades
aneuploidies fins i tot son més freqiientment d’origen patern, com és el cas de la trisomia XXY (Egozcue,
et al., 2000a; Hassold, et al., 2007).
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Tant el factors genétics (Martin, 2008; Matzuk i Lamb, 2008) com els ambientals (Kaufman i
Bain, 19 84; Hunt, 1987; Z enzes, efal., 1995; R obbins, efal., 199 7; Sharpe i Franks, 2002; B riefio-
Enriquez, et al., 2011; revisi6é de Ruiz-Herrera, ef al., 2012; Anderson, et al., 2008), poden exercir un fort
impacte en els diferents esdeveniments i processos que conformen la gametogénesi, tan si és femenina com
masculina. La figura mostra diversos exemples de com 1’accié d’aquests factors pot provocar lesions en
multiples etapes del procés, les quals, a més, serien acumulatives. Aixo posa de manifest la importancia de
considerar tots aquests punts sensibles per tal de poder identificar la/es possible/s causa/es que condueixen
al’aparici6 d’un fenotip infértil. Figura adaptada de Hassold i Hunt (2009) i Li i Albertini (2013) a partir
d’informacié e xtreta d e E gozcue, ef a /. (2000b), Ha ssold, et al., (2007)i Nagaoka, efal,2012.Els
llampecs en vermell assenyalen punts clau de la gametogenesi susceptibles de resultar danyats per agents
externs.

L’alteracio de I’estructura del telomer i/o de la seva longitud comprometen seriosament tant els
gametes com el s eu procés de formacio, la qual c osa est a i ntimament r elacionadaamb 1 a
senescencia reproductiva aixi com amb la in fertilitat i la g eneracio d e g ametes an euploides
(Apunt 5) (revisat per Keefe, et al., 2006; Hanna, et al., 2009; Thilagavathi, ef al., 2012). De
fet, un e levat nom bre d’estudis h an r elacionat 1’escur¢ament t eloméric an 6mal amb er rors
durant la gametogénesi, apoptosi de les cél-lules germinals i reduccié de la fertilitat (Hemann, et

al.,2001b; Liu 1 Keefe, 2002; Liu, et al., 2002a; Treff, et al., 2011; Turner i Hartshorne, 2013;
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Thilagavathi, et al., 2013a; Thilagavathi, et al., 2013b; Ferlin, et al., 2013). Resultats obtinguts
en ratolins knock out (KO) per el gen TR de la telomerasa (Liu, et al., 2002a; Liu, et al., 2004)
indiquen que quan els telomers assoleixen una longitud critica, es produeixen defectes en la
sinapsi i recombinaci6 entre homolegs, aixi com en la formaci6 del fus meiotic. A més, els seus
espermatozoides presenten una el evada fragmentaci6 del D NA i manifesten problemes en el
procés de fecundacid,i f insi t ots ’han obs ervata lteracions dels p rimers est adis d el
desenvolupament embrionari (Liu, et al., 2002b; R odriguez, et al., 2005). En huma, s’ha vist
que els oocits II aneuploides tendeixen a presentar telomers més curts que els euploides (Treff,
et al., 201 1), alhora queel s telomers d els oocits p rocedents d e d ones am b av ortaments
recurrents son més curts que els de les dones sense problemes de fertilitat (Thilagavathi, et al.,
2013b). De la mateixa manera, s’ha observat una reduccio de lalongitud teloméricaenels
espermatozoides d’homes i nfértils (Thilagavathi, et al., 2013a; T hilagavathi, et al., 20 13b;
Ferlin, et al., 2013), la qual cosa sembla promoure’n la fragmentacié del DNA aixi com alterar
les interaccions que es produeixen entre els seus telomers (Moskovtsev, et al., 2010; Santiso, et

al., 2010).

Tenint en compte el “problema de la replicacié dels extrems” durant la mitosi, és necessari que
existeixi algun mecanisme per evitar que es produeixi un escur¢cament excessiu dels telomers
durant les m ultiples d ivisions ce I-lulars que es duen at erme al llarg del desenvolupament
embrionari icr eixement postnatal d’un organisme. D e f et, ex isteixen d iverses t eories al
respecte. D’una banda, alguns autors afirmen que 1’elongacié dels telomers es produiria durant
les primeres etapes de 1’embriogénesi, d e manera que s’ establiria una longitud telomérica d e
partida per al desenvolupament embrionari i fetal subsegilients (Wright, et al., 1996; Wright, et
al., 2001; Schaetzlein, et al., 2004; Liu, et al., 2007b). D’altra banda, s’ha vist que els telomers
dels espermatozoides serien més 1largs que els de les cél -lules so matiques (De Lange, et al.,
1990; Allsopp, et al., 1992; Achi, et al., 2000; Tanemura, et al., 2005), per tant hauria d’existir
algun mecanisme per allargar els telomers bé sigui a en les cel-lules germinals, o bé en les seves

precursores.

Una de les teories més acceptades €s que la telomerasa €s activa durant la gametogeénesi, pero
no existeix un consens pel que fa a el moment i grau d’activacio d’aquest enzim. En mascle, tot
i algunes discrepancies (Tanemura, et al., 2005; Turner i Hartshorne, 2013), 1’opinié més estesa
és que I’activitat telomerasa i la longitud telomérica estarien inversament relacionades. Es a dir,
I’activitat telomerasa seria maxima als espermatogonis i disminuiria progressivament al llarg de
I’espermatogenesi fins a desaparcixer als espermatozoides. I al mateix temps, la longitud dels
telomers an iria i ncrementant durant tot e 1 pr océs fins a és ser m axima al s es permatozoides
(Wright, et al., 1996; Eisenhauer, et al., 1997 ; R avindranath, et al., 1997; Y amamoto, et al.,
1999; Achi, et al., 2000; Riou, et al., 2005). No obstant, els estudis duts a terme en ratoli s6n
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molt reduits i estan centrats en 1’estudi d’una soca mutant per a la telomerasa (Hemann, et al.,
2001b; L1iu, et al., 2004; Tanemura, et al., 2005). En huma, la gran majoria estan restringits a
I’analisi de mostres senceres de testicle 0 mostres de semen (espermatozoides) (Baird, et al.,
2006; F erlin, et al., 2013 ; Thilagavathi, et al., 2013a; T hilagavathi, et al., 2013b; T urner i
Hartshorne, 2013 ), co sa q ue d ificulta e ] co neixement i 1 a co mprensi6 d els m ecanismes que

intervenen en la regulacio de la longitud telomérica al llarg de la gametogénesi en general.

En femella, les diferéncies entre els estudis que ex isteixen en relacié alatelomerasai els
telomers en les cel-lules germinals encara son més marcades. D’una banda, s’han obs ervat
resultats contradictoris p el q ue f a al s n ivells d ’activitat t elomerasa a Is oocits fol-liculars
(Wright, et al., 1996; Eisenhauer, et al., 1997; Betts i King, 1999; Wright, et al., 2001). De
I’altra, sembla que D’activitat t elomerasa seria baixa o molt baixa als oocits en metafase II
(Eisenhauer, et al., 1997; Betts i King, 1999; Xu i Yang, 2000; Wright, et al., 2001; Liu, et al.,
2007b). La longitud telomerica dels odcits ha estat analitzada en comptades ocasions, la majoria
de les quals corresponen a estudis realitzats en o ocits humans d escartats d e procediments de
reproduccio assistida (Keefe, et al., 2007; Turner i Hartshorne, 2013; W ang, et al., 2013), i
només existeix un exemple en ratoli en qué es comparen oocits WT amb odcits procedents de
mutants per alatelomerasa (Liu, et al., 2007b). De 1 a mateixa m anera, tampoc no e xisteix
consens entre espeécies. Liu i col-laboradors (2007b) observen que els telomers dels oocits en
metafase II de ratoli son més curts que a les cél-lules somatiques. Turner i col-laboradors (2013)
en canvi, observen telomers més llargs als oocits humans en profase 1 i metafase II en
comparacio amb els espermatozoides. Aquesta manca d’acord tant per a 1’activitat telomerasa
com per a l a longitud telomérica en els o0cits podria venir donada per la diversitat d’espécies
model utilitzades (ratoli, rata, vaca, huma), pel tipus d’oocit utilitzat en cada cas, o també per la
metodologia utilitzada. Cal destacar pero, que en general el nombre d’estudis sobre aquests dos
parametres en les cél-lules germinals son més aviat escassos i poc elaborats. Per tant, avui dia
no existeix cap teoria ferma pel que fa al manteniment i/o elongaci6 de la longitud telomerica de

les cel-lules germinals durant la seva formacid.

30



2. OBJECTIUS



Objectius

32



Larecerca del nostre grup ha estat dirigida principalment a 1 ’estudi de 1a gametogénesi en els
mamifers per tal d’entendre’n tan el funcionament, com ’origen i les conseqiiencies dels errors
que hi tenen lloc. En la literatura general, 1’estudi de la gametogeénesi ha estat molt focalitzat a
entendre els processos cromosomics que es produeixen durant la primera profase meiotica aixi
com el s complexos mecanismes h ormonals i genétics que p ermeten i controlen 1a maduracio
dels g ametes al 1 larg d ’aquest p rocés. E n el s u Itims an ys, p ero, h a co mengat a p rendre
rellevancia la idea de que el manteniment de 1’homeostasi telomeérica seria imprescindible per a

la formaci6 de gametes euploides i viables per al desenvolupament d’un nou individu.

En el momenten quees v ap lantejar el present e studi, la presénciai funcions de 1 ’RNA
telomeric no codificant TERRA en la linia germinal eren del tot desconegudes. Alhora, tot i que
es c oneixia el promotor de TERRA enhumai que e xistien multiples estudis d escribint el s
mecanismes que regulen 1 ’expressio de TERRA en les cel-lules d ’aquesta espécie, en r atoli
aquests mecanismes no havien estat descrits fins al moment. D’altra banda, el paper de la
telomerasa durant | a p rogressio d e | a g ametogeénesi g enerava m olts i nterrogants, ja q ue no
existia un consens ni pel que fa a la seva expressio ni a la possible relacio entre la seva activitat i

el manteniment o elongaci6 de les repeticions telomériques al llarg d’aquest procés.

En a quest ¢ ontext, 1’objectiu pr incipal d ’aquest treball h a est at e studiar 1 homeostasi d els
telomers en les diferents etapes de la gametogenesi, fent especial émfasi en el paper de TERRA
ila telomerasa. Per aquest motiu, utilitzant com a esp e¢cies model | ’huma i el ratoli, es v an

definir diversos objectius especifics:

1. Identificar i descriure la seqiiéncia promotora de TERRA (en ratoli).
2. Caracteritzar TERRA i la telomerasa en les cel-lules germinals masculines i femenines
de mamifer:

2.1. Posara puntlacombinacio delestécniques d” immunofluorescénciai R NA-
fluorescent in situ hybridization per a la identificacio de TERRA a les diferents
cel-lules germinals de mamifer.

2.2. Analitzar la localitzacid i distribucié nuclears de TERRA ila te lomerasa, aixi
com la seva relacio espacial amb els telomers i entre ambdues molécules.

2.3. Estudiar la possible relacio de TERRA 1 la telomerasa amb la longitud telomeérica
de les diferents c¢l-lules germinals de mamifer.

3. Analitzar si e Is p arametres t elomerics e studiats e s v euen af ectats a les c¢ 1-lules

germinals d’individus de I’espécie humana amb fenotip infértil d’origen desconegut.
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3.1. Material biologic
3.1.1. Ovaris fetals humans

Per a I’estudi d’oocits I humans es van utilitzar ovaris de fetus dins el periode gestacional en
que els oocits duen a terme la profase de la primera divisié meiotica (Taula 3.1.1). Totes les
mostres es van obtenir d’interrupcions voluntaries de la gestacio realitzades per | ’equip
medic del D epartament de Ginecologia i Obstetricia de I’ Hospital Universitari de la V all
d’Hebron (Barcelona), h avent es tat ced ides p els p rogenitors so ta co nsentiment i nformat.
Aixi mateix, totes les practiquesi protocols duts a terme amb aq uestes m ostres van ser

aprovades pel Comité Etic de I’Hospital Universitari de la Vall d’Hebron.

Totes les mostres utilitzades (Taula 3.1.1), van ser inicialment processades per I’equip del
Departament d e P atologia d el m ateix h ospital, es vanrecollir el mateixdiadelaseva
obtencio en medi de cultiu Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) i es van transportar
al laboratori conservades en fred. El processament de les mostres sempre es va dur a terme

dins un maxim de dues hores posteriorment a la seva obtencio.

Taula 3.1.1. Caracteristiques dels fetus dels que es van obtenir els ovaris.

Mostra Setmanes gestaci6 Pes(g) Cariotip Diagnostic
V204 22 540 46,XX  Patologia psiquiatrica
V208 22 626 46,XX  Fissura palatina
V214 22 445 46,XX  Anomalia neurologica congenita
V232 21 390 46,XX  Anomalia neurologica congénita

3.1.2. Biopsies testiculars humanes

L’analisi d’espermatocits I humans es va realitzar a partir de biopsies de t esticle huma
d’individus a dults ( Taula 3. 1.2) c edides pel C entre de R eproduccio Assistida Fecunmed
(Granollers). Totes les mostres procedien d’individus que es van sotmetre a una intervencio
quirargica pe r pr oblemes de fertilitat o bé p er v asectomia,i vanse r cedidess ota
consentiment informat. T ots el s procediments duts a terme amb aquestes mostres van ser

aprovats pel Comité Etic de la Universitat Autonoma de Barcelona.
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Les mostres es van recollir en fresc o bé congelades dins una palleta t ermosegellada en
nitrogen liquid. Les biopsies recollides en fresc es van transportar conservades en fred en
PBS i es van processar abans de les 2h posteriors a [’extraccio. Les mostres congelades, es
van transportar al laboratori en nitrogen liquid i es van conservar a -80°C fins al seu us.

Taula 3.1.2. Caracteristiques seminals ir eproductives dels d onants del es m ostres d e biopsies te sticular
humanes.

Mostra Edat Cariotip Diagnostic Cicles de FIV (Oog/Oo07)  Gestacio
C1 48 N.D. Normozoospermia® N.D. N.D.
P1 20 N.D. Criptozoospermia 1(0/12) No
P2 34 46,XY  Azoospermia 1(9/12) Si
P3 39 46,XY  Criptozoospermia 0 No
P4 33 46, XY  Oligoastenozoospermia 1 (7/10)° Si

(N.D.) No disponible

(C) control; (P) pacient infértil
(Oor/Oo7) Oocits fecundats/Oocits totals
*Pacient vasectomitzat

®Interrupci6 de la gestacié per cariotip 45X del fetus

Els individus diagnosticats amb problemes de fertilitat, presentaven reduccio o bé abséncia
d’espermatozoides per causes desconegudes. En cap cas, es va observar una obstruccio del

tracte genital o bé un cariotip anomal.

3.1.3. Ovaris fetals de ratoli

Per a I’estudi d’odcits en profase I es van utilitzar els ovaris de tres fetus femella de ratoli de
lasoca C57BL6 a 18-19 dpc. L es femelles gestants, ad quirides a Charles R iver, van ser
sacrificades m itjangant intoxicacidé per C O,. Els o varis es van processar immediatament
després de I’extraccio6 seguint el protocol descrit a 1’apartat 3.4.2.1. Tots els procediments
dutsa terme am b aq uestes m ostres van s er aprovats pel Comité Etic d e la U niversitat

Autonoma de Barcelona.

3.1.4. Testicles de ratoli

El teixit testicular d e ratoli adult es va obtenir per disseccido de 3 3 individus de la soca

C57BL6 d’ aproximadament 4 m esos d’ edat, adquirits de la colonia de 1’estabulari de 1a
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Universitat A utonoma de B arcelona. T ots el s t esticles es v an p rocessar i mmediatament

després d e 1 extraccio o b € es v an co ngelar en isopentaa -80°C fins al m oment de la

utilitzaci6. Tots els procediments duts a terme amb aquestes mostres van ser aprovats pel

Comité Etic de la Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.5. Ceél-lules HeLa

Les cé 1-lules HeLa e s van cu ltivar en ¢ ondicions e standard. Es a d ir, en medi D MEM

suplementata mb 10% de seérumbov if etal, 100 U/ml de penicil-linai 100 mg/ml

d’estreptomicina, a 37°C i 5% de CO,. A I’apartat 3.4.1.1 es detalla el protocol seguit tant

per a I’extraccio del cultiu de cél-lules HeLa com per al seu subcultiu.

3.2. Eines bioinformatiques

Pert al d’identificar les seq liéncies su btelomériques candidates a an alitzar mitjangant

técniques de biologia molecular, es va dur a terme un estudi in silico dels subtelomers del

genoma de ratoli. Els programes utilitzats es detallen, per ordre, a continuacio:

1.

Map viewer del National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov): Mostra la informacié general de la part seqiienciada

de cadascun dels cromosomes. Va permetre, identificar els extrems seqiienciats dels
cromosomes de ratoli.
Nucleotide  basic  local  alignment tool (BLAST)d el °NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov): P ermet a linear una seqiiéncia pr oblema a mb un

genoma sen cer p er | ocalitzar en quin/s p unt/s es troba. Enelnostre cas es va
contrastar la seqiiéncia (TTAGGG)s amb el genoma de ratoli per tal d’identificar els
telomers dels quals es disposava de seqiiéncia.

Mouse BLAST-like alignment tool (BLAT) de I’University of California, Santa Cruz
(UCSC) Genome Browser (Kent, 20 02) (http://genome.ucsc.edu): Té 1 a m ateixa

funcié que e1B LAST, pero pr oporciona un s r esultats m és s enzills i a lhora m és
limitats i concrets. Es va utilitzar per al primer rastreig, i sobretot per a la posterior
localitzacio de les seqiiéncies promotores putatives dins el genoma de ratoli.

Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/): I dentifica I es r egions r epetitives

dins una seqiiéncia. Per tant, va permetre delimitar la frontera entre les repeticions

telomeériques i les subtelomériques dels subtelomers seqiienciats.
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5. Cpgplot de I’European Molecular Biology Open Software Suite (EMBOSS)

(http://www.ebi.ac.uk/): Distingeix i identifica les seqiiéncies riques en dinucleotids

CpG. Amb aq uesta eina es v al ocalitzar 1 a p reséncia/abséncia d ’illes C pG als
subtelomers de ratoli.

6. Neural Network Promoter Prediction (NNPP) ( http://www.fruitfly.org): T roba

seqiiéncies promotores procariotes i eucariotes basant-se en la cerca de seqiiéncies
consens q ue f ormen p art d’aquests p romotors. En el casd els eu cariotes, ce rca
elements on s "uneix la RNAPII com son la TATA-box i1’ element iniciador (per a
més informacid vegeu Bajic, et al., 2006 i Sandelin, et al., 2007). A partir d’aquests
parametres, es va poder identificar seqiliencies amb putativa activitat promotora dins
seqiiéncies problema.

7. AmplifX (http://crn2m.univ-mrs.fi/): Es va utilitzar per al disseny de les seqiiéncies

encebadores (encebadors o primers) per amplificar les seqiiéncies subtelomeériques
d’interés, ja que identifica encebadors dins una seqiiéncia problema. També permet
provar virtualment 1’eficiéncia d’amplificacié d’un parell de encebadors préviament
dissenyats, i alhora indica les propietats de cada encebador (temperatura de fusio,
percentatge de CGs, estabilitat de I’extrem 3’ i formaci6 de dimers).

8. E@sy Oligo (Sigma-Aldrich): Indica les propietats de les seqiiéncies triades com a
encebadors. A mb a quest programa es v a co ntrastar | a i nformacié del software
AmplifiX en relacid als encebadors dissenyats per nosaltres.

9. EnzymeX ( http://nucleobytes.com): I dentificad ianesd er estriccio d ins una

seqiiéncia problema. Va permetre trobar dianes de restriccio adequades per incloure-
les dins les s eqiiencies d els encebadors per a 1’amplificacio d e les s eqiiéncies a

analitzar, i per comprovar posteriorment els vectors construits i clonats.

3.3. Técniques de biologia molecular

Per a la descripcio del promotor de TERRA en ratoli es va dur a terme un assaig per gen
reporter” ( reporter gene assay). Esad ir, esv a comprovarsi determinades seqiiéncies
subtelomériques del g enoma d e r atoli m ostraven activitat p romotora m itjangant la seva
insercid en un vector que conté el que s’anomena un “gen reporter”. Els reporters genétics
s’utilitzen generalment com a i ndicadors per a 1’estudi de 1’expressio génica o processos
cel-lulars as sociats a a questa. Normalment, es cl ona el gen reporter juntament a mb una
seqiiéncia de DNA d’interés dins un vector d’expressid que després es transfereix dins de
cel-lules capaces d’expressar aquest gen. Aleshores, en les cél-lules transfectades s’analitza

la preséncia del gen reporter mitjangant la quantificacié del RNA missatger transcrit, o bé a
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partir de 1’analisi directe de la proteina reportera expressada i/o la seva activitat enzimatica.
Un bon g en reporter, s era aquell que sigui de facil identificacio i que alhora se’n pugui

quantificar I’expressio a les cel-lules o organismes d’interes.

Aixi doncs, el nostre assaig es basa en la inserci6 de seqiiéncies subtelomériques problema
dins un vector plasmidic que conté com a gen reporter la green fluorescent protein (GFP),
una proteina bioluminescent descrita per primer cop en invertebrats (Chalfie, 1995). Aquest
vector, es va clonar mitjangant cél-lules bacterianes competents d’E. coli, i finalment es va
transfectar en cel-lules HeLa. A continuacid es descriuen les técniques utilitzades al llarg de

tot el procés de construccid i clonaci6 del vector.

3.3.1. Amplificacié de seqiiencies de DNA per polymerase chain reaction

La tecnica de la polymerase chain reaction (PCR) es basa en 1’amplificacio controlada de
determinades seqiiéncies de DNA. Per aixo s’utilitza una DNA polimerasa termostable que
¢és capac de funcionar a elevades temperatures sense desnaturalitzar-se. Per a que es dugui a
terme la reaccio de polimeritzacid, la polimerasa requereix: (1) un parell d’ encebadors (un
per a cad ascuna de les cadenes de DNA) que li serviran de motlles per poder iniciar 1a
reaccio, (2) dinucleotids fosfat (ANTPs) per anar-los incorporant a la cadena sintetitzada de
novo,i (3) un tampo e specificpera lap olimerasa. L ar eaccido es c ontrola variant1a
temperatura de la reaccio. Per tant, cal condixer la temperatura Optima d’activitat de la
polimerasa, la temperatura Optima d’hibridacio dels encebadors amb el DNA (annealing), i
la temperatura de desnaturalitzacié del complex p olimerasa-encebadors-DNA. El protocol
de PCR es va utilitzar tant per amplificar les regions d’interés del DNA genomic de ratoli

com per fer la seleccio de colonies d’E.coli transformades amb el vector d’interés.
Materials

- DNA genomic o plasmidic

- dNTPs) (Roche)

- Encebadors forward (F) i reverse (R) (Sigma-Aldrich) (Taula 3.3.1)
- Polimerasa GoTaq (Promega)

- Dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)

- Tamp6 per a la polimerasa GoTaq (Promega)

- Aigua miliQ esterilitzada per autoclau

- Termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf)

- Agarosa (Merck)
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- Bromur d’etidi (Sigma-Aldrich)
- Tamp6 Tris-acetate-EDTA (TAE): 40 mM Tris, 20 mM acid acétic, | mM EDTA,
pH 8,4

Taula 3.3.1. Seqiiencies d els encebadors utilitzats p era [’amplificacio d el esd iferents s eqiiéncies

subtelomériques analitzades.

Encebador Seqiiencia T° annealing
2qF atactcgaGaCAGGTGGACAGCTCAGAGACA 60°C
2qR ggtgaattCCCTAACCATAATTAAACTTCATAGATGT 60°C
5qF attaagcttGCAACTCAACAGAGACACCACT 58/59°C
5qR atagaattcTTGGTGCCCTCACAACTCATC 58/59°C
11gF ataCTCgAGATGAGCATGTAGACAGCACTGGA 60°C
11qR attAAGCTTCCTAACCTCTGGGACTTGCAC 60°C
18qF attAAGCTTCCAAGAAAAGATTCCCATGA 58/59°C
18qR aatGGATCCTCCTTAGAAACTCTCACACTTCA 58/59°C
XqF attCTCgaGGAATACCAATTGGCAGGCAC 60°C
XqR CttAAGCTTCCATCTGCTGGTTCTGTATTGTC 60°C

Protocol

1. Es prepara la mescla de reaccio, preferentment, en el segiient ordre:
e 10 mM dNTPs
e 100 ng/ml encebadors Fi R
e 1x tampd per la polimerasa GoTaq
e 5% DMSO
e Aigua esterilitzada per autoclau fins a un volum final de 25l
e (,75U de polimerasa GoTaq
2. Esprogramael termociclador ambla seqiiencia d et emps, n ombre d e c icles i
temperatures d eterminades en funci6 dels encebadors utilitzats i de la seqiiencia a
amplificar. El protocol que generalment €s va utilitzar és el segiient:
2min — 95°C
Imin — 95°C
3 cicles Imin — T°C*
Mmin* — 72°C
40s — 95°C
27 cicles 40s — T°C*
Mmin* — 72°C
Smin a 72°C

*On (T) correspon a la temperatura optima d’annealing del parell de encebadors i
(M) correspon al temps d’elongacio6 de la polimerasa en funci6 de la longitud de la

seqiiéncia a amplificar.
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3. Es comproven els resultats de la PCR mitjangant electroforesi en un gel d’agarosa a

1’1% en tampo6 TAE suplementat amb bromur d’etidi (1/25000).

3.3.2. Purificacié de DNA

Un métode molt atil per aillar un f ragment a mplificat de D NA és1a s eparacio d’ aquest
fragment mitjangant electroforesi en g el d agarosa, ja q ue unco p se paradal ab anda
d’interés, e s p ot tallari finalment a illar m itjangant e 1 p rotocol d e p urificacio d escrit a
continuacio (A). No obstant, aquest protocol també €s util per eliminar enzims del producte
d’una reacci6 enzimatica (per exemple una digestio de restriccid) quan aquests enzims no es

poden inactivar amb calor (B).
Materials

- Mostra: DNA en gel d’agarosa, amplificat per PCR o digerit amb ERs.
- Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega):

e Soluci6 d’uni6é a membrana

e Solucio de rentat de membrana

e Minicolumnes

e Tubs col-lectors

- Aigua miliQ esterilitzada amb autoclau.
Protocol

1. Preparacié de la mostra
A. Dissoluci6 del gel d’agarosa
i.  Estalla la banda d’interés del gel d’agarosa, es pesai es posa dins un
tub eppendorf d’1,5ml.
ii.  S’afegeix 10pl de la solucié d’uni6é a membrana per cada 10mg de gel.
Es mesclaen unvortexi s’incubaa 50-60°C fins que el gel estigui
completament dissolt.
B. Processament de la reaccio
i.  S’afegeix el mateix volum de la solucio d’uni6 a membrana a la reaccio.
2. Uni6 del DNA
i.  Escol-loca una minicolumna dins un tub col-lector.
ii.  Estransfereix el gel dissolt o 1a reaccié mesclats amb la solucié d’unio a

membrana a la minicolumna. S’incuba a TA durant 1min.
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iii.  Esc entrifugaa 16000g durant 1 min. Es d escarta I’eluiti es posala

minicolumna dins un nou tub col-lector.
3. Rentat
i.  S’afegeix 700ul delaso lucio d er entat d e m embrana. Es ¢ entrifuga a

16000g durant 1min. Es descarta I’eluit i es posa la minicolumna en un nou
tub col-lector.

ii.  Esrepeteix el pas anterior amb 500ul de solucio6 de rentat de membrana. Es
centrifuga a 16000g durant Smin.

iii.  Esbuidael tub col-lectori es torna a centrifugar la columna durant Imin

sense |l a tapa del c entrifugador per permetre 1 ’evaporacié del ’etanol

residual.
4. FElucid
i.  Es transfereix la minicolumna a un tub eppendorf d’1,5ml.
il.  S’afegeix el volum desitjat d "aigua miliQ esterilitzada p er autoclau ala

minicolumna. S’incuba durant 1 mina T A. Es centrifuga a 16000g durant
Imin.

11i. Es descarta la minicolumna 1 es conserva el DNA a 4°C o -20°C.

3.3.3. Desfosforilacio

L’objectiud e lad esfosforilaci6é d ’un v ector p lasmidic lin ealitzat m itjancant d igestid
enzimatica é s i mpedir-ne 1 a r ecircularitzacio. Es e specialment i mportant per obtenir una
bona eficiéncia en una reaccio de lligacio quan els extrems del plasmidi han estat tallats amb
elm ateix E R jaq ue, e naq uests cas os, elsex trems resultantsd el ad igestio son

complementaris i podrien recircularitzar enlloc d’unir-se a la seqiiéncia a inserir.

Material

- DNA plasmidic digerit

- shrimp alkaline phosphatase (SAP; Fermentas)
- Tampd especific per a la SAP (Fermentas)

- Aigua miliQ esterilitzada per autoclau

- Termobloc
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Protocol

1. Es prepara la mescla de reaccio:

e 1U/ug SAP

e 1x tampo especific per la SAP

e Aigua miliQ esterilitzada per autoclau fins a un volum final de 20pl
2. S’incuba lh a 37°C

3. S’atura la reaccio incubant la mescla 15min a 65°C

3.3.4. Lligacié

Lareaccio de lligacid serveix per inserir seqiiencies de DNA d’interés en una localitzacid
concreta d 'una altra seqiiéncia de DNA, per exemple d’un v ector plasmidic préviament

linealitzat mitjancant la digesti6 amb ERs.
Material

- DNA amplificat i digerit

- DNA plasmidic digerit (vector pQL2; Fig. 3.3.4)
- DNA lligasa T4 (Promega)

- Tampd de lligacié (Promega)

- Aigua miliQ esterilitzada per autoclau

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATT
CAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAA
AAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGG
CATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTG
AAGATCAGTTGGgtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA
TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTC
TGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCC
GCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATC
TTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATA
ACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTT
TTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGA
ATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAA
CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAA
TAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGG
CTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCA
TTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGG
GGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCAC
TGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATT
TAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCA
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TGAccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaa
agatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaa
caaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactc
tttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctag
tgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcg
ctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccg
ggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggg
gttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctac
agcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatc
cggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacg
cctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttt
tgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggeccTTTT
TACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCC
CTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCA
GCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATAC
GCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGT
TTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTG
TgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCG
AAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGCECAA
GCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCAccat

g

TAAAGCGGCCGCGACtctagaTCATA
ATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTC
CCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCA
GCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTT
TTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCGTA
AATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTC
ATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGAC
CGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGT
GGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACGATCCAG
ACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAA
AATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCT
GCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGG
AGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT
ATGATCCTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCGGGTGCGGGGTCGGCGGGGCCGLCC
GGGTCGGCTTCGGTCGGAGCcatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGGTCGGGCGCTGCGG
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GTCGTGGGGCGGGCGTCAGGCACCGGGCTTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGLCGGTCC
TTCGGGCACCTCGACGTCGGCGGTGACGGTGAAGCCGAGCCGCTCGTAGAAGGGGAG
GTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGCGCGCTCGGLCLGLCTC
CACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAGAC
GCCGACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTTGGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGLC
TTCCATCTGTTGCTGCGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGLCGGGLC
GATCTCGGCGAACACCGCCCCCGCTTCGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCGCCAC
CGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTGCCGATGTCGAGCCCGACGCGCGTGAG
GAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTCCGGGTCGACGGTGTG
GCGCGTGGCGGGGTAGTCGGCGAACGCGGCGGCCAGGGTGCGTACGGCCCGGGGGAC
GTCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGCTGGGCTTGTACTCGGTCATGGAAGGTCGTCT
CCTTGTGAGGGGTCAGGGGCGTGGGTCAGGGGATGGTGGCGGCACCGGTCGTGGCGG
CCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCC
TCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAAT
AAAAAAAATTAGTCAGccatggGGCGGAGAATGGGCggaactgggecggagttagggG
CGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCT
TTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTA
ATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACA
CCCTAACTGACACACATTCCACAGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTC
CCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAG
GGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACG
TTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAAC
CCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGG
TTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACG
CTTACAATTTAGGTG

Figura 3.3.4. Seqiiéncia del vector pQL2. El vector pQL2 conté una seqiiéncia de resisténcia a 1 ’ampicil-lina
(envermell),i deresisténciaa puromicina (enblau), el gendela GFP (enverd), unorigendereplicacio
(subratllat) i un multiclonin site (en groc).

Protocol

., . ., . , n L2-kbinsert 3 .
1. Es prepara reacci6 de lligacié a partir de la formula: gpclibT + 7 = nginsert

La mescla de reacci6 conté:
e DNA plasmidic (vector pQL2; Fig. 3.3.4)
e Seqiiencia de DNA a inserir
o Lligasa T4
e Ix tampo de lligacio
e Aigua miliQ esterilitzada per autoclau fins a un volum final de 10pl

2. S’incuba tota la nit (overnight; ON) a 4°C.

47



Materials i Métodes

3.3.5. Digestié enzimatica

Els en zims d e restriccié (ERs) son enzims b acterians q ue reconeixen i tallen seqiiéncies
especifiques d’entre 4 i 8 parells de bases (pb), anomenades llocs de restriccio. La digestio
de DNA a partir d’ERs es va dur a terme per a diferents passos del procés experimental: (1)
per digerir el vector i els diferents fragments subtelomerics amplificats per PCR de manera
que tinguessin ex trems co mplementaris, (2) per linealitzar e Is p lasmidis préviament al a

transfeccio, i (3) per comprovar que el plasmidi contenia 1’insert esperat.
Material

- ERs(Taula 3.3.2)
- Tampo6 adequat per a ’ER (Taula 3.3.2)
- Aigua miliQ esterilitzada per autoclau

- Termobloc

Taula 3.3.2. Condicions i casa comercial de cadascun dels ERs utilitzats en aquest protocol.

ERs Casa comercial Tamp6? Casa comercial
Bam HI  Fermentas TB Roche

EcoRI  Fermentas TH/TB Roche

Hind I Boehringer Manheim TB (TH 75%) Roche

Nde I Fermentas TH Roche

Pst1 Fermentas TH Roche

Xho I Roche TH (TB 75%) Roche

Scal Fermentas especific per Scal Fermentas

(a) Tots els tampons excepte els indicats proporcionen un rendiment del 100% per a cadascun dels enzims.

Protocol

1. Es prepara en un tub eppendorf de 0,5 ml la mescla de reaccio:
e DNA adigerir
e 5U enzimatiques per pug (U/ug) d’ER
e Tampo especific per cada ER
e Aigua miliQ fins a 25ul

2. S’incuba un minim de 3h a 37°C.
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3.3.6. Transformacié de cel-lules competents d’E.coli, selecci6 de colonies

transformades i cultiu bacteria

La t ransformacio d e ce 1-lules d E.coli és el m ¢tode m és utilitzatperal aclonacidde
seqiiéncies de DNA, ja que laseva insercio dins el p lasmidi és relativament senzilla i,
alhora, son una espécie de bacteris que creix rapidament i no requereix condicions de cultiu
complexes. Generalment, els plasmidis que s’utilitzen per a la clonaci6 han estat optimitzats
per a aquest us. La majoria tenen una longitud menor de la que es troba a la natura, i estan
formats basicament per un origen de replicacio, un gen de resisténcia a un antibiotic concret
iuna regid amb diferents dianes de restriccid on s ’hi pot inserir una seqiiencia de D NA
exogen (multicloning site) (per a un exemple vegeu Fig. 3.3.4). Cal esmentar, que un pas
important en 1’optimitzacio de 1’obtenci6 del vector clonat va ser el cultiu de les cél-lules
d’E.coli a una temperaturam és b aixade la optimaperal seu c reixement e xponencial
maxim, és a dir, a 30°C. D’aquesta manera, es fa alentir el creixement d’aquestes cél-lules i
el funcionament del seu metabolisme en general, la qual cosa feia que la replicacio del
vector dins les cél-lules es produis més lentament i fos més fidedigna, reduint aixi el nombre

de falsos positius.
Material

- Cél'lules competents d’E. coli de la soca DH5 A (congelades a -80°C amb glicerol al
20%)

- Reaccio de lligacio (vector amb insert desitjat)

- Medi de cultiu no selectiu super optimal broth (SOB: 2% triptona, extracte de llevat
0,5%, 10mM NacCl, KCI 2,5mM, 10mM MgSO,)

- Medi selectiu lysogeny broth (LB: 5g/1 extracte de llevat, 10g/1 triptona, 10g/1 NaCl)

- Peral cultiu en placa, es suplementa el medi LB amb 15mg/ml d’agari se’l deixa
solidificar en plaques de Petri

- Ampicil-lina (Sigma-Aldrich)

- Gel

- Termobloc

- Incubador amb agitacio
Protocol

1. Un cop descongelades les cél-lules competents d’E. coli, s’afegeix 10ul de reaccid

de lligacio per cada 100pl de suspensio de cel-lules.
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2. Pertal que incorporin el plasmidi, se 1es sotmeta un xoc térmic: s ’incuben 1 es
cel-lules b acterianes en gel 20min, a c ontinuacié s’incuben a 42°C d urant 90s, i
finalment s’incuben 2min en gel.

3. Escultiven en SOB lha 30°Cen agitaci6 a250 revolucions p er m inut ( rpm)
(precultiu).

4. Es fa un cultiu en estria en plaques de LB suplementat amb 20pg/ml d’ampicil-lina i
s’incuba ON a 30°C.

5. Esseleccionen les colonies que han crescut a la placa picant-les amb la punta d’una
pipetai posant-les dins un tub eppendorfd’1,5ml amb 300 ul de medi L B liquid
suplementat amb 20ug/ml d’ampicil-lina.

6. Es cultiven ON a 30°C en agitacio a 250rpm.

3.3.7. Extraccié de DNA

Pert al de pode r finalment tr ansfectar eficientment c¢l -lules eu cariotes am b el v ector
dissenyat i poder fer les répliques necessaries per a la validacio de I’experiment, cal obtenir
una qua ntitat m inima de  DNA p lasmidic ( vegeu ap artat 3 .4.1.2). Per a aquest pr oposit
existeixen dos metodes principals, el métode classic i el kit comercial. Tots dos métodes
tenen una primera fase de lisi cel-lular i una segona fase d’aillament i purificacié del DNA.
La diferencia principal entre les dues técniques recau en el procediment de purificacio del
DNA, que en el metode classic és manual — a partir de la combinacié de fenol i cloroform —,
i en el metode comercial es duu a terme mitjangant columnes que contenen una reina capag
d’unir exclusivament el DNA i descartar-ne les impureses (basicament proteines i RNA) per
elucid. En la posada a punt del metode d’obtencié dels vectors plasmidics que contenien les
diferent seqiiéncies su btelomeériques a analitzar, esv an f er se rvir tots d os metodes.
Inicialment, es v an dur a terme minipreps (preparacions de DNA a partir d’ un volum de
~10ml de cultiu bacteria per obtenir fins a 100ug de DNA) a partir del metode classic. Tot i
que aquest protocol va permetre extreure el vector de les cél-lules bacterianes, la quantitat
de D NAn o vaser su ficient. E s v a o ptar d oncs, p el m ¢tode d e midiprep comercial
(preparacions de DNA a partir de ~100ml de cultiu bacteria per obtenir finsa 350pgde
DNA plasmidic). Per aquest motiu, a continuaci6 es detallen tots dos protocols d’extraccid i
obtencié de D NA plasmidic. Finalment pero, es va optar pel métode comercial, ja que

proporcionava un major rendiment pel que fa a la quantitat i la puresa del DNA.
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3.3.7.1. Miniprep pel metode classic

Material

LB (5g/1 extracte de llevat, 10g/1 triptona, 10g/1 NaCl)

Ampicil-lina (Sigma-Aldrich)

Incubador amb agitacid per rotacid

Glicerol

Criotubs

TE (IM Tris-HCI pH ~8, 0,1M EDTA)

Solucio I  (der esuspensio): 50mM g lucosa; 25m M T ris H ClpH 8; 1 OmM
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Solucid 11 (de lisi alcalina): 10mM NaOH; 10% sodium dodecyl sulfate (SDS). Cal
preparar-la nova per a cada experiment.

Solucié III (de neutralitzacid): 3M acetat de potassi, 11,5% acid acétic glacial
Ribonucleasa A de pancrees bovi (RNasa A) (20mg/ml; Sigma-Aldrich)

Termobloc

Proteinasa K (10mg/ml; Sigma-Aldrich)

Fenol (Panreac)

Cloroform preparat amb 24 parts de cloroform (BDH) i 1 p art d’alcohol isoamilic
(Baker)

NaCl en solucié (5M)

Isopropanol (Panreac)

Etanol (Panreac)

Termobloc

Aigua miliQ esterilitzada per autoclau

Nanodrop (NanoPhotometer; Implen)

Agarosa

Tamp6 TAE (40 mM Tris, 20 mM acid acetic, | mM EDTA, pH 8,4)

Protocol

1.

Es duua terme un ¢ ultiu d’ una c olonia d” E.coli positivaperalvectorambla
seqiiencia d’interés en 10ml d’ LB s uplementata mb 20pg/ml d ’ampicil-lina.
S’incuba ON en agitaci6 a 250rpm a 30°C.

Es prepara el glicerinat: s’ afegeixen 200pl de glicerol en 800 ul de cultiu dins un
criotub i es conserva a -80°C per a posteriors utilitzacions.

Es centrifuga a velocitat maxima durant 10 minuts i es descarta el sobrenedant.
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Nk

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.

Es renten les cél-lules resuspenent-les en Sml de 1x TE.

Es centrifuga a velocitat maxima durant 10 minuts i es descarta el sobrenedant.

Es resuspenen les cél-lules en 500ul de solucio 1.

S afegeixen 500l de solucio 11 i es mescla per inversid. Es deixa reposar la mescla
un maxim 5 min a TA.

S’afegeixen 375ul de solucid 111, es mescla bé per inversio, i s’incuba en gel 1-2min
(maxim 5Smin).

Es centrifuga a velocitat maxima 10min a 4°C i es recupera el sobrenedant en un
altre tub.

S’afegeix RNasa A 200ug /ml i s’incuba 1h a 37°C.

S afegeix 0,5ul de proteinasa K per cada 100ul de sobrenedant i s’incuba 1h a 60°C.
S afegeix 1 volum (V) de fenol:cloroform (V/V) i es mescla bé per inversio.

Es centrifuga Smin a velocitat maxima a TA i es recupera el sobrenedant.

Es repeteixen els passos 13 i 14, recuperant sempre el sobrenedant.

S’afegeix 1V de cloroform i es mescla bé.

Es centrifuga 15 min a velocitat maxima a TA i es recupera el sobrenedant.

Es repeteixen els passos 161 17.

Es precipita el DNA afegint 2 ul de NaCl en solucioé per cada 100ul de mescla, i
0,7V d’isopropanol, i es mescla bé.

Es centrifuga 15 min a velocitat maxima a 4°C i es descarta el sobrenedant.
S’afegeixen 500pL d’etanol al 70% i es mescla bé.

Es centrifuga 10 min a velocitat maxima a 4°C i es descarta el sobrenedant.

Es deixa assecar el DNA a TA oa 37°C i es resuspen en el volum desitjat d’aigua
miliQ esterilitzada per autoclau.

Es mesura la concentracié amb un nanodrop i mitjancant el ectroforesi en un gel
d’agarosaa 1°1% en tampo T AE. Es calcula la mitjana de les d ues l ectures p er

congixer la concentracié de DNA plasmidic final.

3.3.7.2. Midiprep pel métode comercial (Qiagen)

Material

LB (5g/1 extracte de llevat, 10g/1 triptona, 10g/1 NaCl)
Ampicil-lina (Sigma-Aldrich)

Incubador amb agitacio per rotacio.

Tubs d’ultracentrifugador de 50ml

Ultracentrifugador
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Qiagen Plasmid Midi Kit:
e Tampo de resuspensio Pl
e Tampo de lisi P2
e Tampd de neutralitzacid P3
e Columnes d’elucio
e  Tampo per equilibrar columnes QBT
e Tampd de rentat QC
e Tampo d’elucié QF
Isopropanol (Panreac)
Etanol (Panreac)
Termobloc
Aigua miliQ esterilitzada per autoclau
Agarosa

Tampd TAE (40 mM Tris, 20 mM acid acetic, 1 mM EDTA, pH 8,4)

Protocol

10.

11.
12.
13.

Es fa un precultiu a partir de 200ul del cultiu d’una colonia positiva per al vector
d’interés ( vegeu ap artat 3 .3.2.6) en 5Sm1de medi L B s uplementat amb 20 pg/ml
d’ampicil-lina. S’incuba durant tot el dia (8-9h) a 30°C i 250rpm.

Es dilueix el precultiu 500 cops en 250ml de medi LB suplementat amb ampicil-lina
i s’incuba ON a 30°C en agitacio a 250rpm.

Es p reparen glicerinats, si cal (800ul cultiu en 200ul glicerol esterilitzat p er
autoclau).

Es centrifuga el cultiu 30min a 6000g i 4°C. S’elimina el sobrenedant.

Es resuspen tot el cultiu en 4ml de buffer P1 (fred en gel).

S’afegeixen 4ml de buffer P2. Es mescla per inversidé 6 copsi s’incubaa T A un
maxim de Smin.

S’afegeixen 4ml de buffer P3 (fred en gel). Es mescla 6 cops per inversio i s’incubar
15min en gel.

Es centrifuga 30min a 4°C i 20000g. Es recupera el sobrenedant.

Es repeteix la centrifugacio durant 15min a 20000g i 4°C.

Es col-loquen les columnes en posicid vertical dins el suport adequat i s’equilibren
amb tampd QBT.

S’aplica el sobrenedant a la columna i es deixa fluir.

Es renta la reina aplicant-hi 10ml de tampé QC, 2 cops.

Es canvia de tub i s’elueix el DNA aplicant Sml de buffer QF a la columna.
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14. S’afegeixen 3,5ml d’isopropanol (0,7V) a TA per precipitar DNA. Es mescla bé i es
reparteix en tants tubs eppendorff com calgui.

15. Es centrifuga 30min a 15000g i 4°C i es descarta el sobrenedant.

16. S’afegeixen 50ul d’etanol al 70%. Es mescla bé per inversio.

17. Es centrifuga 15min a TA 1 15000g i es descarta el sobrenedant.

18. Es deixa assecar el pellet de DNA a 37°C.

19. S’afegeixen 10ul d’aigua miliQ esterilitzada per autoclau acadatubi esdeixa
dissoldre el DNA en I’aigua ON a 4°C.

20. L’endema, s’uneix el contingut de tots els tubs en un de sol.

21. Es mesura la concentracié amb un nanodrop 1 mitjancant electroforesi en un gel
d’agarosaal 1% en tampd T AE. Es calcula la mitjana d e 1es d ues 1 ectures p er

congixer la concentracio obtinguda de DNA plasmidic.

3.4. Tecniques de biologia cel-lular
3.4.1. Cultiu i transfeccio de cel-lules HeLLa
3.4.1.1. Subcultiu de cél-lules HeLLa

Material

- Medi de cultiu DMEM (Gibco) suplementat amb:
e 10% sérum bovi fetal (Sigma-Aldrich)
e 100 U/ml de penicil-lina (Invitrogen)
e 100 mg/ml d’estreptomicina (Invitrogen)
Tripsina 0,025% (Gibco)
- 1x PBS estéril (Sigma-Aldrich)

Flascons de cultiu
Protocol
Es treballar sempre en condicions esterils i sota campana de flux laminar horitzontal.

1. S’aspira el medi amb una pipeta i es renta el flasco amb PBS esteril.
2. S’afegeixen 3ml de tripsina p réviament es calfada a 37°C. S’incuben les cé¢l-lules
dins I ’incubador durant1 mino f insq uele sc ¢l-lules e stiguinto talment

desenganxades de la superficie del flasco.
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3. S’afegeixen 3V de D MEM p réviament esca lfata 37°C per aturarlareaccio de
tripsinitzacio.

4. S’aspira tot el contingut del flasco i es centrifuguen les c¢l-lules a v elocitat baixa
durant 10min.

5. Es descarta el sobrenedant i es resuspen el pellet de c¢l-lules en 1ml de DMEM.

6. Esreparteix la suspensio cel-lular en diferents flascons de cultiu i s’afegeixen 3-5ml
de medi a cada flasco.

7. S’incuba a 37°C 1 5% de CO,.

3.4.1.2. Transfeccid de cél-lules HeLa amb vectors plasmidics

Per a la transfeccio dels diferents constructes amb les seqiiéncies subtelomeriques problema
es van utilitzar cél -lules HelLa ja que (1) son una linia cel-lular molt resistent en cultius
llargs ( de m tltiples p asses); ( 2) h an e stat am pliament u tilitzades p er a ex periments d e
transformacié génica (Smogorzewska, et al., 2000; Arnoult, et al., 2012; Smirnova, et al.,
2013); (3) s’hi ha dut a terme multiples estudis sobre la funcio dels telomers i de TERRA
(Zhu, et al., 2000; Azzalin, et al., 2007; Flynn, et al., 2011); i (4) donen molt bona eficiéncia

de transfeccio mitjangant vectors plasmidics.
Material

- DNA plasmidic:
e 4ugde DNA del vector amb seqiiéncia subtelomeérica problema
o 4ugd e DNA delm ateix v ector am b1 aseq iiénciad el p romotor d e
citomegalovirus (CMV): control positiu
e 4pgde DNA del mateix vector sen se cap seq liéncia p romotora: co ntrol
negatiu
- Medi DMEM suplementat amb 10% sérum fetal bovi (sense antibiotics)
- Puromicina (Sigma-Aldrich)
- Cobreobjectes
- Plaques de Petri
- Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
- 1xPBS
- Paraformaldehid 2% en 1x PBS (pH 7)
- 4,6-diamidino-2-169 phenyindole (DAPI)
- Portaobjectes
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Protocol

1. Undia abans de la transfeccio, es duu a terme un c ultiu inicial de 100000-150000
cel-lules H eLa so bre un co breobjectes (dinsunaplacade Petri) en2m 1 medi
DMEM, su plementat am b sér um b ovi f etal i sense an tibiotic, so ta co ndicions
estandard (37°C, 5% de CO,).

2. En un tub, es dilueix la lipofectamina en 50ul de medi DMEM i s’incuba la mescla
Smin a TA.

3. Al mateix temps, en un altre tub, es dilueixen 4ug de DNA plasmidic en 50ul del
DMEM en que s’ha diluit la lipofectamina.

4. Es mescla el contingut dels dos tubs (1/1) i s’incuba Smin a TA.

5. S’afegeixen 2ml de medi DMEM a la suspensio6 de lipofectamina-DNA 1 s’aboca la
mescla a la placa de cél-lules.

6. S’incuben les cel-lules ON a 37°C i 5% CO,.

7. L’endema, es renovael m edi D MEM suplementat am b sér umb ovi f etal i
puromicina (I’antibiotic que conté el plasmidi).

8. Es sacrifica el cultiu 48h posteriorment al canvi de medi transfeccio:

i.  Esrenta el cobreobjectes amb les cél-lules amb 1x PBS dos cops.
ii.  Es fixen les cél-lules amb paraformaldehid 2% durant 10min.
iii.  Es fan dos rentats més amb 1x PBS.
iv.  Es tenyeixen els nuclis incubant les cel-lules 3min en 200mg/ml de DAPI en
1x PBS a TA.
v.  Esrentaun cop amb 1x PBS i fixar el cobreobjectes en un portaobjectes.
vi.  S’avalua I’expressié de la GFP observant les c¢l-lules en un m icroscopi

optic d’epifluorescéncia.

3.4.2. Preparacions cel-lulars per microscopia

En la major part de I’experimental del present treball s’han utilitzat cél-lules germinals
derivades d e m ostres fresques de t eixit ov aric it esticular. A ix0 implica qu e a questes
cel-lules son tniques ja que no es poden multiplicar en un cultiu cel-lular. Per aquest motiu,
és esp ecialment i mportant | acurada o ptimitzacioé d e 1 es t écniques d extensié cel-lular, ja
que la incorrecta m anipulaci6 d ’aquestes m ostres p ot co mportar la p érdua i/0 d estruccid

d’una bona part de les cél-lules.
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3.4.2.1. Extensions per RNA-Fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH) i

immunofluorescéncia (IF)

Donat que ’RNA ¢s unamoléculamoltlabil i que es degrada facilment, c al m antenir
condicions d’esterilitat i [liure de RNases durant tot el protocol d’ extensio de les cel-lules.
Per aquest motiu, es va treballar sempre en fred, sota campada de flux laminar horitzontal i
totes les solucions i material que es va utilitzar, tan pera les extensions com per a la
IF/RNA-FISH, estaven esterilitzades per autoclau o b € filtrades. A més, és important que
I’estructura de les cel-lules quedi alterada el minim possible, de manera que sempre es va

treballar en condicions isotoniques i molt poc agressives.
Material

- Etanol de 96°

- RNase Zap (Life Technologies)

- Filtres de porus de 22um de diametre (Millipore)

- Agulles de xeringa de 40x0,9mm de 20G

- 1x PBS esterilitzat per autoclau pH 7,2-7,4

- Tampd cytoskeletal (CSK): 100mM NaCl, 300mM sucrosa, 3mM MgCl,, 10mM
PIPES (pH 7). A liquotar i em magatzemar a -20°C1i s uplementar amb 0,5% de
Triton X-100 un cop descongelat

- Paraformaldehid al 4% en 1x PBS (pH 7)

- Vanadyl ribonucleoside complex (NEB)

- Col-lagenasa ( Worthington Biochemicals): només per al processament dels ovaris
de ratoli

- Hank balanced salt solution (HBSS) (Sigma-Aldrich)

- Portaobjectes

- Lupa amb llum inferior

- Gel
Protocol

1. Es neteja els portaobjectes amb etanol de 96° i RNase Zapi s’assequen bé. Es
col-loquen sobre una cambra humida refredada amb gel.

2. Esdisgrega el teixit amb un parell d’agulles primer i després amb una P100. Es fa
sotalalupa en Imlde 1xPBS fred fins que les c¢l-lules g erminals q uedin en
suspensio i es p ugui s eparar | ’estroma del teixit. En el cas d els o varis d e ratoli,

previament a | a disgregacié mecanica i per afavorir 1’aillament del maxim nombre
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d’oocits, ¢ al a fegirun p as de di gestido enzimatica. S ’incuben ¢ n 2.5m g/ml de
col-lagenasa en HBSS, durant 20min a 37°C.

3. Esrepeteix la suspensio de cél-lules sobre els portaobjectes (~50ul/porta).

4. S’afegeix tampo C SK fred suplementat a mb 10m M de vanadyl ribonucleoside
complex, s’incuba durant 10min.

5. Es fixa incubant durant 10min en paraformaldehid fred i filtrat.

6. S’esbandeix en etanol al 70%.

7. Es conserven les extensions congelades a -80°C.

3.4.2.2. Extensions per analisi de la recombinacid

Per a I’estudi dels punts de recombinaci6 és important que els complexos sinaptonemals dels
espermatocits I est iguessin t otalment es tesos. P er a quest m otiu, va ser necessari fer un
tractament h ipotonic a le s c ¢l-lulesd e manera q ue s’inflessini es d esestructurés | a

membrana cel-lular, quedant aixi adherides al portaobjectes en tota la seva superficie.
Material

- 1xPBSpH 7,2-7,4

- Agulles de xeringa de 40x0,9mm de 20G

- Portaobjectes

- Lupa amb llum inferior

- Gel

- Solucié hipotonica: 1% lipsol en aigua miliQ

- Soluci6 fixadora: 4% paraformaldehid, 0,15% Triton X-100 en aigua miliQ; pH 9,8)
- Solucio de rentat: 1% PhotoFlo (Kodak) en aigua miliQ
- Cambra humida

- DAPI (125ng/ml) en antifade

- Antifade: Vectashield (Vector Laboratories)

Protocol

1. Esdisgrega el teixit en 20ul de 1x PBS amb un parell d’agulles de xeringa en un
portaobjectes i sota la lupa. Cal que no s’ assequin les voresdela gotade PBS
(afegir 20ul de PBS, si fos necessari).

2. Esr eparteix la suspensio cel-lularr esultantd el a d isgregacio so bre d iferents
portaobjectes (aprox. Sul/porta) i s’estén la gota amb la punta de la pipeta.

3. S’afegeixen 80-90ul/portaobjectes de solucid hipotonica i s’incuba 10-15min.

58



Materials 1 Métodes

4. S’afegeixen 90-100ul de solucioé fixadorai s’incuba durant 15 min en una cambra
humida tancada. E si mportant q ue e Is p ortaobjectes e stiguin completament
horitzontals, ja q ue la m és m inima i nclinaci6 d esplacara les c¢ I-lules d urant la
fixacio i es trencaran els complexos sinaptonemals.

5. Esdeixa que les vores de les extensions cel-lulars s’assequin a 1’aire.

6. Esrenten 3 cops durant un minut amb solucié de rentat.

7. Es tenyeixen els nuclis amb DAPI en antifade per avaluar I’estat de les extensions.

3.4.3. Marcatge fluorescent per microscopia i separacio cel-lular

El marcatge fluorescent és un molt bon métode per visualitzar tan estructures com molécules
dins el seu context cel -lular i analitzar-ne la seva distribucio en estat fisiologic. A més a
més, permet la classificacio de les cél-lules en diferents categories o distingir entre regions
d’un mateix teixit. Aixi doncs, les técniques de biologia cel -lular utilitzades en el present
treballesb asent otesen 1 ’Gsd e laf luorescéncia ap licadad e d iferents m aneres —
immunofluoresceéncia (  IF), R NA-fluorescent ins itu hybridization (RNA-FISH),
guantitative-FISH (Q-FISH) i Fluorescent activated cell sorting (FACS) — tal i com es

detalla a continuacio.

3.4.3.1. Fluorescent activated cell sorting (FACS)

Per t al d e p oder es tudiar I es ca racteristiques d els telomers d e d iferents p oblacions d e
cel-lules g erminals d e r atoli que es d onen alllargd el ’espermatogenesi, es van aillar
aquestes poblacions cel-lulars mitjangant fluorescent activated cell sorting (FACS) en base
al metode publicat per Bastos i col-laboradors (2005). La separacié per FACS es fonamenta
en el marcatge fluorescent de les cél-lules. En aquest cas, es va dur a terme la tinci6 de les
cel-lules amb Hoechst 33342, un colorant fluorescent que difon per la membrana plasmatica
i que s’uneix amb elevada afinitat a les seqiiéncies poli(d[AT]) del solc menor del DNA. A
més, s’ ha descrit que el Hoechst emet a d ues longituds d’ona, una d’espectre blau i 1’altra
d’espectre vermell, permetent aixi la deteccié de variacions en el contingut de DNA
(emissio vermella) i en 1’estructura de la cromatina (emissio blava) (Watson, et al., 1985).
Normalment, la tincié amb Hoechst es complementa amb la tincié6 amb iodur de propidi, un
fluorocrom que nom és pot pe netrar per |l a m embrana de les cél-lules mortes i, p er tant,

permet excloure-les de 1’analisi. El protocol que es descriu a continuacid deriva de 1’estudi
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duta terme per B astosi col-laboradors (2005) o n van d escriure I es ca racteristiques de

diferents tipus de c¢l-lules germinals que pertanyen al procés d’espermatogenesi en ratoli.

Material

DNAsa I de pancreas bovi (Sigma-Aldrich)
GBSS (Sigma-Aldrich)

Tripsina pancreas bovi (Sigma-Aldrich)
Col-lagenasa CLS-4 (Worthington Biochemicals)
Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich)

Filtres de 70um de diametre del porus (BD Biosciences)
Filtres de 30pum de diametre del porus (Partec)
Seérum fetal bovi (Sigma-Aldrich)

Iodur de propidi (Sigma-Aldrich)

Pipetes Pasteur de vidre

Tubs Falcon de 50ml

Bany amb agitacio

Gel

RNAlater (Life Technologies)

Protocol

Disgregacio dels tubuls seminifers:

L ® N @

S’extreuen els testicles del ratoli i se’n treu la tiinica albuginia.

S’incuba el teixit testicular en 10ml de GBSS 0,5mg/ml de col-lagenasa i 1ug/ml de
DNasa a 33°C durant 15min amb agitaci6 constant. Es mescla 10 cops per inversio
cada 5min.

Es deixen sedimentar els tiibuls seminifers durant 4min i es descarta el sobrenedant.

S’incuben els t tibuls s eminifers en 10m1 de GBSS amb 0,5mg/ml d e t ripsina i

1pg/ml de DNasa a 33°C durant 15min amb agitacid constant.

Es dispersen els agregats cel-lulars pipetejant el teixit Durant 3min a TA.

S afegeixen 500l (per cada 10 ml) de sérum fetal bovi (5%).

Es filtra la suspensio cel-lular amb un filtre de 70pm de diametre del porus.

Es centrifuga les cel-lules durant 3min a 3000rpm i es descarta el sobrenedant.

Es resuspenen les cel-lules en GBSS suplementat amb 5% de seérum bovi fetal fins

obtenir una concentracio6 final de cél-lules de 5SM/ml.
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10. Es tenyeixen les cel-lules amb Sug/M cells de Hoechst 33342 i 50pg/ml de iodur de
propidi en GBSS suplementat amb 5% de sérum bovi fetal durant 45min a 33°C en
agitaci6 constant. Durant la incubaci6 s’afegeix 1pg/ml de DNasa.

11. Es conserva la suspensi6 cel-lular en fred fins al moment del sorting.

12. Abans d’introduir 1a mostra al citometre, filtrar la suspensio6 cel-lular amb un filtre

de 30um de diametre del porus.

Espermatdits |
2m{4c)

Expermaticits |
2n{4g)

Espaermatdaeits 1
n{de)

Espermatogonis
dn(defde)

o . . 3 i
[ (=] 124 1 =

FL 9 Lin Espermditides rodones
nic)

Figura 3.4.3.1. Exemple de grafic resultant d’un experiment de FACS. La poblacié R5 correspon a la fraccio
enriquida d’espermatogonis (DAPI en blau). La poblacié R7 correspon a la fraccio enriquida d’ espermatocits I
(SYCP3 en v erd) primerencs ( H1t ne gatius) i t ardans ( H1t pos itius e n v ermell). Les poblacionsR61 R9
corresponen, respectivament, a les fraccions enriquides d’espermatocits II i espermatides rodones. L’eix del filtre
FL 8 indica la quantitat de DNA detectada a p artir de la fluorescéncia blava del colorant Hoechst 33342. L’ eix
del filtre FL 9 indica la complexitat de la cromatina d etectada mitjangant la fluorescéncia vermella emesa pel
mateix colorant. (c) correspon al nombre de cromatides per cromosoma; (n) correspon a la dotacié cromosomica
de les cel-lules.

Sorting:

La sep aracio dels diferents tipus cel-lulars es va dur at erme en un sorter model M oflo
Legacy high-speed equipat amb tres lasers: un de 488 nm, un de 633nm i un de 355 nm. El
Hoescht 33342 es va excitar mitjangant el laser UV 355 nm (Innova 90C DSU XCYTE UV
998085) a una poténcia de 30 mW, mentre que per al iodur de propidi es va utilitzar el laser
blaude 488 nm (I-Cyt Lyt00S)a 30 mW. L ’emissio blava del H oescht es va d etectar
mitjancant un filtre de 670/40-nm (FL 9), mentre que la combinacid de 1’emissio vermella

del Hoescht i deliodur de propidi es va detectar amb un filtre 405/30-nm (FL 8), ja que
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aquesta combinacié de filtres és1a que pr oporciona millor r esolucié pe r aquest tipus
d’analisi (Sales-Pardo, et al., 2006). Es van separar quatre poblacions simultaniament
generant un camp eléctric carregant les plaques a 4000 volts i a una pressié de 60psi (pound-
force per square inch). Un c op ob tingudes, les diferents fraccions es vandiluir en 5V
d’RNAlater, tal i com indiquen les instruccions del fabricant. Finalment, I’enriquiment per a

cada poblacid es va comprovar mitjangcant immunofluorescencia (vegeu apartat 3.4.3.2).

3.4.3.2. Immunofluorescencia

La i mmunofluorescéncia (IF) es fonamenta en el principi de que cada anticds reconeix
especificament una regié concreta d 'una molécula (un e pitop). N ormalment, p er millorar
I’eficiéncia de la técnica i alhora ampliar les possibilitats de marcatge simultani de diverses
proteines, s’utilitzen dos anticossos: un de primarii un de secundari. En general, 1’anticos
primari reconeix un epitop especific d’una proteina; i I’anticos secundari esta conjugat a un
fluorocrom, i reconeix la regid constant — iesp ecifica d’espécie — d’un altre anticos
(primari). La combinacié de multiples anticossos primaris i els seus respectius anticossos
secundaris en una mateixa mostra permet, mitjancant un tnic experiment, la visualitzacio i

identificacié de diverses proteines simultaniament en una mateixa ce¢l-lula o teixit.

Mitjangant aq uesta t écnica, es va poder detectar i e studiar simultaniament la 1 ocalitzacio
nuclear a 1es c¢l-lules g erminals tant d e p roteines aillades ¢ om d ’estructures proteiques

complexes. Cadascuna de les proteines marcades, tenia la seva finalitat especifica:

e TRF2: localitzar el complex shelterina dels telomers (Fig. 1.5).

e TERT: analitzar la distribuci6é nuclear de la subunitat proteica de la telomerasa
(Fig. 1.7).

e HIt: distingir entre espermatdcits primerencs i tardans, i entre espermatogonis i
espermatides rodones, ja que la Histone cluster 1 (H1t) s’expressa a les cél-lules
germinals masculines a partir de paquité mitja (Grimes, 2004).

e MLHI: assenyalar els noduls de recombinacio de meiocits en paquité (Fig. 1.1;
Apunt 2).

e SYCP3: proteinad else lements| aterals d el co mplex si naptonemal que
s’incorpora progressivament al complex a mesura que avanca la profase I de la
meiosi 1, per tant, permet distingir-ne les diferents etapes (Fig. 1.1; Apunt 2). A

més, permet identificar els meiocits que es troben exclusivament en profase I.
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e Sérum CRE ST huma: s érum hu ma pr ocedent de plasma sanguini d’individus
amb e 1s indrome complication of Raynaud’s phenomenon, esophageal
dysfunction, sclerodactyly and telangiectasia (CREST). Es m olt u til pe r
marcar els centromers ja que conté anticossos contra les diferents proteines

centromériques (CENP) i se’n requereix molt poc per a cada marcatge.

A continuacio, es detallen els tres protocols d’ IF utilitzats, cadascun optimitzat per a una
finalitat d iferent. E 1p rimer p rotocol co rrespon al m arcatge peral ’avaluaciod e
I’enriquiment cel-lular o btingut p er F ACS desenvolupat pe r nos altres (vegeu ap artat
3.4.3.1). El segon protocol, dut a terme anteriorment per Codina-Pascual i col-laboradors
(2005), correspon al marcatge realitzat en esp ermatocits [ per a 1’avaluacié dels punts de
recombinacid. el tercer protocol, co rrespon al m arcatge d e d e p roteines d utat erme

préviament a ’RNA-FISH (vegeu apartat 3.4.3.3).

Material per als 3 protocols

- Cambra humida: caixa de portaobjectes amb paper mullat dins
- Cubetes Coplin
- Filtres de porus de 22um de diametre (Millipore)
- Solucio PTBG (0,2% BSA, 0,2% 163 gelatina, 0,1% Tween-20 en 1x PBS pH 7,2-
7,4)
- Vanadyl ribonucleoside complex (NEB)
- Solucio PBST (Tween-20 al 0,1% en 1x PBS pH 7,2-7,4)
- 2x tamp¢ saline sodium citrate (SSC): 0,3M NaCl en 30mM citrat de sodi, pH 7,0
- Antibody dilution buffer (ADB): 0,05% Triton X-100, 1x PBS pH 7,2-7,4
- Anticossos primaris (tots els anticossos primaris es van utilitzar a diluci6 1/100 a no
ser que s’indiqui el contrari):
e Anti-TERT de conill (600-401-252S; Rockland Immunochemicals)
e Anti-TERT de rata (Diesse Ricerche)
e Anti-SYCP3 de ratoli o de conill (ab97672 1 ab15093; Abcam)
e Anti-TRF2 de ratoli (05-521; Millipore) i de conill (proporcionat per la Dra.
T. De Lange, The Rockefeller University, EUA)
e Anti-HIt de porc de Guinea (proporcionat per la Dra. M .A. Handel, The
Jackson Laboratory, EUA)
e Anti-MLH1 de ratoli (554073; BD Pharmingen)
e Seérum CREST (proporcionat pel Dr. M. Fritzler, University of Calgary,
Canada)
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- Anticossos se cundaris conjugats al esc ianines3 i 5( Cy5),i a fluorescein

isothiocyanate (FITC) o DyLight 488. Tots els anticossos secundaris es van utilitzar

a diluci6 1/100 a no ser que s’indiqui el contrari:

Anti-ratoli CyS5 de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-conill Cy5 de ratoli (Jackson Immunoresearch)
Anti-conill FITC de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-ratoli FITC de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-conill Cy3 de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-ratoli Cy3 de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-porc de Guinea Cy3 de cabra (Jackson Immunoresearch)
Anti-rata DyLight 488 de cabra (KPL)

Anti-huma Cy5 de cabra (Jackson Immunoresearch)

- Paraformaldehid (Merck) al 4% en 1x PBS pH 7
- DAPI (125ng/ml) en antifade
- Antifade: Vectashield (Vector Laboratories)

Protocol 1: IF per I’avaluacid del protocol de FACS

1. Esbloquegen les extensions cel-lulars durant 10min en PTBG a TA dins una cambra

humida (totes les incubacions, a no s er que s’indiqui el contrari, es duen a terme

dins una cambra humida).

2. S’incuben les cél-lules ON a 4°C amb els anticossos primaris corresponents (1/500

anti-H1t, 1/200 anti-SYCP3) diluits en PTBG.

3. Esrenten els portaobjectes 3 cops en PBST durant Smin a TA dins una cubeta.

4. S’incuben lesce I-lules 1ha 37° C amb el s an ticossos sec undaris ¢ orresponents
(1/200 anti-porc de Guinea Cy3, 1/200 anti-conill FITC), diluits en PBST.

5. Esrenten 3 cops amb PBST durant Smin a TA.

6. Es tenyeix el DNA del nucli de les c¢l-lules amb DAPI en antifade.

L’enriquiment de les diferents poblacions de cél-lules germinals separades per FACS es va

avaluar en funcié de la preséncia/abséncia de les proteines SYCP3 i H1t, conjuntament amb

I’analisi de la seva morfologia nuclear mitjangant la contratincié de la cromatina amb DAPI

(Yamamoto, et al., 1999; Bastos, et al., 2005):

e Espermatogonis: cél-lules SYCP3 i H 1t n egatives; nucli r odé d e m ida mitjana

(menor q ue e Is e spermatocits [ p erd m ajor queel se spermatocits[ 11 les

espermatides rodones).
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Espermatocits I: cél-lules SYCP3 positives i H1t negatives (profase I primerenca) o
positives (profase I tardana); nucli gran i irregular.

Espermatocits II: cel-lules SYCP3 negatives i H1t positives; binucleades o nucli en
divisié amb dues taques brillants (que corresponen als dos nucléols).

Espermatides rodones: cél-lules SYCP3 negatives i H1t positives; un sol nucli petit i

rod6 amb una taca brillant (nucleol).

Protocol 2: IF per I’analisi ’"MLH1

Es renten les extensions cel-lulars en 1x ADB durant 30min

S’incuben les cél-lules ON a 37°C amb els anticossos primaris corresponents (1/100
anti-MLH1, 1/200 anti-SYCP3, i 1/200 sérum CREST) diluits en 1x PBS.

Es renten dos cops en 1x PBS durant 20min.

S’incuben les ¢ ¢l-lulesa 3 7°C d urant 90min am b el s an ticossos secundaris
corresponents (1/200 anti-conill Cy3, 1/200 anti-huma CyS5, i 1/200 anti-ratoli
FITC) diluits en 1x PBS.

Es renten 3 cops durant 10, 20 i 30min respectivament en agitacio.

Es s ubmergeixen els p ortaobjectes en 2x SSC suplementat amb Triton X -100 al
0,1%.

Es tenyeixen els nuclis amb DAPI en antifade.

Protocol 3: IF prévia a ’RNA-FISH

e

Es bl oquegen les ex tensions ¢ el-lulars amb P TBG filtrat durant 10 mina TA
suplementat amb vanadyl ribonucleoside complex.

S’incuben les cél-lules amb els anticossos primaris, diluits en PTBG filtrat, 45min a
TA.

Es renten les extensions 3 cops en PBST esterilitzat per autoclau durant Smin a TA
dins una cubeta.

S’incuben les cél-lules amb el s an ticossos se cundaris ¢ orresponents, d iluits en
PBST, a 37°C durant 30min.

Es renten 3 cops amb PBST esterilitzat per autoclau durant Smin a TA.

Fixar en paraformaldehid filtrat a TA durant 30min.

Es renten 2 cops en 2x SSC esterilitzat per autoclau durant Smin.

A continuaci6 es duu a terme el protocol d’RNA-FISH (vegeu apartat 3.4.3.3).
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Visualitzacid al microscopi

El marcatge de les diferents extensions cel-lulars es van observar mitjangant un microscopi
d’epifluorescéncia Nikon Eclipse 90i, equipat amb els filtres adequats per als corresponents
fluorocroms 1/0 tincio6 fluorescent, 1 amb una ¢ amera a coblada 1 connectada al so ftware

d’analisi Isis (Metasystems).

3.4.3.3. RNA-Fluorescent in situ hybridization

El métode de I’RNA-Fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH) permet visualitzar in situ
molécules d 'RNA d e seq iiéncia co neguda. E sb asaen | ah ibridacio d 'unaso ndad e
seqiiencia co mplementaria al ’RNA d ’interes co njugada au n f luorocrom. E 1 p rotocol
d’RNA-FISH és molt similar al d’una FISH estandard. Les principals diferéncies rauen en
que la mostra no s’ha de desnaturalitzar — I’'RNA és sempre de cadena simple —, i en que tot

el protocol s’ha de dur a terme en condicions estérils, lliures d’RNases i poc agressives.

Material

Etanol fred (4°C) al 70, 851 100%

- Sonda d’oligonucleotids de seqiiencia (CCCTAA); conjugada a Cy3 (XX Integrated
DNA Technologies)

- Tampd d’ hibridacio: 1 p art de 20X SSC, 2 p artsde BSA 10 m g/ml, 2 pa rts de
dextram sulfat al 50%, 5 parts de formamida ultrapura (emmagatzemar a -20 °C)

- Cobreobjectes de 18x18 mm

- 2x SSC esterilitzat per autoclau pH7

- Formamida desionitzada (Sigma-Aldrich)

- DAPI en antifade

- Antifade Vectashield (Vector Laboratories)

Protocol

1. Es deshidraten les c¢l-lules mitjangant una série d’etanols freds (70%, 85% i 100%)
de 5Smin cadascuna.

2. S’assequen les extensions cel-lulars a ’aire.

3. S’apliquen 10 pl de sonda 25nM diluida en tamp6 d’hibridacio sobre les cél-lules.

4. Esc obreix lam ostra amb un cobreobjectesde 1 8x18 m mi es segellar a mb
pegament.

5. S’incuba a 37°C ON en una cambra humida (protegida de la llum).

66



Materials 1 Métodes

6. Es treuen els cobreobjectes amb 2x SSC a TA.
7. Esrenten les extensions seguint la segilient seqiiéncia, 5 min per cada pas:
i.  2x SSC, formamida desionitzada al 50% (pH 7) a 39°C, 3 cops.
ii.  2x SSC (pH 7) a 39°C, 3 cops.
iii.  2x SSC(pH 7) a TA, 1 cop.

8. Es tenyeixen els nuclis amb DAPI en antifade.

3.4.3.4. Quantitative-Fluorescent in situ hybridization

La longitud telomérica c orrespon ex clusivament al nombre de repeticions TTAGGG dels
telomers. Aixi doncs, una bona opcio6 per a obtenir informacié de la longitud de telomers i
cel-lules individuals és el marcatge dels telomers mitjancant la hibridacié de les repeticions
TTAGGG amb una sonda oligomérica c onjugada a un fluorocrom, és a dirlatécnica de
quantitative-fluorescent ins itu hybridization (Q-FISH) (Zijlmans, et al., 1 997).El s
avantatges d’aquest tipus de sondes recauen en que son sondes de mida petita — per tant amb
bona cap acitat d e p enetracio dins la c¢l-lula — no cal de snaturalitzar-les pe rque s 6n de
cadena si mple, ilaseva sintesi és totalment controlada. N o o bstant, | ’eficiéncia de la
hibridacio de les repeticions telomériques amb sondes oligomériques de DNA no ha permes
obtenir dades quantitatives. En canvi, la hibridacié de sondes de peptid nucleic acid (PNA)
de seqiiéncia complementaria a les repeticions telomeriques resulta en duplexs més estables
que els DNA/DNA, amb major especificitat i reproductibilitat, i que donen menor soroll de
fons. Al PNA, I’esquelet de desoxiribosa-fosfat amb carrega negativa del DNA ¢és substituit
per u n esq uelet se nse c arrega d ’unitats d N-(2-amino e til)-glicina u nides p er en llagos
peptidics. L a s eqiiénciad e 1 aso nda d e P NA u tilitzada en aquest treball correspon a
(CCCTAA);, ja que dona millors resultats que la seqiliéncia contraria. El protocol que es
detalla a continuacié és el protocol recomanat per la casa comercial de la sonda (Panagene)

amb lleus modificacions.
Material

- Pepsina 0,5%: 2,5ml de solucio stock de pepsina al 10% (Sigma-Aldrich) en 50ml
d’HCl1 0,01M en aigua miliQ

- Formaldehid (Panreac)

- 1xPBS pH 7,2-7,2

- Etanol freds al 70%, 85% 1 100%

- Sonda PNA (CCCTAA); (TelC) conjugada a fluorescein amidite (FAM) (Panagene)
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Tampo d’hibridacio: 10mM NaHPO, (pH 7,4), 10mM NaCl, 20mM Tris (pH 7,5),
70% formamida (Sigma-Aldrich)

Cobreobjectes 18x18mm

Solucid de rentat I: 0,1% Tween-20 en 1x PBS

Solucid de rentat II: 0,1% Tween-20 en 2x SSC

Banys i estufes

Cambra humida

Cubetes Coplin

DAPI (125ng/ml) en antifade

Antifade: Vectashield (Vector Laboratories)

Protocol

1. S’assequen les extensions cel-lulars durant 10min dins una estufa a 67+2°C.

2. Esrehidraten en 1x PBS durant 15min.

3. Es fixen les cel-lules en formaldehid al 4% en 1x PBS durant 4min.

4. Es renten les extensions durant Smin en 1x PBS (2 cops).

5. Es submergeixen en pepsina al 0,005% durant 4min a 37°C

6. Esrenten amb 1x PBS durant 3min (2 cops)

7. Es deshidraten les cel-lules amb etanols fred al 70%, 85% i 100% durant Imin per
cada etanol.

8. Es deixen assecar els portaobjectes a 1’aire.

9. S’afegeixen acad ap orta 15ulde s onda PNAT elC 800ng /ml ent ampo
d’hibridacio.

10. Es cobreixen les extensions cel-lulars amb un cobreobjectes.

11. Es desnaturalitzen les mostres durant Smin a 80°C. La desnaturalitzacio s’ha de fer a
un minim de 80°C i un m axim de 90°C. Una temperatura de desnaturalitzaci6 per
sota de 75°C malmet els resultats severament.

12. S’incuben els portaobjectes durant 90min a TA (protegits de la llum).

13. Es submergeixen les extensions cel-lulars en solucidé de rentat [ a TA per treure els
cobreobjectes.

14. Es renten els portaobjectes en solucié de rentat I durant 20min a 57°C.

15. Es renten els portaobjectes en solucié de rentat Il durant 1min a TA.

16. Es tenyeixen els nuclis amb DAPI en antifade.
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4.1. Identificacio del promotor de TERRA en ratoli

TERRA és transcrit en direccido 5°— 3’ per la RNAPII a partir d’una seqiliéncia promotora que
es troba als subtelomers dels cromosomes eucariotes. En huma, s’ha descrit que la seqiliencia
promotora de TERRA ¢és rica en illes CpG, i s’ha localitzat en 20 dels 46 subtelomers del
genoma. No obstant, toti que se sap que TERRA s’expressa també al nucli de les cél-lules de
ratoli, el seu promotor encara no ha estat identificat. En aquest capitol, mitjancant 1’aproximacio
reporter gene assay, s’han es tudiat els su btelomers d el genomad e ratoli enuni ntent

d’identificar en aquesta especie el promotor de TERRA i les seves caracteristiques.

Resultats:

Dades n o p ublicades, r esultants d e 1 ’estada a1 1 aboratori d el grup dirigit perla Dra. E lena
Giulotto Instabilita del genoma nella cancerogenesi e nell’evoluzione: telomeri, centromeri ed
elementi mobili del Dipartimento di Biologia e Biotecnologie ‘‘L. Spallanzani” de la Universitat

de Pavia, Italia.
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INTRODUCCIO

Elst elomers son estructures r ibonucleoproteiques fonamentals pe r mantenir I ’estabilitat
genomica de la cél-lula, ja que protegeixen els extrems dels cromosomes de ser reconeguts com
a trencaments de DNA de doble cadena per part de la maquinaria de reparacié del DNA (Palm i
de Lange, 2008). Aquesta funcio €s possible gracies a 1’assemblatge de 1a complexa estructura
que formen c onjuntament els d iferents c omponents del telomer, és adir, 1es repeticions en
tandem de seqiiencia TTAGGG, les proteines d’uni6 als telomers, i ’RNA telomeric TERRA.
TERRA ¢s un RNA no codificant que es troba exclusivament al nucli de les cél-lules, ja sigui
unital telomer o bé de forma I liure (Azzalin, et al., 2007; P orro, et al., 201 0). L’RNAPII
transcriu ' TERRA en d ireccid ¢ entromer-telomer utilitzantc oma m otlles eqiiéncies
subtelomeériques i telomeériques (Azzalin, et al., 2007; S choeftner i Blasco, 2008). De fet, en
huma s’ha descrit que el promotor de TERRA es troba inclos dins el subtelomer, el qual ha estat
identificat en 19 cromosomes diferents (Nergazde, et al., 2009). La seva seqiiéncia esta formada
per tres e lements de D NA repetitiude 61,29 137 nucleotids (nt), anomenats ¢ onjuntament
repeticions 61-29-37, als quals s’hi uneix la RNAPII (Nergazde, et al., 2009). El grau maxim de
transcripci6 de TERRA s’observa només quan la seqiiéncia del pr omotor ¢ onté tots t res
elements, mentre que la delecio del 61 nt disminueix la sintesi de TERRA 1 la delecié del 29 nt
o del 37 nt provoca la seva abolici6 total. Aixi doncs, tots tres elements son importants per a la
transcripcié de T ERRA, pero només les repeticions de 29 i 37 nt son i mprescindibles per a
I’activitat del promotor. Precisament aquests dos tltims elements formen una regié de DNA rica
en dinucleotids CpG (Nergazde, et al., 2009), la qual cosa és una caracteristica comuna en les
seqliencies p romotores associades a I’RNAPII e n ma mifers (Sandelin, et al., 2007 ). La
transcripcié de TERRA esta regulada negativament per factors epigenetics com la metilacio de
les illes CpG (Yehezkel, et al., 2008 ; Nergazde, et al., 2009) i/o de les histones telomeériques
(Arnoult, et al., 2012), aixi com pel factor repressor de la transcripcio6 CTCF (CCCTC-binding
factor) (Deng, et al., 2012a). D’altra banda, el fet que 1’element repetitiu de 37 nt conté un unic
lloc d’inici de la transcripcié o transcription start site (TSS) (Nergazde, et al., 2009) contradiu
laidea inicial de que la longitud variable de TERRA és d eguda al a variabilitat en la regid
subtelomerica transcrita (Porro, et al., 2010), mentre que concorda amb els Gltims estudis en que
s’ha vist que la longitud de les molécules TERRA dependria de la longitud de les repeticions
UUAGGG i, per tant, estaria estretament lligada al nombre de repeticions del DNA teloméric de
cada cromosoma (Arnoult, et al., 2012; Van Beneden, et al., 2013). Aixi doncs, el promotor de
TERRA en huma correspondria efectivament a un promotor de tipus sharp, és adir, aun

promotor amb un tnic TSS (Sandelin, et al., 2007).
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No obs tant, malgrat que TERRA sembla ser un R NA n o co dificant m olt ¢ onservat en els
organismes eucariotes — ha e stat p ossible identificar-lo en esp écies tan diferents c om 1levats
(Luke, et al., 200 8; B ah, et al., 2012 ), p lantes (Vrbsky, et al., 20 10), p eixos i m amifers
(Schoeftner i Blasco, 2008) —, el promotor de T ERRA no ha estat mai descriten cap altra
especie eucariota a p art de la humana. En el cas del ratoli, estudis inicials van demostrar que
TERRA forma foci discrets al nucli de 1es cél-lules somatiques (Schoeftner i Blasco, 2008 ;
Deng, et al., 2012b). En canvi, existeixen evidéncies de que la regulacié de la transcripcid de
TERRA en ratoli no es produiria de la mateixa manera que en les cél-lules d’origen huma, ja
que la metilacio de les seqiiéncies subtelomeriques en ratoli no exerceix cap efecte repressor
sobre la sintesi de TERRA (Schoeftner i Blasco, 2008; Marion, et al., 2009). No obstant, sembla
plausible que, igual que en huma, el promotor de TERRA es trobi a la regio del subtelomer, ja
que (1) les molécules de TERRA de les cél-lules de ratoli contenen seq iiéncies UUAGGG
complementaries a les repeticions telomériques (Schoeftner i Blasco, 2008; Deng, et al., 2012b)
1, (2) ha estat possible retrotranscriure molécules de TERRA en ratoli a p artir d’encebadors de
seqiiéncia su btelomérica (Deng, et al., 2012b). Aixi doncs, en aquest treball es va plantejar
identificar el promotor de TERRA de ratoli i determinar-ne les seves caracteristiques mitjangant

I’estudi in silico i molecular dels subtelomers del genoma de ratoli.

MATERIAL | METODES

L’estudi per a la identificacié del promotor de TERRA en ratoli es va basar en la metodologia
anomenada assaig per g enr eporter. En aq uest cas, 1 ’assaig co nsistia en | a ¢ lonaci6 d’ una
seqiiencia “problema” dins un vector plasmidic que contenia la seqiiéncia d’un gen reporter que
s’expressaria nomes si la seqiiéncia clonada tenia activitat promotora. El procés experimental
incloia una primera p art d *analisi in silico del genoma de ratoli, que va p ermetre i dentificar
aquelles regions subtelomériques de les quals se’n coneixia la seqiiéncia fins al seu limit amb
les r epeticions t elomériques. En s egon 1 loc, p art d ’aquestes seqiiéncies, segons uns cr iteris
concrets d escrits més en davant, es van clonar dins un vector p lasmidic que contenia el gen
reporter, amb el que seguidament es van transformar cél -lules competents d ’Escherichia coli
(E. coli). Un cop identificats i verificats els clons d’E. coli amb els constructes correctes, se’n va

amplificar i extreure el DNA plasmidic per, finalment, transfectar cél-lules HeLa (Fig. 4.1.1).
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Analisi bioinformatica

Mitjangant les eines bioinformatiques NCBI map viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Mouse
BLATs earch de la UCSC GenomeB rowser (Kent,200 2) i RepeatM asker

(http://www.repeatmasker.org/) es van localitzar les seqiiéncies telomériques i subtelomériques

del genoma de ratoli (Fig. 4.1.1). La cerca de possibles illes CpG i seqiiéncies promotores es va
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dur a terme m itjangant els p rogrames E MBOSS Cpgplot (http://www.ebi.ac.uk/)i I"NNPP
(http://www.fruitfly.org).

Taula 4.1.1. Encebadors utilitzats per a 1’amplificacio de les seqiiéncies analitzades, condicions Optimes d’annealing

i dianes de restricci6 incloses dins les seqiiéncies dels encebadors.

Encebador Sequéncia® ER T annealing®  Mida amplicé

2q

F atactcgaGaCAGGTGGACAGCTCAGAGACA Xho I 60°C 1503 pb

R ggtgaattCCCTAACCATAATTAAACTTCATAGATGT EcoR 1 60°C

5q

F attaagcttGCAACTCAACAGAGACACCACT Hind 11T 58/59°C 2673 pb

R atagaattcTTGGTGCCCTCACAACTCATC EcoR 1 58/59°C

11q

F ataCTCgAGATGAGCATGTAGACAGCACTGGA Xho I 60°C 1743 pb

R attAAGCTTCCTAACCTCTGGGACTTGCAC Hind 11T 60°C

189

F attAAGCTTCCAAGAAAAGATTCCCATGA Hind IIT 58/59°C 2343 pb

R aatGGATCCTCCTTAGAAACTCTCACACTTCA BamH I 58/59°C

Xq

F attCTCgaGGAATACCAATTGGCAGGCAC Xho I 60°C 1484 pb
CttAAGCTTCCATCTGCTGGTTCTGTATTGTC Hind 11T 60°C

(ER) E nzims de re striccio: X ho I (Ro che), E co RI (F ermentas), P stI (F ermentas), H ind II I (Bo ehringer
Mannheim); (pb) parells de bases

(a) Les seqiiéncies marcades en gris indiquen la diana de cadascun dels ERs.

(b) Les temperatures (T*) optimes d’annealing es van testar amplificant el mateix DNA de ratoli utilitzant un

gradient de temperatures d’annealing.

PCR

Tant la clonacid i amplificacio de les seqiiencies subtelomériques d’interes a partir de DNA de
ratoli (Mus musculus domesticus), com el rastreig iidentificacid de les co lonies b acterianes
transformades amb cadascuna de les seqiiéncies es vadura terme per PCR (Fig. 4.1.1). Els
encebador per a cad ascuna d e les seqiiéncies su btelomériques i dentificades es van dissenyar

mitjangant e Is programes A mplifX (http://crn2m.univ-mrs.fr/) i E@sy O ligo ( Sigma-Aldrich)

(Taula 4.1.1). Cada mescla de reaccid, a més del DNA corresponent, contenia, ANTPs (10mM)
(Roche), encebador forward i encebador reverse (100ng/ml) (Taula 4.1.1), tamp6 especific per a
la polimerasa GoTaq (1x) (Promega), 0.75u de polimerasa GoTaq (Promega), 5% de DMSO i
aigua miliQ Iliure de nucleases fins a un volum total de 25ul. Les condicions de PCR utilitzades
son: 2mina 95°C; 3 ciclesd’ Imina 95°C, Imina t°C i Mmina 72°C (on t correspon ala
temperatura optima del parell de encebadors, i M correspon al temps d’elongacio6 en funcio de la
longitud del segment a elongar; Taula 4.1.1); 27 cicles de 40s a 95°C, 40s a t°C i Mmin a 72°C; i
Smin a 72°C. Per cada reaccid es va comprovar la correcta amplificaciéo de les seqiiéncies

mitjancant electroforesi en gel d’agarosa a 1’1% suplementat amb bromur d’etidi.
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Purificacio del DNA plasmidic

L’obtencio i comprovacio de I’amplificacio de les diferents seqiiencies subtelomeriques per a la
posterior insercid dins el vector plasmidic, es va dur a terme mitjangant electroforesi en gel a
1’1% d’agarosa suplementat amb bromur d’etidi, del qual se’n va tallar la banda de la longitud
corresponent a la seqiiéncia teorica. Aleshores, el DNA contingut dins 1’agarosa, es va obtenir i
purificar mitjancant un kit comercial de purificacié de DNA (Promega). Breument, 1’agarosa es
va dissoldre a 6 0°C afegint-hi un t amp6 que promou la uni6é del DNA a la membrana de la
columna de purificacié. Un cop dissolt, es va introduir la mescla dins la columna de purificacid
ies vacentrifugar. La columnaes varentar amb el tamp6 der entat, e s va cen trifugar, i
finalment e 1 D NA es v a eluir afegint-hi ai gua I liure d e n ucleases i r ealitzant u na 0 Itima

centrifugacio.

Es va utilitzar el mateix protocol, excloent el pas de la dissoluci6 de 1’agarosa, per tal d’eliminar
els ERs restants tan del DNA plasmidic com de les diferents seqiiéncies subtelomeriques un cop

digerits, 1 préviament a la lligaci6 dels constructes.

Digestio enzimatica

Per poder inserir els fragments subtelomérics amplificats dins els vectors bacterians (pQL2; Fig.
4.1.2) i generar els constructes (vegeu Annex), aixi com per linealitzar els plasmidis préviament
a la transfeccio6 de les cél-lules Hela, es va dur a terme la digestié de les diferents seqiiéncies
mitjangant els enzims adequats a cada cas (Taula 4.1.1). La reaccid de digestid contenia, a més
del DNA a digerir, 5U/ug de DNA, tamp6 especific per a cada enzim (1x) i aigua miliQ fins

assolir un volum de 25ul. La reaccid es va incubar un minim 3h a 37°C.

Figura 4.1.2. Estructura del plasmidi pQL2 utilitzat com
ave ctor p er al ’assaig d ’activitat p romotorad el es
seqiiéncies s ubtelomeériques de r atoli analitzades. pQL2
correspon a un plasmidi dissenyat pel laboratori de Pavia el
qual conté un gen bacteria de resisténcia a 1’ampicil-lina, un

S0 eavly

; gen resistendia
promoter

ampiciHina

gen reslsténcia

puromicina
ColE1 origin .
’ gen a mb pr omotor e ucariota ( SV40 early pr omoter) d e
resisténcia a la puromicina, un origen de replicacio bacteria
(ColE1 origin), una regié amb multiples dianes de restricci6
insert/multicloning site on es va inserir la seqiiencia d’interes (multicloning site), i

el gen reporter de la GFP.

gen GFP

Per tal d e comprovar, p réviament a | a seq iienciacid, q ue 1a co lonia b acteriana sel eccionada
contenia el plasmidi amb 1’insert esperat es va realitzar una digestio amb enzims de restriccid
que t allessin els ¢ onstructes en diferents f ragments de | ongitud coneguda ( Taula 4.1.2).

D’aquesta manera, mitjancant 1’analisi de les bandes obtingudes en gel d’agarosa, es va poder
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confirmar si les longituds dels constructes corresponien a les esperades o no i, alhora, estimar la

concentraci6 de DNA obtingut durant 1’extraccio.

Taula 4.1.2. Digestions dels diferents constructes per comprovar la longitud de ’insert.

Subtelomer ERs Longitud dels fragments Longitud total del constructe
2q Nde I 5482 pb + 1195 pb 6677 pb
5q PstI 4639 pb+2275pb+942pb 7856 pb
11q BamH I 5733 pb + 1192 pb 6925 pb
18q Scal 3508 pb + 3987 pb 7495 pb
Xq EcoR 1 5516 pb+1149 pb 6665 pb

(ERs) Enzims de restriccid: Nde I, Pst I, Sca I, Bam HI, Eco RI (tots de Fermentas).

Desfosforil-lacié i lligacio

Els constructes es van obtenir inserint les diferents seqiiéncies su btelomériques am plificades
dins el vector pQL2 (Fig. 4.1.2), dissenyat préviament pel grup de la Universitat de Pavia, el
qual conté els gens de resisténcia als antibiotics ampicil-lina i puromicina, el gen reporter de la
green fluorescent protein (GFP), una regiéo amb multiples dianes de restricciéo (multicloning site)
iun origen de replicacio bacteria ( Fig. 4.1.2). Un cop digerit amb el en zims d e r estriccid
adequats p eraca dai nsert, e 1 pl asmidi e s de sfosforilava pe ri mpedir-ne 1 ar ecirculacié
mitjancant SAP (Fermentas) seguint el protocol del fabricant. Breument, la mescla de reaccio
contenia el DNA plasmidic, tamp6 especific per a la SAP (1x), SAP (1U/ug), i aigua lliure de
nucleases fins a arribar a un volum de 20pl. La reacci6 es va incubar a 37°C 1hi es va aturar

incubant-la 15min a 65°C.

La reacci6 de lligacio dels diferents fragments es va calcular en funcid de la segiient formula:

ngpQL2-kbinsert 3 .
kb pQL2 1 = nginser

ies vadur aterme mitjancant un k it co mercial de DNA 1 ligasa T4 (Promega). Un c op

preparada la mescla de la reaccid de lligacid, es va incubar tota la nit a 4°C.

Transformacio de cél-lules competents d’E. coli

Un cop descongelades les cél-lules competents d’E. coli de 1a soca DHS A, se’ls van afegir 10ul
de reaccid de lligacid per cada 100ul de suspensio de cél-lules i es van incubar 20min en gel.
Se’ls va aplicar un xoc térmic de 42°C durant 90s i 2min en gel. Aleshores, es van deixar créixer

1h a37°C enun m edide cultiuno selectiu (SOB). Finalment, les c¢l-lules d’E. coli es van
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cultivar en e stria tota lanita 37°C en plaques de medi LB suplementat a mb a mpicil-lina

(Sigma-Aldrich).

Obtencié del DNA plasmidic (Midiprep)

La cl onacio d els co nstructes es v ar ealitzar a partir del cultiu de grans v olums d’ aquelles
colonies cultivades en placa on es va identificar un insert de longitud adequada mitjangant el
rastreig per PCR (vegeu protocol P CR). En primer lloc, a partir de 200ul del cultiu realitzat
durant el rastreig de les colonies, es va dur a terme un precultiu en Sml de medi LB suplementat
amb ampicil-lina durant ~8-9h a 250rpmi 30°C. D ’aquest precultiu, se’n va fer una di lucio

1:500 en 250ml de medi LB-ampicil-lina i es va incubar tota la nit a 30°C i 250rpm.

L’extraccié del DNA plasmidic es va dur a terme mitjangant un kit comercial (Qiagen). El cultiu
es va sacrificar centrifugant-lo 30min a 6000g i 4°C, i resuspenent les cél-lules en un tamp6 de
resuspensio. A continuacio, es va incubar el pellet Smin en tampo de lisi i es va aturar la reaccio
incubant-lo 15min en gel en tampo de neutralitzacid. La barreja es va centrifugar 30min a 4°C i
20000g, descartant el pellet de detritus cel-lulars i conservant el sobrenedant. Es va repetir la
centrifugacié 15mina 20 000gi 4° Cp erd escartarde I tot les p ossibles impureses,i e 1
sobrenedant es va aplicar i deixar fluir per una columna que conté una reina que captura el DNA
plasmidic. Es va rentar la columna aplicant-hi 10ml de tamp6 de rentat (2 cops) i, finalment es
va eluir el DNA plasmidic aplicant-hi 5ml de tamp6 d’ elucié a l1a columna. Per precipitar el
DNA, es va afegir a I’elucié 3,5ml d’ isopropanol (0,7V) a temperatura ambient (TA) ies va
centrifugar 30min a 15000g i 4°C. Es va descartar el sobrenedant, s’hi va afegir etanol al 70%
per rentar el D NA precipitat, ies va centrifugar 15mina TA i 1500 0g. Finalment, un c op
descartat el sobrenedant, es va deixar assecar el DNA a 37°C i es va resuspendre en aigua miliQ

esterilitzada per autoclau.

La verificaci6 de les seqiiéncies clonades es va realitzar mitjancant la seqiienciacio pel métode

de Sanger del DNA obtingut (BMR Genomics).

Cultiu de cél-lules HelLa i transfeccio

La transfecci6 d els diferents constructes es va dur a terme en cél-lules HelLa donada la seva
elevada e ficiéncia p er a su portar protocols d e transfeccio mitjangant v ectors p lasmidics (Fig.
4.1.1). Per a cada experiment, es va transfectar un cultiu de c¢l-lules HeLa per a cadascun dels

vectors amb els inserts d’interés i, alhora, dos cultius més: un cultiu amb el vector pQL2 sense
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seqiiéncia promotora davant el gen de la GFP i un altre amb el vector pQL2 amb el promotor de

citomegalovirus (CMV).

Les cé¢l-lules HelLa es van cultivar en medi D MEM suplementat am b sérum b ovi fetal sota
condicions estandard (37°C, 5% de CQO,). Per a la transfeccid, un dia abans es van cultivar entre
100000-150000 c¢l-lules sobre un cobreobjectes dins una placa de Petri de 2 ml. La transfeccio
es va dur a terme mitjangant Lipofectamina (Invitrogen) seguint les instruccions del fabricant.
Breument, d’una banda, es va diluir la Lipofectamina en medi DMEM i es va incubar Smin, i de
I’altra, es van diluir 4 pg de DNA plasmidic també en DMEM. Passat el temps d’incubacio, es
va reunir el contingut dels dos tubs i es va incubar 5min per tal que el plasmidi entrés dins els
liposomes de la Lipofectamina. La suspensio resultant es va afegir a 2 ml de medi DMEM i la
mescla es va abocar a les cél-lules cultivades sobre el cobreobjectes. Finalment, es van incubar
les cél-lules tota la nit a 37°C i I’endema se’ls va renovar el medi. Els cultius transfectats es van

sacrificar passades 48h de la transfeccio.

Preparacid dels cultius per a I’observacié al microscopi

Passades 48h de transfeccio, les cél-lules HeLa es van rentar amb 1x PBS dues vegades i es van
fixar amb paraformaldehid al 2% en 1x PBS durant 10min. A leshores, es v an fer dos rentats
més amb 1x PBS i se’n van tenyir els nuclis amb 200mg/ml de DAPI en 1x PBS durant 3min.
Finalment es va fer un tltim rentat amb 1x PBS i es va fixar el cobreobjectes amb les cel-lules

en un portaobjectes.

Captura i analisi de les imatges

Les imatges es van capturar amb un microscopi de fluorescéncia ZEISS Axioplan equipat amb
una camera CCD (Photometrics), i posteriorment es van processar mitjancant el programa de
captura IPLab Scanalytics Software (Spectraservices). L activitat promotora de les seqiiéncies
analitzades es va avaluar en funcié de 1’observaci6 de fluorescéncia emesa per 1’expressio del
gendela GFP. Les cél-lules transfectades amb el vector “buit” i amb el constructe amb el
promotor CMV es van utilitzar, respectivament, coma control negatiu i positiu de la transfeccio

cel-lular.
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Analisi in silico

Les se qiiéncies su btelomeériques d el genoma d e ratoli es v an i dentificar mitjangant diferents
eines bioinformatiques. En primer lloc, I’NCBI map viewer va permetre rastrejar cadascun dels
cromosomes de ratoli per tal de saber si les bases de dades del genoma publicat de ratoli
incloien,am ¢ésd el esz ones co dificants dels cr omosomes, | es seq iienciesd e D NA
subtelomériques i telomériques. En segon lloc, introduint la seqiiéncia problema (TTAGGG)s al
programa Mouse BLAT search de la UCSC Genome Browser (Kent, 2002 ), es van poder
localitzar el s cromosomes que tenien seqiienciat el DNA teloméric. D ’aquesta manera va ser
possible excloure les seqiiéncies su btelomeriques incompletes pe r que dar-nos nom és a mb
aquelles que e staven s eqiienciades en la seva totalitat. I en tercer 1loc, el pr ograma Repeat
Masker, que distingeix les regions de DNA que contenen seqiiéncies repetitives, va facilitar la
identificaci6 d el li mit e ntre telomer i s ubtelomer a p artir de lad etecciode I'inicid el es
repeticions TTAGGG telomeriques. Aquesta primera aproximacio va permetre establir que els
unics b ragos cromosomics d el g enomad er atoli onel subtelomer estava completament

seqiienciat son els bragos 2q, 5q, 11q, 18q 1 Xq (Fig. 4.1.1).

Un cop determinades les seqliéncies subtelomeériques d’interes, es van explorar per localitzar-hi
seqiiéncies amb caracteristiques especifiques que indiquessin una possible activitat promotora,
en base als resultats obtinguts per Nergadze i1 col-laboradors (2009) i a les caracteristiques
tipiques dels promotors tipus sharp de mamifer (Sandelin, et al., 2007). Toti que, com s’ha
explicat anteriorment, dos dels tres el ements de DNA repetitiu que formen el promotor de
TERRA en huma ¢ ontenen illes C pG (Nergazde, et al., 2009), el rastreig de les seq iiéncies
subtelomeériques de ratoli esmentades mitjangant el programa EMBOSS Cpgplot no va localitzar
cap regio rica en dinucleotids CpG. Per aquest motiu, la identificacié de possibles seqiiéncies
promotores es va dur a terme mitjancant el programa NNPP (Reese i Eeckman, 1995), el qual
identifica al tres elements caracteristics d els p romotors de m amifer als q uals s’hiuneixla
RNAPII, com sén la caixa TATA (de s eqiiencia TATAA 28-34 pb upstream, és a dir,en
direccio 5° del TSS) o I’element iniciador (la seqiiéncia consens del qual és on A és a la posicid
+1 del TSS, N pot ser qualsevol nucleotid; Y pot ser C o T; i W pot ser A o T) (Sandelin, et al.,
2007). De totes les seqiiéncies proposades pel programa, es van escollir per a l’estudi aquelles
que tenien una millor puntuacio proporcionada pel programa (score per sobre de 0.85) i que es
trobaven més properes a la regio limitrofa amb les repeticions telomeriques (Taula 4.1.3; vegeu
també A nnex), donatque €senaquestaregidone strobas ituatelpromotorde T ERRA

identificat en huma (Nergazde, et al., 2009).
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Taula 4.1.3. Seqiiéncies promotores putatives seleccionades per a 1’estudi.

Subtelomer Score®  Seqiiéncia promotora putativa
2q 0.97 agctttattgtaaaaaagcagggggaaagagaaaaggtaaaaaaaagaga
0.97 ctagctgcatatatatcaaaagatggcctagtcggecatcactggaaaga
0.99 acgcecagggeceaaaaagggggagtggatggacaggggagiggggatagat
5q 0.93 aaaacatgaataaagagtccgggtaagagagagtgggagcaatcagacag
0.97 aaaggtaaaataaaagaggggagtcaatttgccctgttaataccaatata
11q 0.90 acttttaaaaggttaaaaaggaagagaaacaaacaagaccatctttttta
0.94 gaagataaaaatttgtaaatacagagctgagagacggctcagcagttaag
18q 0.88 gaatcctgatgtaaatcggggcgtggttgcatacgcectttaatcccagea
Xq 0.99 gaagataaaaatgtgtaaatacggagetgagagacggctcageagttaag

(a) Puntuacié proporcionada pel programa NNPP.

Analisi in vitro

A partirde les an alisis in s ilico esmentades, ¢ s van delimitar i amplificar I es regions del
subtelomer dels bragos ¢ romosomics 2q, 5q, 11 g, 18 qi1 Xq, des de I’inici de les repeticions
telomeériques fins aproximadament 1500-2700 nt upstream. Donat que les seqiiéncies d’ interés
eren altament repetitives, es va haver d’optimitzar tant el cultiu de les cél-lules bacterianes com
I’obtencio del DNA plasmidic amb els diferents inserts. En primer 1loc es v a establir que l1a
temperatura Optima per tal d’obtenir cultius de cél-lulesd’ E. ¢ oli transformades que
continguessin un elevat nombre de copies del plasmidi era de 30°C. A 37°C, que correspon a la
temperatura Optima per al creixement exponencial d’E. coli, la rapida taxa de multiplicacio i per
tant, d e r eplicacio d el D NA b acteria, afectava n egativamental a correcta r eplicacio d e les
seqiiencies altament repetitives que contenien els constructes. Aixo dificultava tant 1’obtencio de
colonies bacterianes que continguessin els inserts amb la seqiiencia correcta i completa (Fig.
4.1.3), com ’extraccié de quantitats suficients de DNA plasmidic amb qualsevol dels protocols
d’extraccio testats (no se ’n mostren les dades). A causa de la dificultat en la replicacio dels
constructes dins les cél-lules d’E. coli, es va haver de provar diferents metodes d’extraccid de
DNA plasmidic per tal d’obtenir-ne la quantitat suficient per a la transfecci6. Finalment, es va
optar per 1’extraccio mitjangant un protocol de Midiprep a partir d 'un kit comercial (Qiagen),

detallat a la seccid de material 1 métodes.

(]
]
=
= I . . P N .
L E L L LG Figura 4.1.3. Rastreig de colonies d’E. coli transformades amb el
PR S S S R s constructe 2 q. Exemple d e rastreigd e tretze (2q1-2q13) colonies

d’E. ¢ oli transformades a mb el v ector p QL2-2q. A 1 ad reta, el
marcador de pes molecular d’ 1kb ( 1kb ladder; F ermentas) p ermet
identificar les bandes de longitud equivalent a 1 a seqiiéncia inserida
(1503 pb en aquest cas). El cap de fletxa (P) indica 1’al¢ada del gel
on es troben les seqiiéncies de longitud correcta.
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Un cop obtingut el DNA del vector amb 1’insert teoricament correcte, es van seq iienciar les
seqiiéncies clonades dins els constructes (vegeu Annex), la qual cosa va p ermetre comprovar
que enlamajoriadels cas os elsinserts van co incidiramb les seqiiéncies s ubtelomeriques
identificades inicialment in silico. Només la seqiiencia 11q no va coincidir amb el subtelomer
esperat, sin6 que va correspondre a la seqiiéncia subtelomeérica del brag 8q. A més, en comparar
les s eqiiéncies ob tingudes a mb I es s eqliéncies s ubtelomeriques de 1 g enoma d e r atoli, esva
observar que mentre les seq iiéncies 2q,5 qi 11q coincidien amb I a s eqiliencia d’ un un ic
subtelomer, les seqiiéncies 18q 1 Xq es localitzaven als subtelomers de multiples cromosomes i
a algunes regions not elomeriques, p robablement c orresponents a s eqiiencies t elomeriques
intersticials (Fig. 4.1.4). Fins i tot, en molts casos les seqiiéncies identificades del 18q i del Xq

es localitzaven al mateix subtelomer.
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Figura 4.1.4. Localitzacio de les seqiiéncies subtelomériques analitzades. Ideograma del genoma de ratoli on s’hi
assenyalen l es regions amb s eqiiéncies co incidents amb cad ascuna de les seqiiéncies s ubtelomeériques an alitzades

).

Un co p verificades 1 es seqiiéncies, e ls diferents constructes es v an transfectar en cultius de
cel-lules HeLa es tandard. Passades 48h del at ransfeccid, en ¢ omprovar sil es cé 1-lules
expressaven el gen de la GFP com a conseqiiéncia de 1’activitat promotora de les seqiiéncies
inserides, no es v a observar en cap dels casos emissio de fluorescéncia verda al nucli de les
cel-lules HeLa (Fig. 4.1.5). En canvi, es va detectar fluorescéncia procedent de 1’expressio de la
GFP en les cél-lules transfectades amb el plasmidi que contenia I ’insert amb el promotor de
CMV, un potent p romotor v iral q ue s ’activa c onstitutivament en t ransfectar-lo en cé 1-lules

humanes.
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paL2 pQaL2/CMV paL2/subtel

Figura 4.1.5. Expressio de la GFP en cel-lules HeLa en funcié del vector transfectat. Es mostren exemples de
nuclis de cel -lules HeLa tenyits amb D API (blau) on s’observa expressié o no del gen de la GFP (verd). (pQL2)
Cél-lules HeLa transfectades amb el vector pQ L2 sense c ap s eqiiéncia promotora. (pQL2/CMV) C¢l-lules He La
transfectades amb el v ector p QL2 que c onté el pr omotor CMV. ( pQL2/subtel) E xemple d e cel -lules H eLa
transfectades amb el constructe pQL2-5q.

DISCUSSIO

Tenint en compte que els el ements repetitius 61-29-37 del promotor de TERRA en huma es
troben ~280 nt upsetram de les repeticions telomériques (Nergazde, et al., 2009), es va dur a
terme I’ estudi i id entificacié in silico de les d iferents r egions s ubtelomériques d ’interés d el
genoma d e r atoli q ue e s t roben i mmediatament upstream del t elomer (fins 2673 pb). En
principi, el fet que les seqiiéncies analitzades dels subtelomers 2q, 5q i 11q (8q) es localitzessin
exclusivament al su btelomer d’ on ha vien e stat a illades indicaria q ue 1 a p ossible seq liéncia
promotora de TERRA no es trobaria dins aquestes seqiiéncies concretes, ja que 1’associacio de
TERRA a Is telomersen 1 escé I'lulesd e ratoli s’ha o bservat en m ultiples cr omosomes
(Schoeftner i Blasco, 2008), suggerint que, tal i com s’ha vist en huma (Nergazde, et al., 2009),
TERRA es transcriuria a partir del telomer dels diferents cromosomes de ratoli. En canvi, el fet
que les seqiiencies subtelomériques 18q i Xq es trobessin en un gran nombre de subtelomers,
indicava que es podrien tractar de possibles seqiiéncies subtelomériques conservades. Per tant,
si considerem que en huma la seqiiéncia promotora coneguda de TERRA es troba inclosa dins
de gran part dels subtelomers (Nergazde, et al., 2009), es va considerar la possibilitat de que en
cas que el promotor de TERRA de ratoli es localitzés a la regio subtelomeérica dels cromosomes,

estigués contingut en alguna d’aquestes dues seqiiéncies (18q i/o Xq).

D’altra banda, la cerca d e p ossibles seq iiéncies p romotores d ins 1 es r egions s ubtelomeriques
estudiades va posar de manifest que, en contrast amb els subtelomers humans (Nergazde, et al.,
2009), enr atoli no e xisteixen regions riques e n di nucleotids C pG dins les seqiiencies
subtelomeriques més properes a ’extrem 3’ del cromosoma. De fet, la metilacié de les illes
CpG dels subtelomers humans regula activament 1’expressio de TERRA, ja que la inhibicid tant

de l a h istona d esacetilasa (Azzalin, efal.,2007 ) comde D’expressio de les D NMTI i3b
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(Nergazde, et al., 2009) en linies cel-lulars humanes provoca I ’increment de la transcripcio i
dels nivells de TERRA. En canvi, s’ha vist que el bloqueig de I’expressio de les DNMT1 i 3a/b
en cel-lules m are em brionaries der atoli provoca una reduccio d els ni vellsde TERRA
(Schoeftner i Blasco, 2 008). A més, t ant les c ¢l-lules m are der atoli, com 1 es ¢ ¢l-lules
pluripotents induides i els fibroblasts d’origen embrionari d’aquesta espécie, presenten totes el
mateix grau de metilacio del DNA subtelomeric i, alhora, diferents nivells de TERRA (Marion,
et al., 2009). Aquestes observacions concorden amb el fet que no fos possible detectar illes CpG
als subtelomers estudiats, la qual cosa suggereix que la metilacié de dinucleotids CpG de les
seqiiéncies su btelomériques podria no ser el m ecanisme d e r egulacié d e la t ranscripcio de
TERRA en aquesta espécie i, per tant, el promotor de TERRA en ratoli podria no estar format

per illes CpG.

Finalment, malgrat que les seqiiéncies analitzades es localitzaven a la zona limitrofa amb les
repeticions telomeériques i que dues d’elles coincidien en seqiiéncia amb multiples subtelomers
del genoma de ratoli, cap dels subtelomers analitzats no va presentar activitat promotora. Aquest
fet podria v enir don at per di verses r aons. D’una b anda, s possible q ue | a se va naturalesa
altament repetitiva — que va dificultar la transformacio de les cél-lules competents d’E. coli i va
reduir 1 ’eficiéncia d e r eplicacid d el plasmidi — afectés també negativament 1’eficiénciad e
transfeccio d e les cel -lules HeLa, tot i que els controls positiui negatiu u tilitzats per a la
transfeccio mostressin resultats coherents. I de 1’altra, tenint en compte 1’abséncia d’illes CpG,
aixi com les diferéncies en la regulacio de la transcripcio de TERRA observades en ratoli en
comparacio als r esultats o btinguts en ¢ ¢l-lules humanes (Azzalin, et al., 2 007; S choeftner i
Blasco, 2008; M arion, et al., 2009 ; N ergazde, et al., 2009), existeix la possibilitat de que el
promotor de T ERRA noes localitzi dins lesr egions subtelomériques més properesal es

repeticions telomeriques, sind en seqiiencies més allunyades del telomer.

CONCLUSIONS

En la literatura, mai no s’ha donat importancia al fet que els (escassos) estudis sobre TERRA
duts a terme en cel-lules de ratoli suggereixen que la regulacié de la seva transcripcid en aquesta
especie no seria equivalent a 1’observada en cel-lules humanes (Schoeftner i Blasco, 2008;
Marion, et al., 2009). En canvi, els nostres resultats de 1’estudi del promotor de TERRA en
ratoli proporcionen evidéncies en aquest sentit. D’una banda, el nostre estudi posa de manifest
que la seqiiéncia promotora de TERRA en ratoli no contindria illes CpG, tal i com s’ha suggerit
previament en llevats (Bah, et al., 2012; Pfeiffer i Lingner, 2012). La qual cosa concorda també

amb les diferéncies observades entre cel -lules humanes i de ratoli pel que faa I’efecte de la
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metilacié d e les s eqiiéncies su btelomeériques sobre la t ranscripcio de T ERRA (Schoeftner i
Blasco, 2008). D’altra banda, considerant que tant el promotor de TERRA en huma (Nergazde,
et al., 2009) com el TSS de TERRA en llevats (Bah, et al., 2012; Pfeiffer i Lingner, 2012) s’han
identificat pocs nucleotids upstream de 1’inici de les repeticions telomériques, és poc probable
que e |l promotor de  TERRA en ratoli es situi fora del s ubtelomer. N o obs tant, e Is nos tres
resultats indiquen que no es trobaria a la regid subtelomerica adjacent al DNA telomeric. Aixi
doncs, sera interessanti necessari estudiar en un futur altres regions de les seqiiéncies d els
subtelomers de ratoli, aixi com les seqiiéncies completes (un cop seqiienciades) de les regions

subtelomeriques del genoma d’aquesta especie.
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ANNEX

A continuacio es detallen les seqiiéncies de cadascun dels constructes que es van dissenyar i
generar en aquest treball. En mintscules s ’assenyalen 1 es seq liéncies r epetitives. E n v ermell
s’indiquen les se qiiéncies promotores p utatives dins les seq tiéncies su btelomériques d e ratoli
inserides ( subratllades) en el v ector p QL2. S ’indicat ambé 1 al ongitud d e cadascun de Is

constructes.

pQL2 amb subtelomer 2q (6677 nt)

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACAT
TTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGG
TGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGOtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG
TAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGT
GGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATG
ACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAG
TGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAG
CTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATG
AAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATT
AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCA
GGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTG
GGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGAC
GGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCAT
TGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAA
GGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGAccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactg
agcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgecgcgtaatctgetge
ttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttc
cgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggcca
ccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgcc
agtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgg
gctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctaca
gcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagg
gtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggt
ttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagecctatggaaaaacgce
cagcaacgcggcCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTA
TCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGA
CCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGLGLG
TTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCA
ATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGT
GTGGAATTGTgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCGAAAT
TAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCtcgaGaCAGGTGGACAGCTCAGAGACA
TGAAAGTGTCTCTGcataggcagtaaatcctgatggctacagagttctcaagtcttagcatgccatactt
tcaaacggcatgggtaggaatttacattacagtttggatacatggtccaaacagactttcaaagtttgat
gccttttatccttcttgaactaagagcaaagactcatctctaactgaattgtgcacactgcacatcccat
acatatgttaacgcagaaatgtgtattaactttgaaagttcatgcttttgcagaatgaaagaaccataga
ccaaagaagacaagtcgcccaggtgattcagcctcagagactgctgcagctattgtttcctcaaacatct
gcatccagacaaaagcatttatgctgctaaatgggacttccagtgtagtcacaaactgttccagccagga
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ctggagttaagccctgcacttccacaacacacagaaactggataacaaatattatcactagttttcttaa
cactgatcaatattccaggtttctttgggcacccctcaaaaacctgatgccccaaatagcagaaagcaat
attgagataatgatactccattctcaaaaagtgtagtaattgtttggtcatttaggaggtgatctcttat
tggtattagtcaaagaggaaacaaaataagggaggttagattcaaacatttcttttcctctttctttttc
ttttctatatacttctctctctcctatataatgttaggggaaagtgggaagaaaaaataaaaagaaaaag
gaaggagctaaagggatctgcaaccctataggtggaacaacattatgaactaaccagtaccccggagctc
ttgactctagctgcatatatatcaaaagatggcctagtcggccatcactggaaagagaggcccattggac
ttgcaaactttatatgccccagtacaggggaacgccagggccaaaaagggggagtgggtgggcaggggag
tgggggtgggtgggtgtgggggacttttggtatagcattggaaatgtaaatgagctaaatacctaataaa
aaatggaaaaaaaagaaaaaaaaagaaaaaggggaaacatcagaatgataagataaaggatatattattg
aatctacttttagagtaaagagaattaataagtcacatagtatacatttggtatggactttgtatactga
tacaagtttaaggttgtgtttgtcacaatatactatgtatgcatgtttctactcttgtttaaggtattgt
acctgttgcaactcatttataaatgcaatattgaaactttaatcgttttaaaagttgttattacaaaAGT
CCTTTTAAAAGTTATTACAAACTGTTCAGGATAATTTTAAAAATGAAAATCAAAGAAAAAATAAAAAAGA
GAAAGTCATATGGAATCCTAATTTATAACACACAAACATCTATGAAGTTTAATTATggttagggAATTCT
GCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACccatggTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC
ACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCG
AGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGT
GCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATG
AAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGG
ACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCT
GAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCAC
AACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCG
AGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCT
GCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATG
GTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCC
GCGACtctagaTCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACAC
CTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATG
GTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGG
TTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTT
AAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAA
GAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACT
CCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACGATCCAGACATGATAAGATACATTG
ATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTAT
TGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTT
CAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT
ATGATCCTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCGGGTGCGGGGTCGGCGGGGCCGCCCGGGTCGGCTTCGG
TCGGAGCccatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGGTCGGGCGCTGCGGGTCGTGGGGCGGGCGTCAGGCACCGE
GCTTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGCGGTCCTTCGGGCACCTCGACGTCGGCGGTGACGGTGAAGCCGAG
CCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGCGCGCTCGGLL
GCCTCCACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAGACGCCGACGG
TGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTTGGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGCCTTCCATCTGTTGCTGCGCGGC
CAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGCGGGCCGATCTCGGCGAACACCGCCCCCGCTTCGACGCTC
TCCGGCGTGGTCCAGACCGCCACCGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTGCCGATGTCGAGCCCGA
CGCGCGTGAGGAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTCCGGGTCGACGGTGTGGCG
CGTGGCGGGGTAGTCGGCGAACGCGGCGGCGAGGGTGCGTACGGCCCGGGGGACGTCGTCGCGGGTGGLG
AGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCGGTCATGGAAGGTCGTCTCCTTGTGAGGGGTCAGGGGCGTGGGTCAG
GGGATGGTGGCGGCACCGGTCGTGGCGGCCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTTTTGCAAAAGCCTAG
GCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAA
ATAAAAAAAATTAGTCAGccatggGGCGGAGAATGGGCggaactgggecggagttagggGCGGGATGGGCG
GAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGA
GCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGG
GAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
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GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGAT
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA
ATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGG
GATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAAC
AAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTG

pQL2 amb subtelomer 5q (7856 nt)

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA
CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGOtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTA
AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTT
GGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCA
ACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG
GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTG
ATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGC
TGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA
TTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACC
aaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttc
ttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg
tttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagata
ccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctac
atacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggt
tggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacag
cccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccac
gcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgeccacctctgacttgag
cgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggccTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAG
TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCA
TTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCC
TCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGetcAagcttGCAACTCAACAGAGACA
CCACTGTCTGCTGAAGCAAAGAATTTGAAAGCAAGCACAGACAATTTTCCAGTTGATGACTACAAAAC
AAATTTATGTCTTGAATATCTAGATGTTTCAATAGGTGATAGTCATAGCCCTTATCTTTGCTTTACTG
ACACATAAATATTAGACTGAGCACCTTAATTTTATAACTCTAGGCTTCAATTACCAAAAATCCCTAAA
GCTATTATGGGATAGAACCCACTCGGCAGCAATGGGTATAATTTCACATTTCCTGAAAATAAAGAGCA
AAGCAACAAAGAGGAAAATGCTTTATTGGAAAGAGCATTTTGTAGAAAGAATTAAGCACACAGTTGGG
AGTTTGTACTCCTGGGTTTCACTCTGTCATGGAACTGAGAGGAGAGAAAACTGTTGAAGTGAACTCAT
ACCTTGTCAAGAGAGAAGGATATCAATGGACAGGTCTCTGGTGATCCCAAATGGTAAACTGTAATTCA
GACAAGGGGAGCTGCAAATACAATGGGTGTAGTTTACCTTTTACATGTATCAGTCAAAGAGTCAATTA
AAGCGAATGTGTAACTAATCATAGAATAAAAGCTAGAACTAAAACCATTTCATTTTCAGAAGGGAGGC
TGTGCCAGGCAATGACTTCCTAGCTGCCATACTAAAATTGATAAAAGTTCAAAGAGTGCTAAACTTGG
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AATTTATCAGAATTAATATATTTTGTGCtatgtaaagaactcctaaatcaaacaacaaaagcacaaaa
aaaatctaacttataaactgacaggagattgtgatgtgaatttcttcaggaaacatatacgaatggcT
GTAGAGCCAAAATCTAAGTCTAcaggggctgagttggggtgtggaagactgatgctgacagttagtgt
gcatggggtttcctttctgattgagaaaaaaatttaagttagtaaggatggaaaaataaccctgctaa
tatgctctaaatgttactctttaaaatggtgT TATTTGCATTTATAAATTGTATTAAAATACATTTCT
TAAAAACATGAATAAAGAGTCCGGGTAAGAGAGAGTGGGAGCAATCAGACAGCAAATTACATTATGAA
AACACTGACCagcctggcatggtggtgcacgcctgtaatcccagcacttgggaagcagaggcaggcag
atttctgagtttgaggccaatttggtctccagagtgagttccaggacagccaggagaacacagagaaa
ccctgtctcgaaaaalTTTTagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaa
agaaagaaagggaaaagaaaagaaaagaagagaaaagaaaagaaaagaaaagacaagacaagacaaga
caagacaagacaagacaagacaagaCTGACCACTCTTTTAGTTTCTTACTGAAATTCTTCTGAACCTT
GTAGTTCCTCTGTTGcagtggttctcagcctgtgagtcgtgacccctttggggttgaatgaccctttc
acaggggttgcctaagtcaattggaaataacagatatttgcattatgattcataacagtaacaaaacg
agagttatgaagtaacaacaaaaataatcatatggctgagtgtcagcacaacatgaggaacatgtatg
aaagggtcaaagcattaggaatattgagaaccactgTTGCGGTTGGCTGTTCTCGTACGCATGCGCCAC
TCTGCAGAGATGTGAGTGGGTCTAGGGACAGCAGTGACAGTCTGTCTTTTGCCACTGCCCCGATTGGT
CTATGCAACTCCAACATCTTCACGGAAGTCTCTCAGCCTCAAGGTGAAATGTGAGCAGGGCACCATTG
CTAGCATGTGACAGGCTTGGGCTCAGCCAGGCCTTACATTCTTCATGGATTTTATACTTGAAAGTGTG
TACAATGCTCCAAAATAAAAGGTAAAATAAAAGAGGGGAGTCAATTTGCCCTGTTAATACCAATATAA
GAACATGTTTCATCTGAGTATTTCTGGCAATGtgagagttctacatcgtcatctgaagggtgctagta
gaagactgacttccaggcaactagATACTCGGTACTGAAAGGGTTAAAGGGTTCTTTAAAAAACTAAA
GGTAGAAAAAACAGAAATAAAATGTTATGATTTGGAGGGCTTTTTAAAAATCTCTAATGTTAAGATAA
CATAAATATATGAGTTCTCTAAGAAAAGAGATGGGAAAGTCTGAGTTACTGTTTTCTTAGTAAAATCT
CTAGCTGAGAGCCACTCAGAGCTGTTATGAGGAAGCCAGGGCATAATGGAACATTCCATTGCACAAAG
GCAACAGCAAAAGATTTAACAGTGTCCTGTATCAATATAAGGGAGATATTTTTCTTGCTGTAAGTTTT
ACTACAAAGAATTTACCATGCTTTTAATATAAAAAGTATATTAAGACTCAGAAATAGAAAATCAACCA
TACCTGAAATGCCTAGATCTTTTTACCAGCGACATGGAAGCTGCTACCCTCTTGTGCTTGTTAATCTC
ACCACCTATGTCAAAAAACAAACTGCAttaggctattttctattgctataacaaaattcctgaggcta
ggtaatacataaagaataaaGTTGTACTTGGTTGATGAGTTGTGAGGGCACCAAGAATTCTGCAGTCG
ACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACccatggTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGG
GGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGG
GCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACAT
GAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCA
AGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCC
ACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGC
CCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAA
GCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGT
ACAAGTAAAGCGGCCGCGACtctagaTCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTT
TAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTG
TTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTT
TTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTT
AATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAAT
CGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACA
AGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGC
CCACGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAA
AATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAA
GTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAG
CAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCCTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCG
GGTGCGGGGTCGGCGGGGCCGCCCGGGTCGGCTTCGGTCGGAGCcatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGG
TCGGGCGCTGCGGGTCGTGGGGCGGGCGTCAGGCACCGGGCTTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGCGGT
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Resultats

CCTTCGGGCACCTCGACGTCGGCGGTGACGGTGAAGCCGAGCCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGEG
CGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGCGCGCTCGGCCGCCTCCACTCCGGGGAGCACGACGG
CGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAGACGCCGACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGLCTCC
TTGGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGCCTTCCATCTGTTGCTGCGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTC
GGCCATGCGCGGGCCGATCTCGGCGAACACCGCCCCCGCTTCGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCG
CCACCGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTGCCGATGTCGAGCCCGACGCGCGTGAGGAAGAGT
TCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTCCGGGTCGACGGTGTGGCGCGTGGCGGGGTAGTC
GGCGAACGCGGCGGCGCAGGGTGCGTACGGCCCGGGGGACGTCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGTGG
GCTTGTACTCGGTCATGGAAGGTCGTCTCCTTGTGAGGGGTCAGGGGCGCTGGGTCAGGGGATGGTGGC
GGCACCGGTCGTGGCGGCCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAA
AAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAA
AAATTAGTCAGccatggGGCGGAGAATGGGCggaactgggcggagttagggGCGGGATGGGCGGAGTT
AGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCC
TGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGG
AGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC
GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGT
GATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT
TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCG
AATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTG

pQL2 amb subtelomer 11q (6931 nt)

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA
CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGOtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTA
AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTT
GGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCA
ACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG
GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTG
ATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGC
TGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA
TTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACC
aaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttc
ttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg
tttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagata
ccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctac
atacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggt
tggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacag
cccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccac
gcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgeccacctctgacttgag
cgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggccTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAG

92



Resultats

TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCA
TTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCC
TCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCTCgAGATGAGCATGTAGACAGCACTGGAAAG
AAAATAGCCTAAGCAAAAGCTCAGGGTAGGAGCAAAACACTTTTAAAAGGTTAAAAAGGAAGAGAAAC
AAACAAGACCATCTTTTTTAAGGAATACCAATTGGCAGGCACAACAAAGTCTAAATTGTATTTCAAAT
TATACCCCACAATAATATCCTGCATATATGTAGGTTATCTGCACCGAGTTACATTATAACATGATCTA
ACGAGTCCTTCCATGTCAGTGTCTCAATGCAGCTCACCACCTGCTATTTACTAGCATGGAAAAAGCAG
CAGACAGGACAATGGTCAGCAAGATTTGGGGAATGATAAAGGATATTTTCAGTTTATAATATGAAATT
TAGGTACCCAGAAACCTCAGAAGGCACAACCTCATAGATAGGTAAGGAGTACATGGACTTGTGAAAAA
GCCATgaattcAAGAAGATAAAAATTTGTAAATACAgagctgagagacggctcAgcagttaagagcac
taactgatctttcagaggtcctgagatcaattcccagcaaccacatggtggctcacaaccatctgtaa
tgggatcctatgctctcttctggtgtgtgtctgaagacagctacagtgtacttacatalTaataaataa
ataaataaataaataaatTTGTTTTTAAAAAATAGAAAAGAAAACTGAAGATAGAATGCTCttttaat
ttaaataaaaaataGCTGATGGAAGATAAGAGTAATGGAAAGACAGTTACAGAAAACTAGCATCTTCC
ACTTTAGTAGGACACCTACTACAAGGAGTAGAGCTAGAAATAAGAAATTGGGGACAAAGGGTATTGCC
CCACTTGTACAGGACTACATGTGCATTGGTCTTTGCTCTCATAAAGCTGCCATCTACACATCATGACA
GACTGCTTTGCATATGGTGCACGGCACATGCATTTTCCACTTCCGGACCCAACAGAGATTGTTTGTCA
TTATTTTAAAAACACATAAATTTTCAGCAGAagccgggtgtccagtgtcgtggcgcacgcectttaatc
ccagcacttgggagtcagagtcaggcagatttctgagttcgaggccagcctggtctacagagtgagtc
ccaggacagccagggctacacagagaaaccctgtctcgaaaaaaacaaaaAAAATCCAGCACAGAAAC
Cctggaaatactaagtcagtgtggcaggctaggcgtctgctgaggtccacagatccgtgccctgacac
atcttcttgctgtgttccaatggcagatggaacactggagctctcagggtctcttttctaaggcgaga
accacactcatgagtactccatgtgggatacacacttgtgatttgataatctgccaaaggctcatagt
cacattaacctgtggtcccagttactacacgcagcttcagaaggacataaatgttcCCTCACAGCACA
GAGGATTTAGTATCTCAGTGGCTCAATCTCAAAATCAAGAAAATAAGATCTGAGTGTCTGGGTCTTTG
GAGAAGGCTGGCTTAGGGGCTAAAGCTGACAATACAGAACCAGCAGATGGGTCCCTGGTAAAGGTCTA
AGCTGAATAGATTGTTCTATGTTTATTCCTAAGAAATACACTTCTGGAAAGCTAGGTGAGGGCGGACA
ACATGGCTCAAAGAGAAAAAAAAAAGCATGTATCACATAAACTTAAGACCTGAGTGCAAGTCCCAGAg
gttaggAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCAccatggT
GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACG
GCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTC
ATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCA
GTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCT
ACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCT
GGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACG
GCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTAC
CAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTC
CGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCG
GGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACtctagaTCATAATCAGCCATA
CCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAA
ATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCAT
CACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATG
TATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAG
CTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAG
GGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGG
CGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGAC
AAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTT
GTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCA
GGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATC
CTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCGGGTGCGGGGTCGGCGGGGCCGCCCGGGTCGGCTTCGGTCGG
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Resultats

AGccatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGGTCGGGCGCTGCGGGTCGTGGGGCGGGCGTCAGGCACCGGGT
TTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGCGGTCCTTCGGGCACCTCGACGTCGGCGGTGACGGTGAAGCCGAG
CCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGCGCGCTCGE
CCGCCTCCACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAGACGCCG
ACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTTGGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGCCTTCCATCTGTTGCTG
CGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGCGGGCCGATCTCGGCGAACACCGCCCCCGCTT
CGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCGCCACCGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTGCCGATG
TCGAGCCCGACGCGCGTGAGGAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTCCGGGTC
GACGGTGTGGCGCGTGGCGGGGTAGTCGGCGAACGCGGCGGCGAGGGTGCGTACGGCCCGGGGGACGT
CGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCGGTCATGGAAGGTCGTCTCCTTGTGAGGGGT
CAGGGGCGTGGGTCAGGGGATGGTGGCGGCACCGGTCGTGGCGGCCGACCTGCAGGCATGCAAGCTAG
CTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGG
CGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCatggGGCGGAGAATGGGCggaactggyc
ggagttagggGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCT
TTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCA
TGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCAC
AGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCAC
CTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTT
TCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCA
ACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAAT
GAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTG

pQL2 amb subtelomer 18q (7495 nt)

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA
CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGOtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTA
AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTT
GGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCA
ACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG
GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTG
ATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGC
TGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA
TTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACC
aaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttc
ttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg
tttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagata
ccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctac
atacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggt
tggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacag
cccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccac
gcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgag
cgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggccTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
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Resultats

ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAG
TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCA
TTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCC
TCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGCECAAGCTTCCAAGAAAAGATTCCCA
TGAGCTTCAGTGAGTGTCCCCTAAGAAATGGGTAGGCCCATTAAAGTCATAGGCTCATGGATTTATGT
CAGCATTTTATGGTACCTGTCTGCATAAAATATATTCTAGTGATAAAATGTATGTCATCAGGTAAGTA
TTTGCAACTGAGTCATGTTTTGGCTGTAAAAGCAAAAGAATTTAGAATCCTGATGTAAATCGgggcegt
ggttgcatacgcctttAatcccagcactcaggagccagaggcaggcggatttctgagttcaaggecag
cctggtctacaaagtgagttccaggacagccaaggctacacagagaaaccctgtctcgaagggaaaaa
aaaaAAAAAAAAGAATCCTGTTGTagccaggtgatgtggtacacatctttaatcccagcagtccagaa
gcagaggcagttggatctctctgaattcgaggtcaccatgctctacaaagtgagttccaggaagtcaa
ggctacacagtgagatcctgtcttggaaaaGAAATCCTGGTGCAATAAAGTGTTTAATcagggacagc
aaggtggctcagctaaagtcaccaagtctgatgacctgagttcaatttctgggacacatatggtggaa
agagaaaactaacttccttgagttgtcttctagttttaatatgcacttctgaggtttacataaacaca
cacacacacacaCagagagagagagagagagagagagTCACACAAGTACAATTAAAATGGAGCATAGA
TCCATAGAAATATAAAATGCAAAACAAAACATAAAATAAAGAGAAGATTAAACATAAAAAGAGAATAG
CGGGCTGGTGAGACGGCTCAGTGTTTCTATACTCAAATTCACCCTATAT cacacacacatgcactcac
acacactcatacacactcacagaaacacatatatactcacacacacaaactcaagcacactcacaAGT
GTATACACCTTCTTgattctgtgagacttgtgtccagccagctctaagatctctctgtctccctcata
ctccacagaactgagattaaaaacacattggcaccatgtctagttttcaggtgagttctgggcatttg
aactcaggtcctcatgcttgcacaaaaatcatttcaccactgagccatctcttgtgtcccTCTAATTT
GTTGACCTTAGACAAAAGCCTAGCAGCTTAAAGCGAAGGTTTTGTAGAACTCATTCTTTCACCAGCAG
TCTTTCAAGGTTTTTTCAGCCTTTTAATTCTTTAATTGGTAGAGAGATTGAACCTGATCAAGACTCCT
AAATGGTATTATGAGTgtgctccttactgccttgttcactgtggcctgcttagecctgectttcttatag
cacaaggtcttatatccacagtggtctgggccttcccatatcaatgactgatgaagaaaatgtcttaa
aggcttgcctataacccaatcttacagaacatttttaattgtggttctctcctctgagatgactccag
tttgggtcaaattgacgtaaaattagacagaacaTAAATGTTAACTAAAAAAAGAATTTCTGAAAAAT
AAACTGATAGTGAAAATCTGATTTCTTAACTTCCAATCTTAAGTATCAAATTATTCATTTCTAATTCA
GTATTCTTGGCTCTTAGCCGGGAAGTCTTTCAAGAAGGGATTTATAATGTTTTTTAGTACTAGTACTT
TAGTGTTAGGCAGAGCCACATAAAATTAATCTTTTTGAGATTTAAATGCAACTTAAAATGTATAATGT
ATGGTTCATCCTATTACCAAAGTACAGGTGACATGGTGTACATTGAACAGTTATTGTACACAAGGCTC
TCTGTAAAACTAAAGATGATGTATTGATATTATAAAGACAGAATCAGGTATGAGGAGTTCATGGTGAC
AAGCTGCTTGGGTCTCCTGTTTGAGAGTTGAACTGCTTCCTCACTGATCCACAGTACAGAGGTGAGGC
CAGTGTCAGTCTGTCCCTTCTTTGGCCTGCCACAGATTTTAATATTAAACACATATAAAAtacattca
acatgaatggcttaaacataccaattaaaagatagcgcgtattcaactaattaaaaaagcaataataa
actttgtactgtctacaagaaTATTTATGGTGCATACCTTAACCAGTAGTATTCTGAAGTCACTATAC
ATGTTGGAACAAGTAGAACTCAGAAGAAAAAAAAATTATGAAGAATGATACTGCTAAGGAGGAAAAGG
CTAATTACTAAGAATATATAGCAGTCCAAAAAGTATATGTATGAAGTGTGAGAGTTTCTAAGGAGGAT
CCACCGGTCGCCAccatggTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGA
GCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACG
GCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC
ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAA
GTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGA
CCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTC
AAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCAT
GGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCG
TGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAAC
CACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCT
GGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACt
ctagaTCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCC
CCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGT
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Resultats

TACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGG
TTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCG
TTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATC
AAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACG
TGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACGATCCAGACATGATAAG
ATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTT
GTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATT
CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATG
TGGTATGGCTGATTATGATCCTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCGGGTGCGGGGTCGGCGGGGCCG
CCCGGGTCGGCTTCGGTCGGAGCCatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGGTCGGGCGCTGCGGGTCGTGGG
GCGGGCGTCAGGCACCGGGCTTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGCGGTCCTTCGGGCACCTCGACGTCG
GCGGTGACGGTGAAGCCGAGCCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGC
GGGCACCCCGGCGCGCTCGGCCGCCTCCACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCT
GGTGGTCGGGCGAGACGCCGACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTTGGGCCGGTGCGGCGCCAGG
AGGCCTTCCATCTGTTGCTGCGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGCGGGCCGATCTC
GGCGAACACCGCCCCCGCTTCGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCGCCACCGCGGCGCCGTCGTCCG
CGACCCACACCTTGCCGATGTCGAGCCCGACGCGCGTGAGGAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGC
TCGATGTGGCGGTCCGGGTCGACGGTGTGGCGCGTGGCGGGGTAGTCGGCGAACGCGGCGGCGAGGGT
GCGTACGGCCCGGGGGACGTCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCGGTCATGGAAG
GTCGTCTCCTTGTGAGGGGTCAGGGGCGTGGGTCAGGGGATGGTGGCGGCACCGGTCGTGGCGGCCGA
CCTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTG
GAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCatggGGCG
GAGAATGGGCggaactgggcggagttagggGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCT
GACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGT
TGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC
GATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCA
TCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT
CCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTT
CGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACG
CTTACAATTTAGGTG

pQL2 amb subtelomer Xq (6665 nt)

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA
CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGOtgcacGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTA
AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTT
GGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCA
ACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG
GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTG
ATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGC
TGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA
TTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACC
aaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttce
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ttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg
tttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagata
ccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctac
atacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggt
tggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacag
cccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccac
gcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacga
gggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgag
cgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggecTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAG
TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCA
TTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCC
TCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGGCCCCCCCTCgaGGAATACCAATTGGCAGGCACAACAAA
GTCTAAATTGTATTTCAAATTATACCCCACAATAGTATCCTGCATATATGTAGGTTATCTGCACCGAG
TTACATTACAACACGATCTAACGAGTCCTTCCATGTCAGGGTCTCAATGCAGCTCACCACCTGCTATT
TCCTAGCATGGAAAACGCAGCAGACGGGACAATGGTCAGCAAGATTCGGGGAATGGTAAAGGATATTT
TCAGTTTATAATATGAAATTTAGGTACCCAGAAACCTCAGAAGGCACAACCTCAGAGATAGGTAAGGA
GTACATGGACGTGTGAAAAAGCCCATGAATTCAAGAAGATAAAAATGTGTAAATACggagctgagaga
cggctcagcagttaagagcactgactgctcttccagaggtcctgagatcaattcccagcaaccacatg
gtggctcacaaccgtctgtaatgggatctgacgccctcttctggagtgtctgaagacagctacagtgt
actcacatataataaataaataaataaataaataaataaataaataaataaataaatttgtttttaaa
aaatagaaaaGAAAACTGAAGAGAGAATGCTCttttaatttaaataaaaaataGCTGATGGAAGATAA
GAGTAATGGAAAGACAGTTACAGAGAACTCGCATCTTCCACTTTAGTAGGACACCTACTACAAGGAGT
AGAGCTAGAAATAAGAAATTGGGGACAAAGGGTATTGCCCCACTTGTACAGGACTACATGTGCATTGG
TCTTTGCTCTCGTAAAGCTGCCATCTACACATCATCACAGACTGCTTTGCATATGGTGCACGGCACAT
CCATTTTTCCACTTCCAGAGCCAACAGAGATTGTTTGTCATTATTTTAAAAACACATAAATTTTCAGC
AGAagccgggtgtccagtgtcgtggcgcacgcctttaatcccagcacttgggaggcagaggcaggggg
atttctgagttcgaggtcagcctggtctacagagtgagttccaggacagccagggctacacagagaac
cctgtctcaaaaaaaaaaaaAAAATGCAGCACAGAAACCctggaaatactaagtcagtgtggcagggt
aggcgtctgctgaggtccacagatccgtgccctgacacaccttcttgctgtgttcccatggcagatgce
aacactggagctctcagggtctcttttctaaggcgagaaccacactcatgagtactcgatgtgggata
cacacgtgtgattgataatctgccaaaggCtcATAGTCACTTTAACCTGTGGCCCCAGTTACTACACA
CAGAAGGACATAAATGTTCCCTCACAGCACAGAGTATCTCGTATCTCAGTGGCTCAATCTCAAAATCA
AGGAAATAAGATCTGAGTGTCTGGGTCTTTGGAGAGGCTGGCTTAGGGGCTAAAGCTGACAATACAGA
ACCAGCAGATggAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCAC
catggTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACG
TAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG
AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGG
CGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCG
AAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAA
CATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCAC
CCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCG
CCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACtctagaTCATAATCA
GCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAA
CATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAA
TAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCA
TCAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTA
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AATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCG
AGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTC
AAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGT
TTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCT
TTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCA
GGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT
ATGATCCTCTAGAGTCGGTGGGCCTCGGGGGCGGCTGCCGGGTCGGCGGGGCCGCCCGGGTCGGLTTC
GGTCGGAGCcatggGGTCGTGCGCTCCTTTCGGTCGGGCGCTGCGGGTCGTGGGGCGGGCGTCAGGCA
CCGGGCTTGCGGGTCATGCACCAGGTGCGCGGTCCTTCGGGCACCTCGACGTCGGCGGTGACGGTGAA
GCCGAGCCGCTCGTAGAAGGGGAGGTTGCGGGGCGCGGAGGTCTCCAGGAAGGCGGGCACCCCGGLGC
GCTCGGCCGCCTCCACTCCGGGGAGCACGACGGCGCTGCCCAGACCCTTGCCCTGGTGGTCGGGCGAG
ACGCCGACGGTGGCCAGGAACCACGCGGGCTCCTTGGGCCGGTGCGGCGCCAGGAGGCCTTCCATCTG
TTGCTGCGCGGCCAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCATGCGCGGGCCGATCTCGGCGAACACCGCCC
CCGCTTCGACGCTCTCCGGCGTGGTCCAGACCGCCACCGCGGCGCCGTCGTCCGCGACCCACACCTTG
CCGATGTCGAGCCCGACGCGCGTGAGGAAGAGTTCTTGCAGCTCGGTGACCCGCTCGATGTGGCGGTC
CGGGTCGACGGTGTGGCGCGTGGCGGGGTAGTCGGCGAACGCGGCGGCGAGGGTGCGTACGGCCCGGG
GGACGTCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCGGTCATGGAAGGTCGTCTCCTTGTG
AGGGGTCAGGGGCGTGGGTCAGGGGATGGTGGCGGCACCGGTCGTGGCGGCCGACCTGCAGGCATGCA
AGCTAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGG
CCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCcatggGGCGGAGAATGGGCggaa
ctgggcggagttagggGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATG
CATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGA
GATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACA
TTCCACAGGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTA
CGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGAC
GGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAA
CACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGT
G
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4.2. TERRA i telomerasa a les cél-lules germinals de mamifer
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Resultats

4.2.1. TERRA i telomerasa als oocits fetals humans

TERRA, tot i estar descrit en nombroses espécies i haver-se d emostrat que la seva ex pressio
esta s obreregulada en c ¢l-lules m are p luripotents, m ai n o h avia e stat id entificat en l1a lin ia
germinal eucariota. Aquest treball representa el primer estudi de TERRA en cel-lules germinals
de mamifer, la qual cosa va requerir posar a punt la combinaci6 de les técniques d’IF i RNA-
FISH sobre odcits fetals humans. D’aquesta manera, es va analitzar la preséncia i distribucio
nuclear de TERRA durant la primera profase de la meiosi en odcits fetals humans en relacio
amb els telomers dels cromosomes meiotics. Alhora, es v a estudiar si, tal i com s’ha proposat
previament, existeix alguna relacid entre la distribucio de TERRA i la telomerasa al nucli dels

oocits I humans.

Resultats: Reig-Viader, et al., 2013

Reig-Viader, R ., Briefio-Enriquez, M. A ., Khouriauli, L., Toran, N., Cabero, L., Giulotto, E .,
Garcia Caldés, M. and Ruiz-Herrera, A . ( 2013). Telomeric repeat-containing RNA and

telomerase in human fetal oocytes. Human Reproduction, 28(2), 414-422.

Factor d’impacte: 4.67
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STUDY QUESTION: What is the distribution of telomeric repeat-containing RNA (TERRA) and of telomerase in human fetal oocytes?

SUMMARY ANSWER: TERRA forms discrete foci at telomeres of human fetal oocytes and it co-localizes with both the shelterin com-
ponent telomeric repeat-binding factor 2 (TRF2) and the catalytic subunit of human telomerase at the telomeres of meiotic chromosomes.

WHAT IS KNOWN ALREADY: TERRA is a structural element of the telomeric chromatin that has been described in somatic cells of
many different eukaryote species. The telomerase enzyme is inactive in adult somatic cells but is active in germ cells, stem cells and in the
majority of tumors; however, its distribution in oocytes is still unknown.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: For this study, ovarian samples from four euploid fetuses of 22 gestational weeks were used.
These samples were obtained with the consent of the parents and of the Ethics Committee of Hospital de la Vall d’'Hebron.

PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: We analyzed the distribution of TERRA and telomerase in cells derived
from human fetal ovaries. The co-localization of TERRA, telomerase and telomeres was performed by optimizing a combination of immuno-
fluorescence (IF) and RNA-fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH) techniques. The synaptonemal complex protein 3 (SYCP3), TRF2
and protein component of telomerase [telomerase reverse transcriptase (TERT)] were detected by IF, whereas TERRA was revealed by
RNA-FISH using a (CCCTAA); oligonucleotide. SYCP3 signals allowed us to identify oocytes that had entered meiosis and classify them
into the different stages of prophase |, whereas TRF2 indicated the telomeric regions of chromosomes.

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: We show for the first time the presence of TERRA and the intracellular distribution
of telomerase in human fetal ovarian cells. TERRA is present, forming discrete foci, in 75% of the ovarian tissue cells and most of TERRA
molecules (~83%) are at telomeres (TRF2 co-localization). TERRA levels are higher in oocytes than in ovarian tissue cells (P = 0.00), and do
not change along the progression of the prophase | stage (P = 0.37). TERRA is present on ~23% of the telomeres in all cell types derived
from human fetal ovaries. Moreover, ~22% of TERRA foci co-localize with the protein component of telomerase (TERT).

LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: We present a descriptive/qualitative study of TERRA in human fetal ovarian tissue. Given
the difficult access and manipulation of fetal samples, the number of fetal ovaries used in this study was limited.

WIDER IMPLICATIONS OF THE FINDINGS: This is the first report on TERRA expression in oocytes from human fetal ovaries. The
presence of TERRA at the telomeres of oocytes from the leptotene to pachytene stages and its co-localization with the telomerase protein
component suggests that this RNA might participate in the maintenance of the telomere structure, at least through the processes that take
place during the female meiotic prophase I. Since telomeres in oocytes have been mainly studied regarding the bouquet structure, our results
introduce a new viewpoint of the telomeric structure during meiosis.

STUDY FUNDING/COMPETING INTEREST(S): R.R.-V. is a recipient of a PIF fellowship from Universitat Autdnoma de Barcelona.
This work was supported by the Generalitat de Catalunya (2009SGRI107). The authors declare that no competing interests exist.
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Introduction

Mammalian telomeres are ribonucleoprotein complexes at the end of
chromosomes, consisting of TTAGGG repeats and a complex of pro-
teins termed shelterin (O’Sullivan and Karlseeder, 2010). Studies on
somatic cells have revealed that telomeres prevent chromosomes
from fusion and genomic instability, and that telomere shortening
and/or dysfunction can be related to carcinogenesis (O’Sullivan and
Karlseeder, 2010). But little is known about telomere maintenance
and function through gametogenesis since most studies on telomeres
in meiotic prophase | have been focused on their dynamics (Siderakis
and Tarsounas, 2007). Meiosis is a specialized cell division occurring in
organisms with sexual reproduction to produce haploid gametes and
generate genomic variability by shrinking by half the chromosome
number through a mechanism involving chromosome synapsis and
DNA exchange between homologous chromosomes (Bhalla and
Dernburg, 2008). To avoid meiotic chromosome missegregation, an
appropriate development of synapsis and reciprocal homolog recom-
bination are required, with both processes occurring during meiotic
prophase | (Jones, 2008). This phase is subdivided into four different
stages (leptonema, zygonema, pachynema, diplonema) according to
specific cellular events, such as dynamics of meiotic chromosomes
and their telomeres (Roig et al., 2005). In particular, telomeres play
an important role in meiosis by means of the bouquet formation
(Scherthan, 2007). The bouquet is a structure resulting from the clus-
tering of telomeres; it is assembled during the leptonema—zygonema
transition and is maintained until the pachytene stage (Scherthan,
2007). This structure promotes homologous chromosome alignment,
which is essential for subsequent synapsis and recombination, and thus
for appropriate meiotic progression (Scherthan, 2007; Bhalla and
Dernburg, 2008; Jones, 2008).

Telomere dysfunction in oocytes has been postulated as a suitable
explanation for reproductive senescence of women (Keefe and Liu,
2009) since studies in telomerase-deficient mice revealed that func-
tional telomeres are required not only for the proper homologous
synapsis and recombination, but also for the maintenance of the
meiotic spindle integrity (Liu et al., 2002a,b, 2004). It is known that
aberrant synapsis and recombination processes as well as abnormal
meiotic spindle formation lead to apoptosis in spermatocytes while
abnormal oocytes are able to escape meiotic checkpoints and com-
plete meiosis (Jones, 2008; Keefe and Liu, 2009). Therefore,
oocytes can reach maturity presenting some of the characteristic fea-
tures of reproductive senescence such as chromosome reorganiza-
tions, and are responsible for the high incidence of aneuploidy and
miscarriages reported in women with increased maternal age
(Hassold and Hunt, 2001; Jones, 2008; Keefe and Liu, 2009). More-
over, a recent study (Treff et al, 201 1) has shown that in human
oocytes and cleavage stage embryos the presence of short telomeres
is associated with increased aneuploidy; in particular, telomere loss is
more frequent in aneuploid polar bodies from oocytes than in aneu-
ploid embryonic cells, supporting the hypothesis that most aneuploi-
dies can be attributed to a maternal origin (Hassold and Hunt, 2001).

The most common way by which cells maintain telomere length is
the action of telomerase, a ribonucleoprotein enzyme composed of a
reverse transcriptase [telomerase reverse transcriptase (TERT)] and
an associated RNA template (telomerase RNA component), which

adds TTAGGG repeats at the 3’ ends of chromosome termini
(O’Sullivan and Karlseeder, 2010). In somatic cells, telomerase is loca-
lized to a subset of telomeres (Tomlinson et al., 2006). Results on tel-
omerase activity in oocytes have been controversial due to technical
and/or sample origin differences between experiments. Although
some studies report no or low telomerase activity in mammalian
oocytes, humans included (Wright et al., 1996; Betts and King,
[1999; Xu and Yang, 2000; Liu et al., 2007), others find markedly
high activity in immature and mature oocytes (Eisenhauer et al.,
1997; Wright et al., 2001). Therefore, the presence and intracellular
distribution of telomerase in human ovarian tissue, and more specific-
ally in oocytes, remains to be elucidated.

The discovery that telomeres are actively transcribed into telomeric
repeat-containing RNA (TERRA) (Azzalin et al., 2007; Schoeftner and
Blasco, 2008) opened a new field of investigation with the goal of
understanding its function. Early studies carried out by RNA-
fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH) using telomeric probes
revealed that TERRA molecules consist of UUAGGG repeats and
show nuclear localization in different cell types (Azzalin et al., 2007;
Schoeftner and Blasco, 2008). In somatic cells, TERRA is mainly
located at telomeres and is now considered an integral constituent
of the telomeric chromatin, contributing to its stability (Azzalin
et al., 2007; Schoeftner and Blasco, 2008). Moreover, Redon et al.
(2010) suggested that a fraction of TERRA is associated with telomer-
ase in vivo, and that TERRA acts as an inhibitor of telomerase in vitro.
TERRA transcription shows a complex regulation (Azzalin et al., 2007;
Schoeftner and Blasco, 2008; Caslini et al., 2009), and, in human
somatic cells, is modulated by the methylation of specific subtelomeric
CG rich region island promoters (Nergadze et al., 2009). Moreover, in
human cells TERRA levels are modulated during the cell cycle (Porro
et al., 2010) and, in mouse cells, during cell differentiation and devel-
opment (Schoeftner and Blasco, 2008; Marion et al., 2009).

Thus, given the important role of telomeres in the meiotic process,
and considering the fact that TERRA seems to regulate the telomeric
chromatin structure during development, we studied the intracellular
distribution of TERRA and of telomerase in human oocytes during
prophase |. To this end, we have optimized a technique that combines
immunofluorescence (IF) and RNA-FISH that allows TERRA detection
in human fetal primary oocytes together with the telomeric repeat-
binding factor 2 (TRF2), telomerase reverse transcriptase (TERT)
and synaptonemal complex protein 3 (SYCP3). In this study,
we show for the first time that TERRA and telomerase form discrete
foci and co-localize at the telomeres of human oocytes during
prophase |.

Materials and Methods

Ovarian sample processing

For this study, ovaries from four euploid fetuses of ~22 gestational weeks
were used. The fetuses were donated by the Biobanc of Hospital de la Vall
d’Hebron after legal abortion, authorized by parental consent and the ap-
proval of the Ethics Committee of the hospital. The inclusion criteria were
the following: euploid fetuses, gestational age between 18 and 22 weeks,
and <2 h from the end of the obstetric procedure and the start of the
sample processing (Briefio-Enriquez et al., 2010). Details of the biological
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Table | Fetal characteristics and experiments performed.

Sample GW FL W Diagnosis Karyotype
V204 22 4.2 540 Maternal psychiatric pathology 46,XX
V208 22 5.0 626 Cleft palate 46,XX

V214 22 3.8 445 Congenital neurological anomaly — 46,XX
V232 21 3.2 390 Congenital neurological anomaly  46,XX

Experimental procedures

Validation of the technique and TERRA levels

Validation of the technique, TERRA levels and TERRA-TRF2 co-localization
TERT-TERRA co-localization

TERT-TRF2 co-localization

GW, gestational weeks; FL, foot length in centimeters; W, weight in grams.

material used and the experiments carried out on each sample are shown
in Table I. Each ovary was collected and processed as previously described
(Briefio-Enriquez et al., 2010), keeping sterile and RNase-free conditions in
every step of the protocol detailed hereafter. To be able to observe the
cell structures of interest, the ovarian tissue was scattered on slides
through mechanical disgregation following a methodology previously
described for the cell culture of human oocytes (Briefio-Enriquez et al.,
2010). This method allowed us to obtain an optimal isolation of ovarian
cells. Then cells were permeabilized by 10 min incubation with CSK
buffer [100 mM NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl,, 10 MM PIPES,
0.5% Triton X-100® and 10mM ribonucleoside-vanadyl complex
(NEB)], fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde and washed with
70% ethanol. Finally, slides were processed or conserved at —80°C
until use.

Cell culture

Human primary fibroblasts, HelLa, HT 1080 and U2OS cells were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 10% fetal bovine serum and
100 U/ml penicillin plus 100 g/ ml streptomycin under standard conditions.

Immunofluorescence

The SYCP3, the shelterin component TRF2 and the protein component of
telomerase (TERT) were detected by IF. IF experiments using an antibody
against SYCP3 allowed us to identify oocytes that had entered meiosis.
Prior to experimental procedures, two slides were analyzed per sample
in order to evaluate cell morphology and synaptonemal complex integrity
according to morphological criteria described in previous studies (Garcia
et al., 1987; Roig et al., 2005; Briefio-Enriquez et al., 2010). Only cells
that fulfilled the established conditions were evaluated. This allowed us
to discard degenerated and apoptotic oocytes from the analysis, given
that the aim of our work was to study primary oocytes at normal
steady-state conditions, showing a normal arrangement of the synapto-
nemal complex (Briefio-Enriquez et al., 2010). Moreover, oocytes were
classified into the different prophase | stages according to the organization
of the synaptonemal complex (Roig et al., 2005). At leptonema, chromo-
somes start condensation and individualization, while at the same time
proteins of the synaptonemal complex start binding to the DNA of
meiotic chromosomes. During zygonema, homolog pairing starts with
the final result being the union of both pairs of sister chromatids (synapsis)
by means of the progression of the synaptonemal complex formation. And
at pachynema bivalents are fully synapsed. The pool of cells other than
primary oocytes that were negative for the SYCP3 signal included pre-
meiotic germ cells and somatic cells derived from the ovarian stroma
(i.e. endothelial cells, fibroblasts, blood cells and immune cells), hereafter
referred to as ‘SYCP3-negative cells’.

Moreover, the telomeric regions of chromosomes and telomerase
enzyme were detected using an antibody against the shelterin protein
TRF2 and against the protein component of telomerase (TERT),

respectively. Additionally, the labeling of the shelterin component TRF2
was employed to analyze its relative position in relation to TERRA and
TERT molecules.

For the IF experiments in the ovarian tissue, and in order to avoid un-
specific epitope recognition by the employed antibodies, cells were previ-
ously treated with blocking solution [| x phosphate-buffered saline (PBS)
with 5% bovine serum albumin, 0.1% Tween-20® and 10 mM
ribonucleoside-vanadyl complex]. Then slides were incubated 45 min
with different primary antibodies in a humid chamber at room tempera-
ture: cell spreads were labeled with rabbit anti-human SYCP3 (Abcam),
together with a mouse anti-human TRF2 (Abcam) or a rat monoclonal
antibody against human TERT (Diesse Ricerche; Soldateschi et al.,
2005). The following secondary antibodies were used: mouse anti-rabbit
Cy5, goat anti-mouse FITC or goat anti-mouse Cy3 (Jackson Immunore-
search) and goat anti-rat DyLight 488 (KPL). The slides were then incu-
bated for 40 min in a humid chamber at 37°C. After each antibody
treatment, slides were washed with | x PBS 0.1% Tween-20%. Lastly,
cells were fixed again with 0.4% paraformaldehyde, permeabilized with
I x PBS 0.5% Triton X-100% and washed with 70% ethanol.

For IF analysis of TERT in cell lines, cells were grown directly on slides.
The following day, cells were fixed with ice-cold methanol for 10 min and
incubated with the rat anti-TERT antibody diluted I: 100 in | x PBS 2%
skim milk at 37°C for | h. After washing with | x PBS, slides were incu-
bated with a goat anti-rat DyLight 488 conjugated secondary antibody at
37°C for | h. Then the cells were washed again with |x PBS and
stained with DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole).

RNA-fluorescent in situ hybridization

RNA-FISH was carried out immediately after IF in ovarian cells. After de-
hydration with ethanol series (70, 85 and 100%), cells were hybridized
overnight at 37°C with a (CCCTAA); oligonucleotide labeled with Cy3
(XX Integrated DNA Technologies) or with Digoxigenin at a concentra-
tion of 20 nM. Finally, slides were washed once with 2x saline-sodium
citrate (SSC), three times with 50% formamide in 2x SSC at 39°C,
three more times at 39°C with 2x SSC and once with 2x SSC at
room temperature, 5 min for each wash. Before microscopic observation,
cells were counterstained with DAPI. For each sample, a negative control
was included. It consisted of slides treated |0 min with RNAse (Sigma) at a
concentration of 100 wg/ml prior to RNA-FISH performance.

Data processing

Images were captured by a Nikon Eclipse 90i epifluorescence microscope
connected to a charge-coupled device camera and the software Isis (Meta-
systems™). The statistical analysis was carried out by means of PAWS
Statistics 18® software. TERRA levels in the different cell types were ana-
lyzed by a qualitative approach, i.e. by means of contingency tables and the
x> test. TERRA, TRF2 and TERT co-localization was evaluated by the
ANOVA test, first applying the Test of Homogeneity of Variances.
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Results

We analyzed human primary oocytes and SYCP3-negative cells
obtained from ovaries of four euploid fetuses (Table I). To validate
the technique, we performed RNA-FISH experiments in combination
with IF, labeling the proteins TRF2 and SYCP3 in two fetus samples
(V204 and V208; Table I) and in three different replicates (Table II).
The RNA-FISH experiments were performed using a (CCCTAA);
oligonucleotide probe complementary to TERRA, given that it has
been reported that, in mammalian cells, TERRA molecules consist
of UUAGGG repeats (Azzalin et al., 2007; Schoeftner and Blasco,
2008). The results obtained from the different fetuses were pooled to-
gether because no statistical differences were found in the presence of
cellular TERRA between each sample replicate (y* = 3.24; P = 0.198)
(Table II). By this way, both TERRA levels and distribution were ana-
lyzed in a total of 522 cells (297 oocytes and 225 SYCP3-negative
cells). We found that TERRA molecules were present in both cell
types, forming discrete foci (green signals in Fig. |A-D and F).
TERRA foci were detected in ~75% of the analyzed cells (Table I)
and disappeared following treatment with RNase, confirming that
they were due to telomeric RNA molecules (Fig. |E). The mean
number of TERRA foci observed per cell was 7.2 + 0.7 for oocytes
and 5.2 + 0.3 for SYCP3-negative cells. To compare TERRA levels
in SYCP3-negative cells and oocytes, cells were classified into 3 differ-
ent categories according to the number of TERRA foci detected cells
showing 5 or fewer TERRA foci, cells with 6—10 foci and cells with
more than || foci (Fig. 2). We found statistical differences in
TERRA levels between SYCP3-negative cells and oocytes (x> =
20.61; P=0.000), since the proportion of oocytes with more than
[0 TERRA foci was higher when compared with SYCP3-negative
cells (Fig. 2A). The same fetus samples (V204 and V208; Table I)

Table Il Analysis of the presence/absence of TERRA in
fetal cells.

Cells
TERRA - TERRA+ Total
Experiment
Exp. | (V204)
Count 16 51 67
Percentage 239 76.1 100
Exp. 2 (V204)
Count 96 299 395
Percentage 243 75.7 100
Exp. 3 (V208)
Count 21 39 60
Percentage 35.0 65.0 100
Total
Count 133 389 522
Percentage 25.5 74.5 100

The fetus sample used in each experiment is indicated (V204 and V208). No
statistical differences were found among experiments (see text for details).

Figure 1 TERRA in human ovarian tissue. (A—E) Oocytes where
TERRA (green), TRF2 (red) and SYCP3 (blue) were labeled by IF
and RNA-FISH. (A) Late leptonema oocyte showing TERRA foci,
(A') same oocyte showing TRF2 signals and (A”) merged image.
(B) Zygonema oocyte showing TERRA foci, (B’) same oocyte
showing TRF2 signals and (B”) merged image. (C) Late pachynema
oocyte showing TERRA foci, (C’) same oocyte showing TRF2
signals and (C”) merged image. (D) Zygonema oocyte with the
bouquet structure showing TERRA foci, (D) same oocyte showing
TRF2 signals and (D”) merged image. (E, E’ and E”) Oocyte at zygo-
nema treated with RNase, where only SYCP3 (blue) and TRF2 signals
(red) can be observed. (F) An ovarian SYCP3-negative cell with DNA
counterstained by DAPI (blue) and labeled for TERRA (green (F)) and
TRF2 (red (F')). In each merged image, insets show enlarged regions
with co-localization of TERRA and TRF2 signals (A”—D" and F”).
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phase | stages (B), according to the established groups: <5 foci, between 6 and |10 foci and more than 10 foci. Asterisks indicate statistical differences

between groups (P = 0.000).

were used to compare the number of TERRA foci per cell during pro-
phase | progression (Fig. 2B). We detected primary oocytes at differ-
ent prophase | stages: 20.5% of oocytes at leptonema, 47.1% at
zygonema, 31.6% at pachynema and 0.7% at diplonema. The low per-
centage of oocytes found at diplonema was in agreement with previ-
ous reports that have studied meiotic progression in fetuses at the
same developmental age (i.e. 22 gestational weeks) (Roig et dl.,
2005). Therefore, since very few diplonema oocytes were present
in the studied samples, they were not included in the analysis. We
found that at zygonema and pachynema the distribution of the
number of TERRA foci was similar; at leptonema, although oocytes
with fewer foci seemed to be more represented, this difference was
not statistically significant (y* = 4.23; P = 0.37). In addition, ~60%
of the 57 oocytes found with chromosomes forming the bouquet
structure were TERRA positive, and did not show statistically signifi-
cant differences in TERRA levels when compared with oocytes in
others stages of prophase | (y*> = 0.75; P = 0.69) (data not shown).
Therefore, these data suggest that modulation of TERRA levels in
the ovary is related to the cell type (i.e. higher levels in oocytes),
and does not depend on the progress of the first meiotic prophase.

To investigate the localization of TERRA molecules relative to the
telomeres, we analyzed TERRA co-localization with TRF2 on cells
derived from the V208 ovary (Table ). With this aim, a total of 30
oocytes and 30 SYCP3-negative cells were analyzed. We observed
that most TERRA foci (83%) co-localized with TRF2 giving rise to
yellow signals (Fig. |A”—D" and F”), whereas the average fraction of
the number of TRF2 signals co-localizing with TERRA foci was
~23% (Fig. 3). No statistical differences were found between the dis-
tributions in SYCP3-negative cells and oocytes (Frgrra—Trr2 = 0.03,
P = 0.86; Frreo—Terra = 0.66, P = 0.42). Thus, in the ovarian tissue
cells, only a fraction of telomeres show TERRA signals but most
TERRA molecules seem to be localized at telomeres.

To test whether TERRA could be physically associated with tel-
omerase, we performed experiments using an antibody against
human TERT (Soldateschi et al., 2005) (green signals in Figs 4 and
5). As controls, we used two immortal cells lines known to be tel-
omerase positive (HelLa and HT1080) and two telomerase negative
cell lines (human primary fibroblasts and U2OS) (Fig. 4). It is known
that U20OS cells maintain their telomeres via an alternative lengthening

of telomeres mechanism in the absence of telomerase (Jegou et dl.,
2009). As expected, HelLa and HT1080 cells showed TERT foci dis-
tributed inside the nucleus (Fig. 4A and B), whereas human primary
fibroblasts and U2OS cells did not (Fig. 4C and D). For the ovarian
cells, we performed IF experiments combined with RNA-FISH using
the anti-human TERT together with the antibody against SYCP3
(Fig. 5) on cells derived from the sample V214 (Table ). A total of
30 oocytes and 30 ovarian SYCP3-negative cells were analyzed and
the proportion of co-localization between TERRA and TERT was
~22% in both cell types (Fig. 3), showing no statistical differences
between oocytes and SYCP3-negative cells (F=0.62, P=0.43).
Finally, in order to analyze the localization of telomerase relative to tel-
omeres, we performed a three-color IF experiment with the anti-
TERT, the anti-TRF2 and the anti-SYCP3 antibodies on slides of a
fourth euploid fetal ovary (V232; Table I). The analysis of 30
oocytes and 30 SYCP3-negative cells showed that 22% of the TRF2
signals co-localize with TERT in both types of cells (Fig. 3), showing
no statistical differences between oocytes and SYCP3-negative cells
(F=0.12, P=0.73) and indicating that telomerase is detectable
only on a subset of telomeres, similarly to what was previously
described in somatic cells (Tomlinson et al., 2006).

Discussion

Since its initial discovery (Azzalin et al., 2007), TERRA has been
described in many different tissues and cell lines from several verte-
brate species, including humans and mice (Azzalin et al., 2007; Schoeft-
ner and Blasco, 2008). The results of the present study demonstrate
for the first time that TERRA is also present in the human germ
line. To reach this conclusion, we have optimized a protocol based
on sequential IF and RNA-FISH, which allows ovarian cell structure
preservation, identification of oocytes that have entered meiosis and
TERRA localization in both oocytes undergoing prophase | and
ovarian SYCP3-negative cells (Fig. I).

We have shown that TERRA shows the typical focal co-localization
with proteins of the shelterin complex in ovarian cells, mirroring pre-
vious RNA-FISH studies in somatic cell lines (Azzalin et al., 2007;
Schoeftner and Blasco, 2008). In addition to this pattern, previous
studies have detected large subnuclear TERRA domains co-localizing
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with Xist RNA in both somatic and stem cells derived from mice
(Schoeftner and Blasco, 2008; Zhang et al., 2009). Since these large
TERRA domains were not observed in human cells (Azzalin et al.,
2007; Schoeftner and Blasco, 2008; this study), the co-localization of
TERRA and Xist RNA might be considered a species-specific
phenomenon.

Moreover, our results indicate that TERRA levels are higher in
oocytes than in SYCP3-negative cells and, in both cell types, TERRA
is mainly localized at telomeres, similarly to what was previously
described in somatic cells (Azzalin et al, 2007; Schoeftner and
Blasco, 2008). However, TERRA was detectable only in a fraction of
chromosome ends, indicating that the amount of these RNA mole-
cules bound to telomeres is variable. However, the association is
maintained during all the stages of prophase | (Fig. 2). Although the
localization of telomeres is dynamic throughout prophase | progres-
sion (Scherthan, 2007), mainly due to the bouquet formation,
neither the prophase stage nor the presence of the bouquet seems
to influence TERRA levels. However, our data show that TERRA
levels at leptonema are slightly lower compared with the other pro-
phase | stages, yet these differences were not statistically significant.
It has been previously shown that TERRA levels are down-regulated
during DNA synthesis (Porro et al., 2010) and that the half-life of
TERRA molecules in somatic cells is 3 h (Azzalin et al., 2007); there-
fore, we can postulate that TERRA synthesis may start at leptonema
or, alternatively, before the pre-meiotic S phase, being already
present during oogonia proliferation. Subsequently, during meiosis
TERRA would be kept attached to the telomeric structure by
means of direct interactions with telomeric DNA or with some

element of the shelterin complex (Azzalin et al., 2007; Schoeftner
and Blasco, 2008; Xu et al., 2008; Deng et al., 2009). Therefore,
both in metaphase (when telomeres are transcriptionally silent,
Azzalin et al., 2007) and in meiosis, the localization of TERRA to tel-
omeres may depend on similar molecular interactions. On the other
hand, variable amounts of TERRA were detected in a subset of telo-
meres (Fig. 2), mirroring previous reports (Azzalin et al., 2007;
Schoeftner and Blasco, 2008). These results support the hypothesis
that TERRA is not a fixed element of the telomeric chromatin, but
may play a transitory function at telomeres possibly depending on
specific cellular contexts and/or on telomere-specific transcriptional
regulation, as has been reported in yeast and human cell lines
(Schoeftner and Blasco, 2008; Nergadze et al., 2009; Farnung et al.,
2010; Porro et al., 2010; Iglesias et al., 2011).

It is known that, despite several differences between studies, tel-
omerase enzymatic activity is present in immature oocytes (Eisenhauer
et al., 1997; Betts and King, 1999; Xu and Yang, 2000; Wright et dl.,
2001; Liu et al., 2007). Here, using an antibody against human TERT,
we were able to detect the protein component of telomerase by IF in
single cells not only at all prophase | stages but also in the ovarian
SYCP3-negative cells (Fig. 5). As previously described in other non-
meiotic cells (Tomlinson et al., 2006), in ovarian SYCP3-negative
cells, discrete telomerase foci are detectable in the nucleus, being
localized to only on a subset (22%) of telomeres (Figs 3 and 5); in
oocytes, a similar fraction of telomeres co-localize with telomerase
foci. Interestingly, TERT is also associated with a fraction (23%) of
TERRA foci (Figs 3 and 5). Therefore, our results show that TERRA
and telomerase signals are detected on only a fraction of telomeres.
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Figure 4 Telomerase in somatic cells. (A—D) Somatic cells where
TERT (green) and chromatin (blue) were labeled by IF. (A’) Hela
cells showing TERT signals, (A) same cells showing DAPI staining
and (A”) merged image. (B') HT1080 cells showing TERT signals,
(B) same cells showing DAPI staining and (B”) merged image. (C')
Human primary fibroblasts showing no TERT signals, (C) same cells
showing DAPI staining and (C”) merged image. (D) U20S cells
showing no TERT signals, (D) some cells showing DAPI staining
and (D”) merged image.

At this stage, we do not know whether these molecules are complete-
ly absent from some telomeres or whether their levels are below the
resolution limit of the method used or whether, at some telomeres,
signals may be masked by particular cellular components. However,
whatever the reason is for variation in the signal intensity, TERRA
and telomerase localization at some telomeres and TERRA/telomer-
ase co-localization remain the most relevant findings. It is tempting to
postulate that co-localization of TERRA and TERT is indicative of
some physical interaction between these molecules at the chromo-
somal ends of ovarian tissue cells. Although we have not simultaneous-
ly analyzed the three components (TERRA, TERT and TRF2), our
results are in agreement with the hypothesis that TERRA, when loca-
lized at telomeres, may interact with telomerase, possibly regulating its
activity in the ovarian tissue, mirroring previous observations in
somatic cells (Redon et al., 2010). Although only low levels of telomer-
ase activity have been reported in oocytes (Wright et al., 1996; Betts
and King, 1999; Xu and Yang, 2000; Liu et al., 2007), we were able to
detect the presence of TERT in the ovarian tissue. Although our
co-localization experiments cannot prove that TERRA is physically
bound to the shelterin complex, we can postulate that TERRA may
interact with telomerase, or with telomerase molecules already

Figure 5 Telomerase in the human ovarian tissue. (A) and (B)
show an oocyte (SYCP3 in blue) and ovarian SYCP3-negative cells
(DNA stained with DAPI), respectively, immunostained for TERT
(green (A) and (B)) and TRF2 (red (A’) and (B')). (C) and (D)
show the co-localization of TERRA (red (C') and (D’)) with TERT
(green (C) and (D)) in an early leptotene stage oocyte (SYCP3 in
blue (€C”)) and in ovarian SYCP3-negative cells (DAPI stained in
blue (D”)), respectively. In each merged image (A”-D"), insets
show enlarged regions with co-localization of TERT and TRF2
signals (A” and B”), or TERRA and TERT signals (C” and D”).

bound to the other telomeric proteins, as previous studies seem to
indicate (Redon et al., 2010).

In the light of our results, we propose that TERRA may contribute
to telomere integrity during meiosis. Throughout oogenesis, this integ-
rity is thought to be compromised both by telomere shortening, suf-
fered by oogonia through their proliferation phase before entering
meiosis, and by prolonged exposure to products of the oxidative me-
tabolism during the long cell quiescence in dyctionema prior to oocyte
ovulation (Keefe and Liu, 2009). Studies in mice have shown that the
alteration of telomeres affects homologs’ alignment, synapsis, recom-
bination and also meiotic spindle formation (Liu et al., 2002a,b, 2004),
producing impaired and/or aneuploid oocytes. Therefore, since
damaged oocytes are removed inefficiently (Jones, 2008), they may
contribute to some of the characteristic features of reproductive sen-
escence in women and their fecundation may lead to genome instabil-
ity in the embryos (Keefe and Liu, 2009). An accurate regulation of
TERRA levels at telomeres is essential for telomeric integrity
(Azzalin et al., 2007; Maicher et al., 2012). The presence of TERRA
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attelomeres of oocytes from leptonema to pachynema and also on
chromosomes forming the bouquet, suggests that this RNA might par-
ticipate in telomeric stability at least all through the complex process
of the female first meiotic prophase.

Conclusion

We were able to optimize a technique combining IF and RNA-FISH
that allowed us to detect TERRA molecules in human fetal ovarian
tissue. Our results show that TERRA forms discrete foci at telomeres
of all cell types from the ovarian tissue, co-localizing with the shelterin
component TRF2. Interestingly, TERRA co-localizes with a fraction of
telomerase foci, suggesting that these molecules may physically inter-
act at telomeres. Moreover, TERRA was detected from the leptotene
to pachytene stages, and also when chromosomes are organized in the
bouquet structure, indicating that TERRA levels might stay steady all
through meiotic prophase |. Overall, our results open a new area
for the study of the development and regulation of oogenesis in
female reproduction.
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ABSTRACT

Telomeres are ribonucleoprotein structures at the end of
chromosomes composed of telomeric DNA, specific-binding
proteins, and noncoding RNA (TERRA). Despite their importance
in preventing chromosome instability, little is known about the
cross talk between these three elements during the formation of
the germ line. Here, we provide evidence that both TERRA and
the telomerase enzymatic subunit (TERT) are components of
telomeres in mammalian germ cells. We found that TERRA
colocalizes with telomeres during mammalian meiosis and that
its expression progressively increases during spermatogenesis
until the beginning of spermiogenesis. While both TERRA levels
and distribution would be regulated in a gender-specific manner,
telomere-TERT colocalization appears to be regulated based on
species-specific characteristics of the telomeric structure.
Moreover, we found that TERT localization at telomeres is
maintained throughout spermatogenesis as a structural compo-
nent without affecting telomere elongation. Our results repre-
sent the first evidence of colocalization between telomerase and
telomeres during mammalian gametogenesis.

meiosis, oocytes, Q-FISH, spermatocytes, spermatogenesis,
telomeres, TERRA, TERT

INTRODUCTION

Telomeres are ribonucleoprotein structures located at the
end of eukaryotic chromosomes and composed of three
different elements: telomeric DNA, specific-binding proteins,
and noncoding RNA. Telomeric DNA consists of TTAGGG
tandem repeats associated with an array of telomere binding
proteins that constitute the shelterin complex [1, 2]. This
telomeric architecture is associated with a noncoding RNA,
named telomeric repeat containing RNA (TERRA), which is
transcribed from CpG island promoters located at subtelo-
meres, and it has been suggested to be an essential component
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of the telomeric heterochromatin structure [3-5]. Given that
telomeric dysfunction is involved in cellular senescence,
genome instability, and carcinogenesis, both the telomeric
structure and its regulation have been widely studied in
mammalian somatic cells [6, 7]. Studies in the germ line,
however, are less abundant due to the intrinsic complexities of
mammalian gametogenesis, which hinder accessing suitable
samples, especially in the case of females [8—13].

Oogenesis differs from spermatogenesis in several ways,
such as gametes morphology, differentiation, place, and timing
[14]. Whereas males have the ability to produce spermatozoa
continuously during the adult life, oogenesis initiates early in
fetal development, becomes arrested before birth, and resumes
at puberty. Once meiosis is reactivated during ovulation, it is
completed only if fertilization occurs. This means that primary
oocytes are halted at the end of the first meiotic division for
long periods of time (up to 50 yr). Once spermatogonia or
oogonia differentiate to spermatocytes or oocytes, respective-
ly, developing germ cells do not undergo DNA synthesis.
Since telomerase acts during the S phase of the cell cycle [15],
telomerase would not be expected to influence telomere
reserve in germ cells. Nevertheless, telomeres must be long
enough to cope with the entire gametogenic process, which
includes two meiotic divisions, as well as with all the
subsequent embryonic divisions occurring after fertilization.
In fact, meiotic progression involves chromosome movements
and chromatin rearrangements that must be carefully regulated
to generate healthy gametes. The most critical chromosome
movements occurring during the first meiotic prophase include
alignment, pairing, synapsis, and recombination between
homologues. It is in this context where telomeres play an
essential role since they promote homologue pairing and
synapsis by forming the bouquet structure during prophase I
[16]. Disruption of the telomere structure and/or telomeric
shortening seriously compromises meiotic progression [17—
19]. In fact, the maintenance of telomeric length is crucial for
the formation of the germ line given that telomere erosion has
often been related to apoptosis, generation of aneuploid
gametes, and reproductive aging [20—24]. But, notwithstand-
ing its importance, the regulation of telomeric length by
telomerase during the different stages of gametogenesis is still
not well understood, especially in oogenesis. In the male germ
line, it is known that telomerase activity negatively correlates
with telomere length [25, 26]. Its activity is especially high in
spermatogonia, decreasing progressively through spermato-
genesis, until it disappears in spermatozoa [25, 27-29]. By
contrast, reports in female germ cells have provided
heterogeneous results so far [30-35], and there is a lack of a
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consensus view of how telomerase activity is regulated during
oogenesis.

An additional important element in the maintenance of
telomere structure is TERRA, a noncoding RNA restricted to
the nucleus, either as free molecules or colocalizing with
telomeric binding proteins at chromosome ends [3]. TERRA
levels are cell cycle regulated [36, 37], and its transcription in
somatic cells is subjected to methylation and histone
modifications [5, 38, 39]. This molecule was initially described
in somatic cells, but its presence and/or expression in the germ
line are largely unknown [40]. Given that telomeres are
important for the meiotic process and taking into account the
role of TERRA in the stability of the telomeric structure and its
specific regulation during the cell developmental stage [3, 4,
41-46], it is important to understand the role of TERRA during
gametogenesis and, in particular, its interactions with other
molecules related to telomeric homeostasis. In this respect,
there has been a long-standing debate regarding the relation-
ship between TERRA and telomerase. Initial studies suggested
that TERR A-like oligonucleotides suppress telomerase activity
in vitro [4, 47], and evidence of an inverse correlation between
TERRA levels and telomere length was reported in different
cell lines [39, 41]. These observations, however, have been
questioned by recent studies in which no relationship between
telomere length and TERRA expression levels in vivo was
found [48-51]. In this regard, we have recently reported the
presence and intracellular distribution of TERRA in human
oocytes I as well as its colocalization with telomeres and
telomerase during meiotic prophase I, suggesting that TERRA
could contribute to telomeric stability during the meiotic
process and may be related to meiotic telomerase function [40].

Given this background, the main goal of this work was to
shed light on the telomeric structure in mammalian gameto-
genesis. More specifically, we aimed to study the presence and
nuclear distribution of the different telomere components
during the formation of the germ line as well as the relationship
between them. Is there any specific architecture that charac-
terizes telomeric structure during mammalian germ cell
development? And, if so, is it influenced by gender- and/or
species-specific characteristics? To this aim, we have investi-
gated telomere homeostasis in both male and female
gametogenesis by using human and mouse germ cells as
model species with three specific objectives: 1) to study
TERRA dynamics during gametogenesis, 2) to analyze the
relationship between TERRA and telomerase in meiosis, and 3)
to determine whether telomere length influences TERRA levels
and distribution in the germ line.

MATERIALS AND METHODS

Biological Samples

Mouse testes samples were obtained from adult male mice (33 C57BL/6
animals, ~4 mo old), whereas the male human sample was derived from a 48-
yr-old 46XY fertile vasectomized patient provided by the Assisted Reproduc-
tion Center Fecunmed (Granollers, Spain) after signing an informed consent.
Mouse fetal ovaries were obtained from three C57BL/6 pregnant females
within 18 and 19 days after vaginal plug detection. Moreover, HeLa cells were
used as positive controls for telomerase detection and telomere length
measurement.

Mouse testes were extracted and subsequently processed as described
hereafter or otherwise frozen at —80°C in isopentane until use. The same
processing protocol was used for the human biopsy immediately after its
obtention and ice-cold transport to the laboratory. Mouse fetal ovaries were
processed immediately after extraction. HeLa cells were cultured under
standard conditions in DMEM (Life Technologies, Glasgow, Scotland, U.K.)
with 10% fetal calf serum (FCS). The Ethics Committee of the Universitat
Autonoma de Barcelona approved all the protocols adopted herein.

Cell Spreads

Mammalian testes and HeLa cells were processed in order to obtain cell
spreads as previously described [40]. Briefly, testicular tissue was scattered on
slides by mechanical disaggregation, permeabilized with CSK (cytoskeleton)
buffer (100 mM NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl2, 10 mM PIPES, 0.5%
Triton X-100 and 10 mM ribonucleoside-vanadyl complex [NEB, Ipswick,
MAY)), fixed with 4% paraformaldehyde, and finally washed with 70% ethanol.
Slides were conserved at —80°C until use. For mouse fetal ovary cell spread
preparation, an enzymatic step was added before mechanical disaggregation.
Following extraction, ovaries were washed with 1X PBS and incubated in 2.5
mg/ml collagenase (Worthington Biochemicals, Lakewood, NJ) in Hank
balanced salt solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 20 min at 37°C.

Immunofluorescence

Immunofluorescence (IF) was performed as previously described [40], with
modifications. The efficiency of TERT antibody was initially tested in
telomerase-positive (HeLa cells) and telomerase-negative cells (human primary
fibroblasts) [40]. Slides were blocked 10 min with PTBG (1X PBS, 0.1%
Tween-20, 0.2% BSA, 0.2% gelatin) and then incubated at room temperature
for 45 min or overnight at 4°C with the following primary antibodies: mouse
anti-telomeric repeat-binding factor 2 (TRF2; Millipore, Billerica, MA), rabbit
anti-TRF2 (a kind gift from Dr. T. De Lange, The Rockefeller University, New
York), mouse or rabbit anti-synaptonemal complex protein 3 (SYCP3; Abcam,
Cambridge, Cambridge, U.K.), rat anti-telomerase reverse transcriptase (TERT;
Diesse Ricerche, Siena, Italy), rabbit anti-TERT (Rockland, Gilbertsville, PA),
and guinea pig anti-histone cluster 1 (H1t; a gift from Dr. M.A. Handel, The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Slides were washed three times for 5
min in PBST (0.1% Tween-20 in 1X PBS) before 40 min of incubation at 37°C
with the following secondary antibodies: goat anti-mouse Cy5, mouse anti-
rabbit Cy5, goat anti-rabbit FITC, goat anti-mouse FITC, goat anti-rabbit Cy3,
goat anti-mouse Cy3, goat anti-guinea pig Cy3 (all from Jackson Immunor-
esearch, Newmarket, Suffolk, U.K.), and goat anti-rat DyLight 488 (KPL,
Gaithersburg, MD). Slides were washed again three times in PBST, fixed 10
min in 4% paraformaldehyde in 1X PBS (pH 7), and rinsed with 1X PBS.
Finally, cells nuclei were counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) diluted in Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

SYCP3 staining allowed for the identification of primary oocytes and
spermatocytes among the different cell types of the gonadal tissue, negative for
SYCP3 labeling (hereafter referred to as SYCP3[—] cells). In the ovarian tissue,
SYCP3(—) cells correspond to fibroblasts and follicular cells, whereas in the
testicular tissue they include mainly germ cells not performing the first meiotic
prophase together with fibroblasts and Leydig and Sertoli cells.

RNA-Fluorescence In Situ Hybridization

TERRA levels in each single cell were qualitatively estimated through the
analysis of the number of TERRA foci detected per nucleus, as previously
described [3, 4, 40]. RNA-fluorescence in situ hybridization (RNA-FISH) was
carried out immediately after IF as described previously [40]. RNA-FISH
experiments were performed using a (CCCTAA), oligonucleotide probe
complementary to TERRA given that TERRA molecules consist of UUAGGG
repeats in mammalian cells [3, 4]. Briefly, after dehydration with ethanol series,
cells were hybridized overnight at 37°C with a 25-nM (CCCTAA),
oligonucleotide probe Cy3-conjugated (XX Integrated DNA Technologies,
Leuven, Belgium) in hybridization buffer (10% of 20X SSC, 20% 10 mg/ml
BSA, 20% of 50% dextram sulfate, and 5% formamide). Next, slides were
washed with 50% formamide/I1X SSC and 2X SSC at 39°C. Nuclei were
counterstained with DAPI. A negative control consisting of a slide treated with
RNase A was included in the experiments.

Quantitative-Fluorescence In Situ Hybridization

Quantitative-fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) analysis was
performed using a peptide nucleic acid (PNA) probe complementary to
telomere G-rich strand (TelC; Panagene, Yuseong-gu, Daejeon, Korea)
according to the manufacturer’s protocol. Slides were dried at 67°C for 20
min and rehydrated for 15 min in 1X PBS. Cell fixation was carried out in 4%
formaldehyde in 1X PSB for 4 min. After two washes in 1X PBS, cytoplasm
was removed by incubating slides 4 min in 0.005% pepsin in 0.01M HCI at
37°C. Slides were then washed twice in PBS 1X for 3 min; dehydrated in 70%,
85%, and 100% ethanol series; and air-dried. Fifteen microliters of 800 ng/ml
TelC FAM-conjugated probe (Panagene) in hybridization buffer (10 mM
NaHPO,, 10 mM NaCl, 20 mM Tris, 70% formamide) were added on each
slide. After denaturation for 5 min at 85°C, slides were incubated for 1 h and 45
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min at room temperature. Subsequently, slides were submerged in PBST to
remove coverslips and washed 20 min at 57°C in PBST and 1 min at room
temperature in 2X SSC 0.1% Tween-20. Before microscopic observation,
nuclei were counterstained with DAPI. Fluorescence calibration was performed
using green fluorescent beads (Life Technologies) before and after every
image-capturing session. Telomere intensities were obtained by measuring spot
optical densities using the TFL-Telo software [52]. Measures of telomeric
signals were recorded as arbitrary telomere fluorescence units (TFUs) following
previous studies [52]. For each experiment, an internal control consisting of
cells with known telomere length, that is, HeLa cells [53], was included.
Results were normalized expressing the TFUs obtained in mouse and human
germ cells as the increment with respect to HeLa cells.

Fluorescence-Activated Cell Sorting

Purified cell fractions containing spermatogonia, spermatocytes I, sper-
matocytes II, and round spermatids were obtained using a fluorescence-
activated cell sorting (FACS)-based method [54]. Mouse testes were
decapsulated in 500 pl of Gey balanced salt solution (GBSS) (Sigma-Aldrich)
immediately after extraction. Testes were incubated 15 min at 33°C in 10 ml of
GBSS (for every two testes) with 0.5 mg/ml collagenase IV (Worthington
Biochemicals, Lakewood, NJ) and 1 pg/ml DNase (Sigma-Aldrich). Dispersed
seminiferous cords were isolated by sedimentation and then incubated in 10 ml
of GBSS containing 0.5 mg/ml trypsin from bovine pancreas (Sigma-Aldrich)
and 1 pg/ml DNase (Sigma-Aldrich) for 15 min at 33°C. Immediately after, 500
ul of FCS (Life Technologies) were added to the cell suspension to stop the
enzymatic reaction. Cells were then filtered through a 70-pum strainer (BD
Biosciences, San Jose, CA), centrifuged 3 min at 800 X g, and resuspended in 1
ml of GBSS supplemented with 5% FCS. Cells were stained with Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) and propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich) and kept in
ice until sorting.

Cell sorting was carried out in a Moflo Legacy high-speed cell sorter
equipped with three lasers, following conditions previously published [54] with
some modifications. Hoechst 33342 and PI were excited by a UV 355-nm laser
(Innova 90C DSU XCYTE UV 998085) at 30 mW of potency and a 488-nm
laser (I-Cyt Lyt 00S) at 30 mW of potency, respectively. Blue Hoechst
fluorescence was detected with a 670/40-nm filter (FL 9), whereas the
combination of red Hoechst and PI fluorescence was detected with a 405/30-nm
filter (FL 8), allowing a higher resolution [55]. Enrichment for each flow-sorted
fraction was assessed by IF against SYCP3 and the HIt proteins. SYCP3
allowed us to distinguish primary spermatocytes, whereas HIt, which is
synthetized at mid-pachytene on, labeled spermatocytes II and round
spermatids [56]. In this way, spermatogonia were differentiated from secondary
spermatocytes and round spermatids. Instead, secondary spermatocytes and
round spermatids were distinguished by nucleus morphology revealed by DAPI
staining [28, 54]. The mean enrichments obtained for each flow-sorted cell
population were above 70% in all cases: 80.1% for the spermatogonia fraction,
71.3% for spermatocytes I, 79.0% for spermatocytes II, and 96.9% for round
spermatids.

RNA Extraction and Real-Time PCR

Total RNA was extracted with Trizol and treated with DNasel. Then RNA
was retrotranscribed using (CCCTAA); as primer for TERRA molecules and
the reverse primer for U6 snRNA (used as control). Real time-PCR (RT-PCR)
was performed on the resulting cDNA using two primer pairs specific for
mouse TERRA: one for subtelomere 5q [57] and one for subtelomere 11q,
designed by us (AGCAGATGGGTCCCTGGTAAA; TTGTCCG
CCCTCACCTAGCTT). The third primer pair was specific for U6 snRNA [50].

Microscopy

Preparations were evaluated using a Nikon Eclipse 90i epifluorescence
microscope equipped with the appropriate filters and connected to a charge-
coupled device camera. Images were captured and produced by the Isis
software (Metasystems, Altlussheim, Germany). Additionally, a confocal
microscope (Leica SPS5) was used to evaluate protein localization and nuclear
distribution at a higher level of resolution. Fluorophores were excited with four
different lasers (405 UV, DPSS 561, HeNe 594, and HeNe 633), and the signal
was captured by 420- to 495-nm and 647- to 800-nm photomultipliers. In order
to obtain three-dimensional (3D) images, preparations were captured in an xyz
mode, with a step size of 0.17 um and a line average of 3, and processed
through LasAF (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and Imeris (Bitplane,
Zurich, Switzerland) software. An average of 25 sections per cell was captured.

Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out by means of PAWS Statistics 18
software. The random effect of the variability among mouse samples was taken
into account when contrasting our data by means of the univariate general
linear model. Correlations between TERRA levels and TERRA colocalization
with TRF2 were calculated through the Pearson coefficient. The analysis of
variance (ANOVA) and t-tests were employed for the rest of the data analysis,
first applying the test of homogeneity of variances. Moreover, the Scheffé post
hoc test was applied to detect significantly different groups from the ANOVA.
In order to analyze TERRA expression, two independent quantitative RT-PCR
experiments were carried out, and data were analyzed with a one-way ANOVA
followed by a Tukey HSD test using the VassarStats software.

RESULTS

TERRA Is Expressed During Spermatogenesis and
Colocalizes with Telomeres of Mammalian Meiocytes

TERRA levels (expressed as the number of foci detected per
cell), together with their intracellular distribution, were
analyzed in both human and mouse germ line by IF/RNA-
FISH. Our analysis revealed that TERRA formed discrete foci
in 100% of the gonadal cells analyzed, although its levels
followed a gender-specific pattern (Fig. 1, A and B;
Supplemental Figure S1; all supplemental data are available
online at www.biolreprod.org). In males, the mean number of
TERRA foci observed per spermatocytes I ranged from 33 =+
13 in human to 40 = 16 in mouse, whereas in mouse oocytes I,
TERRA levels were much lower (18 = 8 foci per cell). No
statistical differences, however, were observed for TERRA
levels in SYCP3(—) cells regardless of the gender and species
(15 = 8 foci per cell in mouse testes, 17 = 9 foci per cell in
human testes, and 16 = 5 foci in mouse ovaries; Fig. 1, A and
B). Following previously established criteria [40] and in order
to compare TERRA levels among cell types, three different
categories were established according to the number of
TERRA foci detected: cells with less than 16 TERRA foci,
cells with 16-30 TERRA foci, and cells with more than 30
TERRA foci (Fig. 1C). Primary meiocytes showed, on average,
higher percentages of cells containing high levels of TERRA
when compared to SYCP3(—) cells. Nevertheless, TERRA
levels in oocytes I were remarkably lower than those observed
in spermatocytes I regardless of the analyzed species (Fig. 1C).

Given the differences observed in TERRA levels when
comparing spermatocytes I and oocytes I, we investigated
further to check whether this pattern was also maintained when
analyzing the localization of TERRA molecules relative to
telomeres. We therefore estimated the percentage of TERRA
foci colocalizing with the shelterin component TRF2 (Fig. 1D).
Our results showed that in spermatocytes I, where TERRA
levels were especially high, nearly half of TERRA molecules
(44% in mouse and 47% in human) were localized at
telomeres. Also, the proportion of telomeres showing TERRA
foci was similar in mouse (41%) and human (40%)
spermatocytes I. In contrast, these values decreased in mouse
oocytes I, where the percentages of both TERRA-TRF2 (22%)
and TRF2-TERRA (11%) colocalizations were lower than
those observed in males (Fig. 1D), mirroring previous
observations in humans [40]. Despite such observations,
differences in TERRA localization at telomeres were found
when comparing mouse and human ovaries (Fig. 1D). This
could be related to the fact that TERRA levels in mouse
ovarian tissue were clearly higher (18 = 8 foci per cell) than
those observed in human fetal ovarian samples (7.2 *= 0.7 foci
per cell [40]).

In the light of our results, the localization of TERRA at
telomeres could be interpreted as a dynamic process dependent
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FIG. 2. TERRA transcription in germ cell populations selected by FACS.
A) Quantitative real-time analysis of TERRA transcription in mouse
spermatogonia, spermatocytes | and Il, and round spermatids. Two primer
pairs specific for the mouse 5q and 11q subtelomeres were used. The
mean values for two independent experiments where each reaction was
performed in triplicate are reported. Error bars represent standard
deviations, and asterisks indicate statistically significant differences
(one-way ANOVA, P < 0.05). B) TERRA levels on mouse and human
prophase | spermatocytes. Cells were classified into different groups
depending on the number of TERRA foci: fewer than 16 foci, between 16
and 30 foci, more than 30 foci. L, leptotene spermatocytes; Z, zygotene
spermatocytes; P, pachytene spermatocytes; D, diplotene spermatocytes.
**Significant differences calculated by univariate general linear model for
mouse samples and one-way ANOVA for the human sample, both with
Scheffé post hoc test (P < 0.001); n = number of analyzed cells.

on both TERRA levels and gender-specific features of
telomeres. In order to test this hypothesis, we estimated the
correlation coefficients between the number of TERRA
molecules observed per cell and the percentages of TERRA-
TRF2/TRF2-TERRA colocalizations (Supplemental Fig. S2).
We observed that TERRA levels were positively correlated
with the number of telomeres associated with TERRA but
inversely correlated with the proportion of TERRA at
telomeres (Supplemental Fig. S2). Most of these correlations
were statistically significant for both meiocytes and SYCP3(—)
cells only in male samples, where TERRA levels were
markedly higher when compared to oocytes I. Given this
scenario, we suggest that TERRA would localize at telomeres
until a saturation threshold is reached, indicating that the
localization of TERRA at telomeres could be a dynamic
process regulated by the amount of TERRA molecules present
in the nucleus.

Provided that TERRA levels were especially high in mouse
spermatocytes I, we evaluated TERRA expression during
mouse spermatogenesis. We first measured TERRA transcripts
derived from two different subtelomeric regions (5q and 11q)
by means of quantitative RT-PCR in four different mouse flow-
sorted spermatogenic cell populations: spermatogonia, sper-
matocytes I, spermatocytes II, and round spermatids (Fig. 2A;
Supplemental Figure S3). We observed that TERRA expres-
sion increased as spermatogonia proliferation and meiotic
divisions proceed, but it underwent a sudden decrease at the

beginning of spermiogenesis (i.e., round spermatids), reaching
levels similar to spermatogonia (5q) or even lower (11q) (Fig.
2A). However, TERRA expression seems to be differentially
regulated, depending on the chromosome tested. The amount
of TERRA derived from the 5q subtelomere was significantly
higher both in spermatocytes I and II compared to spermato-
gonia and in round spermatids, while TERRA levels at the 11q
subtelomere were significantly higher only in spermatocytes II.

To further dissect the dynamic changes of TERRA levels in
the different prophase I stages (leptonema, zygonema,
pachynema, and diplonema), we performed IF/RNA-FISH
experiments both in human and mouse testes (Fig. 2B). We
observed that the percentage of cells showing high levels of
TERRA were maintained through prophase I (Fig. 1, A and B;
Supplemental Figure S1). There was a tendency, however, for
TERRA to be concentrated at the beginning of the process (i.e.,
leptonema), especially in mouse primary spermatocytes (one-
way ANOVA, P < 0.001; Fig. 2B).

Telomerase Colocalizes with Telomeres in Mouse and
Human Germ Cells

Although telomerase activity has been reported in mamma-
lian testicular tissue [25-29, 31], direct evidence of the
presence of endogenous telomerase in germ cells is restricted
to human fetal ovarian tissue [40]. Therefore, whether this
distribution can be extended to other germ cell types and
species remains to be tested. To this aim, we studied the
nuclear distribution of telomerase by means of immunodetec-
tion of the catalytic subunit of the enzyme (TERT) and TRF2
(Fig. 3, A and B). We found that telomerase is present in both
mouse and human gonadal tissue as discrete foci colocalizing
with TRF2 at the end of chromosomes (Fig. 3A; Supplemental
Figure S1), mirroring previous observations in human fetal
ovaries [40]. However, while in mouse spermatocytes I most
telomeres (74%) showed telomerase signals, the percentage of
TRF2-TERT colocalization in human spermatocytes I was
reduced by half (36%; Fig. 3C). In the same way, mouse
oocytes I presented 80% of telomeres with TERT signals,
whereas only 22% of human fetal oocytes telomeres showed
TERT signals (Fig. 1C) [40]. Thus, the proportion of telomeres
showing telomerase foci was remarkably higher in mouse than
in human germ cells. In fact, the same tendency was found in
SYCP3(—) cells, where the proportion of telomeres localizing
with telomerase in SYCP3(—) cells were remarkably higher in
mouse (70% in male and 77% in female) than in human (18%
in male and 22% in female; Fig. 3C). Similar values to human
testis SYCP3(—) cells were found in HeLa cells (17%). In the
light of these results, the localization of telomerase at telomeres
could be more related to telomeric homeostasis of the species
studied (human vs. mouse) than the specific characteristics
associated with gender (male vs. female). In fact, the analysis
of the flow-sorted mouse cell populations indicated that the
proportion of telomeres showing telomerase signals did not
change along the spermatogenic process (Fig. 3D), suggesting
that telomerase colocalizes with the telomeric complex
throughout spermatogenesis, at least in mouse.

Motivated by these findings, we analyzed TRF2-TERT
colocalization by confocal microscopy in both human and
mouse spermatocytes I, producing a 3D reconstruction of
meiotic chromosomes (Fig. 4A; Supplemental Video S1). The
3D reconstructions showed that TRF2 and TERT were indeed
colocalizing at the end of meiotic chromosomes. In mouse
spermatocytes I, most telomeres (~70%) presented TRF2-
TERT signals, while this proportion decreased up to 27% in
human spermatocytes I. Fluorescence intensities were mea-
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FIG. 4. Telomere structure of mouse spermatocytes I. A) Orthogonal section (x-y; indicated by lines) of a mouse spermatocyte | (left), where the yellow
arrowhead points to a TRF2-TERT colocalizing signal detailed in the lateral panels (y-z and x-z), and 3D reconstruction of a mouse spermatocyte | (right),
where TRF2 (red) and TERT (green) signals were masked to observe the relative position of these two molecules at the end of the meiotic complexes (blue).
All images were captured at X63 with a digital zoom of 3.5. See Supplemental Video S1 for a complete 3D reconstruction of a z-stack of a mouse
spermatocyte | obtained by confocal microscopy. B) Profiles obtained by the analysis of the fluorescence intensity (measured as arbitrary units) of those
telomeres showing TRF2-TERT colocalizing signals in spermatocytes I. The pictures below illustrate the relative position of TRF2 and TERT molecules in
relation to the SC (SYCP3) shown by the profile situated immediately above. C) Distances (nm) between TRF2 and TERT fluorescence signals obtained by
the analysis of the profiles. n = number of telomeres with TRF2-TERT colocalizing signals. The black line indicates the mean distance between TRF2 and
TERT. D) Proportion of telomeres showing partially or totally colocalizing TRF2 and TERT fluorescence profiles.

sured as intensity profiles for each labeled protein (TRF2,
TERT, and SYCP3; Fig. 4B; Supplemental Figure S4A). We
estimated the relative distances between TRF2 and TERT
fluorescence intensity peaks as well as the relative position of
these molecules with respect to the synaptonemal complex
(SC). In both mouse and human spermatocytes I, TRF2 and
TERT molecules colocalized at the end limit of the SC or close
to it (Fig. 4B; Supplemental Figure S4A). Mean distances
between TRF2 and TERT intensity profiles were always less
than 200 nm (Fig. 4C; Supplemental Figure S4B), which is the
limit of resolution of the confocal microscope. Moreover,
although the distance between TERT and TRF2 molecules was
lower in mouse spermatocytes I than in human spermatocytes I
(Fig. 4C; Supplemental Figure S4B), fluorescence intensity
profiles of both molecules were always colocalizing, either
partially or totally (Fig. 4D; Supplemental Figure S4C). These
results suggest that TRF2 and TERT molecules are probably
bound to telomeric DNA repeats at the end of meiotic
chromosomes, being part of the telomeric complex.

Nontelomeric TERRA Foci Colocalize with Telomerase in
Meiocytes

Given that telomerase colocalizes with TERRA in human
fetal oocytes [40], we tested whether this is a common feature
of mammalian germ cells and, if so, to what extent. We

observed that the proportion of TERRA foci colocalizing with
TERT was considerably low in both mouse and human
testicular tissue (Fig. 5), similar to what has been found
previously in human fetal oocytes [40]. In fact, the proportion
of TERRA foci colocalizing with TERT signals in mouse
spermatocytes I was similar (18%) to that observed in human
spermatocytes I (14%). These proportions were maintained in
SYCP3(—) cells in both mouse (19%) and human (18%) testes
(Fig. 5). Moreover, we noticed that, when analyzed separately,
the percentages of TERRA and TRF2 signals colocalizing with
telomerase in spermatocytes I were complementary one to each
other (74% in mouse and 36% in human). In light of these
observations, we analyzed whether TERRA foci were
colocalizing with telomerase signals at the end of the SC or
were otherwise free in the nucleus. In human spermatocytes I,
half of the TERRA-TERT colocalizing signals (47.4%) were
located at telomeres, whereas in mouse spermatocytes I, most
of TERRA-TERT signals (70.7%) were found away from the
telomere structure (i.e., free in the nucleus; Fig. 5C). Therefore,
only a small proportion of telomerase molecules would
colocalize with the pool of free TERRA molecules.

Telomere Length Is Maintained During Gametogenesis

We subsequently analyzed whether TERRA expression is
affecting telomere length in mammalian germ cells by Q-FISH

Article 103

‘610" poidal|oiq mmm Wolj peapeojumoq




REIG-VIADER ET AL.

mouse testis

human testis

100 T SYCP3[-) colls
e B spermatocyies
g 80
-
o B
&
L ]
oL
0
.
5 0
-]

0o I .

Mouse testit  Human testis
su mal T .

E MioLse fests Human tests

&
3
g

LI TERRA-TERT foci not ocalized at telomeres
B TERRA-TERT foci kocalized at telomenes.

FIG. 5. Telomerase colocalization with TERRA in the nucleus. A) IF/RNA-FISH images showing TERRA (red) colocalization with TERT (green) in mouse
and human spermatocytes | and SYCP3(—) cells. All images were captured at X100. Insets show 200% enlarged regions with TERRA and TERT colocalizing
signals. B) Mean = SD of the proportion of TERRA foci colocalizing with TERT signals. Asterisks indicate significant differences by t-test (P < 0.05); n=
number of analyzed cells. C) Proportion of TERRA-TERT colocalizing signals found at ends limit of the SC of human and mouse spermatocytes I.

(Fig. 6, A, and B). We found that telomeres of spermatocytes I
were longer in mouse when compared to human spermatocytes
I (1.34-fold TFUs; Fig. 6C, left panel) which, in turn, showed
longer telomeres than mouse oocytes I (4.21-fold TFUs; Fig.
6C, left panel). When analyzed globally, the three groups of
germ cells had, on average, significantly longer telomeres than
HeLa cells (one-way ANOVA, P < 0.001), suggesting that
germ cell telomeres elongate before meiosis, presumably
during the proliferation stage of either primordial germ cells
or spermatogonia. In order to test this hypothesis, we analyzed
the distribution of the telomere lengths displayed by the
different analyzed cells (Fig. 6D, left panel). We found that
both mouse and human spermatocytes I showed wider length
ranges than mouse fetal oocytes and HeLa cells, suggesting
that at least the bulk of telomere elongation in oocytes I does
not take place during meiosis.

Given that mouse spermatocytes I showed the longest
telomeres, we analyzed telomere length throughout the
gametogenic process in three additional germ cell populations:
spermatogonia, spermatocytes II, and round spermatids (Fig.
6C, right panel). Indeed, the longest telomeres were found in
spermatocytes I, compared to the rest of the analyzed germ cell
types. This is probably due to the fact that a high proportion of
the spermatocytes I were at the pachytene stage, where all of
their telomeres are paired or synapsed; thus, each telomere
signal corresponds to four telomeres. Therefore, the equivalent
mean telomere length observed for each stage indicates that
telomeres are not elongated during this process, at least until
the beginning of spermiogenesis, since round spermatids,
whose chromosomes are composed of a single chromatid, show

mean telomere length similar to the other cell populations.
Comparing telomere length ranges in the different mouse male
germ cell populations (Fig. 6D, right panel), we confirmed that
spermatocytes I, represented mostly by pachytene spermato-
cytes, were those germ cells that exhibited the highest TFUs.
However, although the only evidence of a possible elongation
activity was found in round spermatids, the observed range of
telomere lengths in this subpopulation was slightly narrower
than the ones obtained for the other mouse germ cells
subpopulations, suggesting that if elongation were taking
place, it would not cause a dramatic net change in the lengths
of the telomeres of round spermatids.

DISCUSSION

TERRA Dynamics During Mammalian Gametogenesis

The combination of IF and RNA-FISH techniques allowed
us to study both nuclear levels and distribution of TERRA
molecules in mouse and human germ cells. TERRA was found
forming foci in germ cells of both species. The number of
TERRA foci detected in mammalian germ cells was higher
than what has been reported in somatic cells [3] but ranged
within the values previously observed in mouse embryonic
stem cells [4, 39, 58]. Moreover, both TERRA levels and the
percentage of telomeres with TERRA signals were noticeably
higher in male than in female germ cells of both mouse and
human samples, indicating that TERRA dynamics might be
associated with gender-specific characteristics regardless of the
species.
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Importantly, TERRA foci were localized mainly at the
telomeres of all the analyzed germ cells, confirming previous
observations in human fetal oocytes [40] and suggesting that
TERRA would be an important player for the proper
progression of the processes taking place throughout prophase
L. In fact, we did not find differences in TERRA levels between
prophase I stages in human spermatocytes I, and in mouse
samples, leptotene spermatocytes showed the highest TERRA
levels. This would support the idea that TERRA synthesis
might begin during the premeiotic S phase or otherwise during
the first stages of meiosis, when chromosome movements and
chromatin rearrangements take place [40].

Strikingly, we observed a negative correlation between
TERRA levels and the percentage of TERRA foci colocalizing
with telomeres (TERRA-TRF2 colocalization). This tendency
was inverted when considering the percentage of telomeres
colocalizing with TERRA (TRF2-TERRA colocalization),
suggesting that TERRA molecules would be located at
telomeres until reaching a threshold beyond which TERRA
would be released from the chromosome. Actually, these
correlations were less pronounced in oocytes I, where TERRA
levels were also lower than in spermatocytes I. In the case of
females, the minimum threshold for TERRA levels would not
be reached; thus, the available TERRA molecules would tend
to remain associated with the telomeric complex. In fact, in
human fetal oocytes, where TERRA levels were markedly low,
most TERRA foci were located at telomeres, in sharp contrast
to what was observed in mouse fetal oocytes. These
observations suggest that TERRA-telomere association could
be subjected to a threshold that is TERRA level dependent.

Moreover, the analysis of TERRA transcription in mouse
flow-sorted germ cells populations indicated that TERRA is
not uniformly synthetized across spermatogenesis, supporting
the view that both TERRA transcription and its telomeric
localization are independently regulated [59]. Specifically,
TERRA transcription increased across spermatogenesis but
decreased when spermiogenesis begins (Fig. 7). It is well
known that two main transcription waves occur in spermato-
genesis that precisely orchestrate differentiation stages of
spermatogenic cells [60, 61]. DNA methylation increases
along spermatogenesis [62] and correlates with chromatin
compaction [63], which begins with spermiogenesis. More-
over, Porro et al.. [37] described that TERRA is cell cycle
regulated. Therefore, it seems plausible that TERRA would be
synthetized during the first stages of spermatogenesis in order
to localize at telomeres, contributing to telomeric stability
during the meiotic process.

Furthermore, we detected different amounts of TERRA
transcripts in primary spermatocytes, depending on the
subtelomere analyzed. Studies on TERRA synthesis have
reported that changes in telomeric heterochromatin due to cell
homeostasis alterations, such as changes in shelterin compo-
nents and/or DNA or histone methylation, could differentially
affect telomeric transcription in specific chromosomes [44, 59,
64, 65]. Therefore, the differences observed in 5q and 11q
telomeric transcription suggest that the telomere structure may
be differentially regulated during the chromosomal events that
take place during the first meiotic division. In fact, it has been
described in human cancer cells that telomere transcription
positively correlates with telomere movements, increasing its
mobility [66]. Thus, in the light of our results, it is tempting to
propose that TERRA, in addition to its structural role, could
participate in the regulation of the telomere dynamics during
the progression of chromosome events that take place during
meiosis.

Telomerase: A Component of Mammalian Meiotic
Chromosomes?

The role of telomerase during gametogenesis has been an
open question given that studies describing its nuclear
distribution in the germ line are rather scarce [26, 40].
Although telomerase is the main strategy developed by
eukaryotic cells to counteract telomeric DNA shortening, a
structural function has been recently attributed to telomerase
[67]. It is in this new scenario where our 3D reconstructions of
spermatocyte chromosomes suggest that telomerase physically
localizes at telomeric complexes during gametogenesis,
especially in mouse germ cells compared to human ones. It
seems likely, then, that telomerase localization at telomeres
could be differentially regulated, depending on species-specific
telomeric characteristics. In fact, this telomeric localization is
maintained throughout mouse spermatogenesis, indicating that
telomerase would remain associated with telomeres during this
process.

But are these telomeric telomerase molecules actively
elongating telomeres during gametogenesis? We observed a
high proportion of long telomeres in spermatocytes I when
compared to oocytes I (Fig. 6, C and D, left panels). In fact, we
did not find significant differences in telomeric length
throughout mouse spermatogenesis (Fig. 6C, right panel),
mirroring previous studies in human gametogenic cell
populations [68]. These findings suggest that if telomere
elongation were taking place during spermatogenesis, it would
probably occur at the beginning of cell differentiation, from
secondary spermatocytes to spermatids. This interpretation is
sustained by the observation that round spermatids (haploid
cells with a single chromatid per chromosome) showed mean
telomere lengths similar to spermatogonia or spermatocytes II
(whose chromosomes are composed of two chromatids).
However, it must be noticed that the distribution of telomere
lengths decreased in round spermatids. Therefore, and taking
into account that telomeres of somatic cells are synthesized
during the S phase of the cell cycle [69], our results suggest
that telomere elongation would presumably take place not
during spermatogenesis (Fig. 7) but during the mitotic
proliferation of spermatogonia or, otherwise, along the
premeiotic S phase.

Moreover, mouse oocytes I were the cells with the shortest
telomeres (similar to HeLa cells). These results suggest that
oocytes I would begin oogenesis with already short telomeres
that would be elongated in later stages of gametogenesis or
even after fertilization during embryo development, when high
levels of telomerase activity have been reported in the literature
[30, 32, 34, 35]. But the situation differed strikingly with
spermatogenesis, where several studies have detected high
telomerase activity in spermatogonia and/or in spermatids [26,
28, 29]. Our results indicate that telomerase is located at the
telomeres of germ cells throughout spermatogenesis. Thus, the
fact that we do not observe significant telomere elongation
during this process reinforces the hypothesis that attributes a
structural function to telomerase [70-74]. Furthermore, the
analysis of telomerase RNA template (TR) subunit expression
in different human spermatogenic cell populations carried out
by Yashima et al. [75] revealed that primary spermatocytes
showed the highest expression of TR, while spermatogonia and
secondary spermatocytes showed intermediate levels of TR
expression, and it was not detected in spermatids and
spermatozoa. This could explain why, although we found
TERT located at telomeres throughout spermatogenesis,
previous studies on telomerase activity have reported high
enzymatic activity at the beginning of spermatogenesis and low

Article 103

‘610" poidal|oiq mmm Wolj peapeojumoq




TELOMERE HOMEOSTASIS IN MAMMALIAN GERM CELLS

/f.-flqbnema
(-\\ [3m, 2eh
“x-u'_/
Loponams
. 21 neyies {3n, Jej
1'?5" {prophasa 1
/f' : 2] P
@ | () e, e
Spermatogonis Sperenalo e 1| R perrmatids J Sy i oD
{2n, 1efZc) {m, 2ch (=] Im, )
TERFLA,
transcrption
A e | TERRATE2
co-lacalization
a [ —— TEARATET
co-localization
TERT-TRF2
co-|lacalization
Tedomene
kength
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activity in the differentiation stages. In other words, if telomere
elongation occurred during spermatogenesis, it would depend
on TR expression but not on TERT association with telomeres.
Therefore, rather than elongating telomeres, functional TERT
might be associated with telomeres of germ cells forming part
of the shelterin complex, contributing to the preservation of
telomere stability throughout the multiple telomeric chromatin
changes that take place during gametogenesis.

Telomere Length Homeostasis During Mammalian
Gametogenesis: Is There a Cross Talk Between TERRA,
Telomerase, and Telomeres?

Little is known about how telomeres structure and
homeostasis are maintained during gametogenesis, including
the cooperative role, if any, of TERRA, telomerase, and
telomeres during the process. Here we have shown that a high
proportion of telomerase foci colocalizing with TERRA were
not located at the end of the meiotic chromosomes, indicating
that, in germ cells, a pool of TERRA molecules is free within
the nucleus and colocalizes with telomerase. Moreover, the
proportions of TERT-TERRA colocalization observed in
mouse and human spermatocytes I were approximately
complementary to those observed for TERT-TRF2 colocaliza-
tion. In fact, TERRA and telomerase association has been
previously described in somatic cells [47], and it has been
proposed that a free TERRA subpopulation might be
associated with telomerase molecules [37]. Moreover, a close

relationship between TERRA levels, TERRA-mediated telo-
merase inhibition, and cell cycle progression has been
described in somatic cells [37, 76]. Thus, in the light of our
results, it seems plausible that TERRA molecules that are not
associated with telomeres might be, once transcribed, released
from telomere, recruiting free telomerase molecules in the
nucleus and regulating the activity of telomerase.

The relationship between TERRA and telomere length has
been more controversial. Initial studies suggested a direct
relationship between TERRA transcription and telomere length
[4, 39, 47, 77]; however, recent studies have challenged this
hypothesis [48-51]. Current reports in yeast suggest that, on
the one hand, the relationship between TERRA and telomere
length would come from the regulation of telomere replication
by the formation of a TERRA-telomeric DNA hybrid structure
[78, 79] and that, on the other, TERRA would be transcribed in
a telomeric length-dependent manner in order to recruit
telomerase to the shortest telomeres [80]. We found that
TERRA levels were higher in spermatocytes I than in oocytes I
regardless of the species analyzed, consistent with the
differences in telomere lengths between these cells, indirectly
suggesting a link between TERRA levels and telomere lengths.
Nevertheless, when comparing TERRA transcription and
telomere lengths throughout spermatogenesis, this relationship
seems unlikely since TERRA transcripts showed a dramatic
increment with spermatogenesis progression, whereas telo-
meres lengths did not (Fig. 7). Moreover, the localization of
telomerase at telomeres followed different patterns in mouse
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and human germ cells and was constant across spermatogenesis
despite the observed variations in TERRA transcription (Fig.
7). In somatic cells, TERRA localization at telomeres does not
seem to be subject to telomere length [49]; nevertheless, in
yeast, TERRA has been found to be an indicator of short
telomeres, being transcribed when a telomere reaches a length
threshold [80]. Therefore, the regulation of TERRA and TERT
localization at telomeres in mouse and human germ cells might
not depend on TERRA transcription or exclusively on telomere
length. Instead, it could be associated with intrinsic telomere
requirements and/or gender-specific (in the case of TERRA)
and species-specific (in the case of TERT) characteristics of the
telomeric structure homeostasis regulation.

In conclusion, we propose that both TERRA and TERT
form part of the telomeric structure of mammalian germ cells as
a way to provide the stability needed to deal with all the
chromatin changes and chromosome movements that take
place throughout the gametogenic process. Importantly, as
happens with all telomeric components, both TERT and
TERRA would be precisely regulated, depending on the
cellular context, as well as species- and/or gender-specific
features.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1. Mouse ovarian tissue cells labeled by the different cytogenetic techniques used. Oocytes |
(left) and ovarian SYCP3(-) cells (right) showing TERRA (red) co-localization with TRF2 (green); TERT
(green) co-localization with TRF2 (red); and telomeres marked with the telomeric PNA probe (green).
Complexes are revealed by SYCP3 (light blue) and DNA is counterstained with DAPI (blue). All images
were captured at 100x. Insets indicate 200% enlarged regions showing co-localizing signals.

Figure S2. Correlations between TERRA foci and TERRA/TRF2 co-localization in mouse and
human germ cells. TERRA foci and TERRA-TRF2 co-localization were inversely correlated in mouse
and human samples and in both cells types. In contrast, TERRA foci and TRF2-TERRA co-localization
were positively correlated in mouse and human samples and in both cells types. Asterisks indicate
significant correlations calculated by Pearson’s coefficient, (*) p < 0.05, (**) p <0.001.

Figure S3. Mouse spermatogenic FACS populations. Example of a graph obtained after flow-sorting
spermatogenic populations from mouse testes. Each point stands for a singular cell event. Red, yellow and
blue zones indicate low, medium and high density of events, respectively. The Y-axis, FL 8 Lin (blue
Hoechst fluorescence detector), measures DNA complexity whereas the X-axis, FL 9 Lin (red Hoechst
fluorescence detector), measures DNA quantity. R5, R6, R7 and R9 populations correspond to
spermatogonia, spermatocytes 11, spermatocytes I and round spermatids populations, respectively. Images
show cells stained by IF against H1t (red) and SYCP3 (green) proteins, and DNA counterstained with
DAPI (blue) used to evaluate the enrichment achieved for each cell population. All images were captured
at 100x. Numbers indicate the diploid number for each cell type and, between parentheses, the DNA
content per cell.

Figure S4. Telomere structure of human spermatocytes 1. (A) Profiles obtained by the analysis in
spermatocytes I of the fluorescence intensity (measured as arbitrary units) of TRF2-TERT co-localizing
signals, schematically illustrated in the pictures below. (B) Distances between TRF2 and TERT
fluorescence signals obtained by the analysis of the profiles expressed in nm. The black line indicates the
mean of TRF2-TERT distance. n = number of telomeres with TRF2-TERT co-localizing signals. (C)
Proportion of totally or partially co-localizing TRF2 and TERT fluorescence profiles.

Copyright 2014 by The Society for the Study of Reproduction.



BOR-Papers in Press. Published as DOI: 10.1095/biolreprod.113.116954

mouse oocytes mouse ovarian SYCP3(-) cells
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4.3. L’homeostasi telomeérica es veu compromesa als
espermatocits de pacients amb infertilitat idiopatica

Tot i que, en estudis previs, ha estat possible detectar alteracions en la meiosi en molts casos
d’infertilitat i diopatica m asculina, m olt sovint nos en’ han pog ut de terminar les ¢ auses
cel-lulars. La disrupcié de I’estructura telomeérica en les cél-lules germinals comporta 1’alteracio
de la g ametogénesi finsal puntque o bé s’ aturao b éresulta en gametes an euploides i/o
inviables. Els nos tres r esultats previs indiquen que tan TERRA com T ERT formarien part i
alhora contribuirien en el manteniment de I’estructura dels telomers durant la gametogénesi. Per
tant, can vis en la sev a d istribucié telomeérica inivells nuclears p odrienserelreflexdela
pertorbacio de I’homedstasi telomerica de les cél-lules germinals, 1a qual cosa podria ser origen

d’una subsegiient pertorbacio del procés de divisidé meiotica.
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Telomere homeostasis is
compromised in spermatocytes from
patients with idiopathic infertility

Rita Reig-Viader, M.Sc., P Laia Capilla, M.Sc.,® Marta Vila-Cejudo, M.Sc.,? Ferran Garcia, M.D.,*
Begona Anguita, Ph.D.,© Montserrat Garcia-Caldés, Ph.D.,>° and Aurora Ruiz-Herrera, Ph.D.>P

2 Departament de Biologia Cel.lular, Fisiologia i Inmunologia and ® Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB), Universitat
Autonoma de Barcelona, Campus UAB, Cerdanyola del Valles; and © Fecunmed, Casals s/n, Granollers, Spain

Objective: To study whether the telomere structure of germ cells from idiopathic infertile men is altered and if this impairment is influ-
enced by meiotic recombination and telomere length.

Design: We performed a detailed analysis of both telomeric repeat-containing RNA (TERRA) and telomerase distribution in testis cell
spreads by combining immunofluorescence and RNA fluorescent in situ hybridization. In addition we analyzed meiotic recombination
between homologous chromosomes by immunofluorescence and telomere length by quantitative fluorescent in situ hybridization.
Setting: University.

Patient(s): Men consulting for fertility problems.

Intervention(s): Unilateral testicular biopsies.

Main Outcome Measure(s): We observed that TERRA levels and its nuclear distribution were compromised in infertile patients. In
addition, the presence of the protein component of telomerase at telomeres decreased in the affected patients. However, neither
telomerase-TERRA association nor telomere length was altered in spermatocytes I of infertile samples compared with control
individuals. In addition, we observed that meiotic recombination was reduced in infertile individuals.

Result(s): Telomere homeostasis is impaired in infertile patients, and this was translated into a decrease in TERRA levels together with
an alteration of the TERRA-protein component of telomerase telomeric association in primary spermatocytes.

Conclusion(s): This study demonstrates for the first time that telomere structure and homeostasis in germ cells is compromised in
infertile individuals. In the light of our results we propose that the analysis of telomeric structure
(i.e., TERRA levels and telomere association with TERRA and telomerase) would provide new
tools for our understanding of the origin of human infertility. (Fertil Steril® 2014; Il : Il - .
©2014 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: TERRA, telomerase, infertility, telomeres, recombination, meiosis, spermatocytes
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teins, and regulatory pathways 15% of couples do not achieve which  reduces by  half the

(1-5).  Human reproduction, pregnancy  within 1 year of chromosome number of germ cells
which includes several processes, such intercourse (7), especially in developed and increases genetic variability.
as gamete formation and transporta- countries  where infertility is These goals are achieved by synapsis
tion, fertilization, implantation, and considered epidemic (8-10). In this and recombination between homolo-
embryo development in the uterus, is context, a faithful control of meiosis gous chromosomes during the first
notoriously inefficient, with 20% of is essential for assuring fertility. meiotic prophase (1). However, male

and female meioses differ in many
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spermatocytes cannot escape meiotic checkpoints,
undergoing apoptosis and causing infertility due to the
absence/reduction of mature spermatozoa (12-16). This
faithful regulation is translated into a low incidence of
aneuploidy in spermatozoa compared with oocytes (17, 18).
Because recombination is necessary for the correct
segregation of homologous chromosomes during meiosis,
several studies have included the analysis of recombination
as a marker for detecting alterations during the first meiotic
division in both spermatocytes I and oocytes I (19-25). The
general view that can be extracted from these studies is that
the average number of meiotic crossovers is lower in
infertile patients with nonobstructive idiopathic infertility
than in control individuals (19, 20, 22-24).

Telomeres, the ribonucleoprotein structures capping
chromosomal ends, are relevant to meiosis as they promote
pairing and synapsis between homologous chromosomes by
the formation of the bouquet (26). Short and/or damaged telo-
meres have been often related to many processes related to
infertility, such as gametogenesis disruption, impairment of
nuclear organization in spermatozoa, incidence of aneuploid
gametes, and reproductive aging (27-29). Critical telomere
attrition produces defects in synapsis and recombination
between homologous chromosomes, affecting also the
formation of the meiotic spindle (30-32). In addition, short
telomeres have been shown to increase the incidence of
aneuploidy in human oocytes II (33) and induce DNA
fragmentation and disruption of telomere-telomere
interactions in human spermatozoa (34-36).

Relevant to the maintenance of telomere integrity during
the cell cycle are both the protein complex (shelterin) and the
telomeric repeat-containing RNA (TERRA), which form part
of the telomeric structure (37, 38). TERRA is a long
noncoding RNA, transcribed from telomeric and
subtelomeric sequences, which is found in the nucleus of
mammalian somatic and germ cells, either as free molecules
or associated with the telomeric structure (39-44). TERRA is
involved in the maintenance of telomere integrity (39, 41,
45, 46). In the context of reproductive biology, we have
recently reported that the localization of TERRA at
telomeres during mammalian meiosis is subjected to
gender-specific features, and that the regulation of its tran-
scription is controlled during spermatogenesis (43, 44). In
addition, evidence for an interaction between TERRA and
telomerase has been recently reported (40, 47-49).
Telomerase is the protein that maintains telomere length in
specific cell types such as stem cells or cancer cells.
Nevertheless, it can also act as a structural component of
the telomeric complex in somatic (50-54) and germ cells
(43, 44) when it associates with telomeres, probably
contributing to the integrity of the telomeric structure,
rather than being implicated in telomere elongation (44).
This fact, together with the recent description of a TERRA-
telomerase association in mammalian germ cells (43, 44),
highlights the importance of telomere homeostasis in fertility.

In the present report we have analyzed meiotic recombi-
nation and telomere homeostasis in patients diagnosed with
idiopathic infertility. We found that telomere homeostasis is
impaired in infertile men, which was translated into a

decrease in TERRA levels together with an alteration of the te-
lomeric-TERRA association in primary spermatocytes.
Although we did not find a deficiency in telomere length in
any of the individuals analyzed, we did observe a decrease
in the localization of telomerase at telomeres in primary sper-
matocytes from infertile patients when compared with control
individuals. Overall, our results highlight the importance of
considering telomere homeostasis when studying human
infertility.

MATERIALS AND METHODS
Biological Samples

Testis biopsies obtained from five men were used: four
patients diagnosed with nonobstructive deficiency of sperma-
tozoa due to unknown causes (i.e., idiopathic) (P1-P4) seeking
for fertility treatment and one individual (C1) with proven
fertility undergoing a vasectomy at the time of tissue retrieval
(Supplemental Table 1, available online). All men had normal
46,XY karyotypes. Samples were provided by the Assisted
Reproduction Center Fecunmed (Granollers, Spain), after
signing an informed consent, and processed immediately
and transported ice cold to the laboratory.

In addition, HeLa cells were used as control cells with
known telomere length (55), cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) with 10% fetal bovine serum, under
standard conditions.

Ethical Approval

Institutional Review Broad approval was obtained. All the
protocols adopted herein were approved in compliance with
the guidelines and ethical approval by the Comissié d’Etica
en I’Experimentacion Animal y Humana of the Universitat
Autonoma de Barcelona.

Cell Preparation Methods

For the analysis of the telomere structure in testis samples, cell
spreads were obtained as previously described (43). Briefly,
testicular tissue was mechanically disaggregated, permeabi-
lized with CSK buffer (100 mM NaCl, 300 mM sucrose,
3 mM MgCl,, 10 mM PIPES, 0.5% Triton X-100, and
10 mM ribonucleoside-vanadyl complex), fixed with 4%
paraformaldehyde, and finally washed with 700% ethanol.
Slides were kept at -80°C until use. Before experiments, two
slides per sample were immunostained against SYCP3 and
treated with 6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (see immuno-
fluorescence section) to evaluate cell morphology, telomere
integrity, the bouquet configuration, and synaptonemal com-
plex integrity according to morphological criteria described in
previous studies (21, 25, 56). HeLa cells were removed from
flasks by trypsinization and subsequently processed
following the same protocol used for testis samples.

For the analysis of meiotic recombination, spreads of pri-
mary spermatocytes were obtained following Ko and Martin
(57). Testicular tissue was first mechanically disaggregated
in 1x phosphate-buffered saline (PBS). Then cells were
treated with a hypotonic solution (sucrose 500 mM) for 12—
13 minutes and fixed for 15 minutes in 4% paraformaldehyde,
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0.159% Triton X-100 at pH 9.8. Finally slides were air-dried for
15-20 minutes and washed in 1% PhotoFlo (Kodak).

Immunofluorescence

For the evaluation of telomere homeostasis, spermatocytes
were immunostained as previously described (43). Briefly,
slides were blocked with PTBG (0.2% bovine serum albumin
[BSA], 0.2% gelatin, 0.1% Tween-20, and 1x PBS) and then
incubated with primary antibodies: mouse anti-TRF2 (Milli-
pore), mouse or rabbit anti-SYCP3 (Abcam), and rabbit
anti-TERT (Rockland). Next, slides were incubated with sec-
ondary antibodies: goat anti-mouse Cy5, mouse anti-rabbit
Cy5, goat anti-rabbit fluorescein isothiocyanate conjugate
(FITC), and goat anti-mouse FITC (Jackson Immunoresearch),
and were fixed in 4% paraformaldehyde. Finally, DNA was
counterstained with DAPI. The telomeric regions of chromo-
somes and telomerase enzyme were detected using an anti-
body against the shelterin protein TRF2 and against the
protein component of telomerase (TERT), respectively, as pre-
viously described (43). The efficiency of the TERT antibody
was initially tested in telomerase-positive (HeLa cells) and
telomerase-negative cells (human primary fibroblasts) (43).

Recombination events were evaluated by immunofluo-
rescence using MLH1 (i.e., a marker for meiotic crossovers)
in human spermatocytes following Ko and Martin (57). Slides
were washed for 30 minutes in 1x antibody dilution buffer
(0.05% Triton X-100, 1x PBS), and then incubated overnight
at 37°C with the following primary antibodies diluted in 1x
antibody dilution buffer: mouse anti-MLH1 (BD Pharmigen),
rabbit anti-SYCP3 (Abcam), and complication of Raynaud’s
phenomenon, esophageal dysfunction, sclerodactyly, and tel-
angiectasia (CREST) serum. Slides were washed twice in 1x
PBS, and incubated for 90 minutes at 37°C with the following
secondary antibodies diluted in 1x PBS: anti-mouse FITC,
anti-rabbit Cy3, and goat anti-human Cy5 (Jackson Immu-
noresearch). Finally, cells were washed three times in 1x
PBS for 10, 20, and 30 minutes, and stained with DAPI. The
CREST serum was used to label centromeres (58).

In all patients, the immunodetection of SYCP3, a protein
of the lateral element of the synaptonemal complex, allowed
us to classify testis cells according to different criteria (43).
We identified primary spermatocytes undergoing the first
meiotic prophase, which were evaluated as a separate group
from the cells negative for SYCP3 (for now onward,
SYCP3(-) cells). SYCP3(-) cells include nonspermatocyte I
germ cells, Sertoli and Leydig cells, as well as cells from the
testicular stroma (e.g., fibroblasts). We classified spermato-
cytes I depending on the different prophase I stages (lepto-
nema, zygonema, pachynema, and diplonema) following
previous studies (21, 43).

RNA-fluorescent In Situ Hybridization

RNA-fluorescent in situ hybridization was carried out imme-
diately after immunofluorescence, as described previously
(43). TERRA was detected through a (CCCTAA)3 oligonucleo-
tide probe given that the telomeric sequence of TERRA con-
sists of UUAGGG repeats in mammalian cells (39, 40). In

Fertility and Sterility®

short, after dehydration, cells were hybridized with the
oligonucleotide probe Cy3-conjugated (XX Integrated DNA
Technologies). Next, slides were washed with different astrin-
gent solutions and, finally, cells were counterstained with
DAPI. A negative control consisting of a slide treated with
RNase A was included in the experiments. For the TERRA
levels analysis, cells were classified into three groups depend-
ing on the number of TERRA foci observed: cells with less
than 15 TERRA foci, cells with 15-30 TERRA foci, and cells
with more than 30 TERRA foci.

Quantitative-fluorescent In Situ Hybridization

Quantitative-fluorescent in situ hybridization analysis was
performed according to manufacturer’s protocol (Panagene).
In brief, cells were air-dried, fixed in 4% formaldehyde, and
their cytoplasm was removed with 0.005% pepsin. After
ethanol dehydration, cells were hybridized with TelC PNA
probe FAM-conjugated (Panagene), complementary to
G-rich strand. Finally, cells were washed in detergent solu-
tions and were counterstained with DAPI. Fluorescence was
calibrated before and after every image-capturing session
by means of green fluorescent beads (Life Technologies). Telo-
mere intensities were obtained as arbitrary telomere fluores-
cent units by measuring spot optical densities using the
TFL-Telo software (59). For each experiment, an internal
control consisting of cells with known telomere length (i.e.,
HeLa cells) was included. Results were normalized expressing
the telomere fluorescent units obtained in human germ cells
as the increment with respect to HeLa.

Microscopy

Preparations were evaluated using a Nikon Eclipse 90i
epifluorescence microscope equipped with the appropriate
filters and connected to a charge-coupled device camera.
Images were captured and produced by the Isis software
(Metasystems).

Data Analysis

Data was statistically analyzed by means of PAWS Statistics 18
software (SPSS, IBM). Analysis of variance (ANOVA) and ¢ tests
were used to compare means between cell types and samples,
first applying the test of homogeneity of variances. Similarities
between different categories were analyzed through Scheffe’s
post-hoc test. Pearson’s coefficient was used to calculate corre-
lations between TERRA levels and TERRA/TRF2 colocalization.

RESULTS

Recombination Rates are Reduced in Infertile
Patients

We analyzed the number of crossovers in spermatocytes from
infertile and control men as a way to characterize our sample.
It is well known that infertile human male patients have
decreased numbers of crossovers when compared with control
individuals (19, 20, 23, 24). Therefore, we tested whether
any alteration in the recombination pattern could be related
to the infertile phenotype observed (Supplemental Table 1).
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We analyzed meiotic recombination by means of
immunodetection against MLH1 at pachynema (Fig. 1A).
We found significant differences in the mean number of
meiotic crossovers per cell detected in infertile patients
when comparing with control individuals (Fig. 1B). The
group of infertile patients presented, on average lower
MLH1 foci per cell (45.2 £+ 5.8) than the control sample
(49.28 + 3.9) (¢ test; P<.001) (Fig. 1B). In addition,
spermatocytes I from infertile men showed a higher
percentage of cells lacking one MLH1 foci per bivalent
when comparing with control individuals (Fig. 1C).

TERRA Levels and Nuclear Distribution are
Disturbed in Infertile Patients

Previous studies have reported that, under normal conditions,
TERRA molecules colocalize with telomeres at a high propor-
tion in somatic cells (39, 40, 42, 60). In the case of mammalian
germ cells, we have recently shown that both TERRA levels
and nuclear distribution are gender dependent, being
especially high in males when compared with females in
human and mouse (43, 44). Therefore, we studied both
TERRA levels and its nuclear distribution in testis samples
to study whether the structure of telomeres of germ cells in
men with idiopathic infertility is altered.

We observed TERRA as discrete foci in 100% of cells of
the analyzed samples (Fig. 2A), and its levels were signifi-
cantly higher in primary spermatocytes than in SYCP3(-) cells
(x* test; P<.001), irrespective of the fertility diagnosis
(Fig. 2B). When comparing TERRA levels between samples,
we found that spermatocytes I from infertile men showed
significantly lower number of TERRA foci than control indi-
viduals (x* test; P<.001), whereas only in one patient (P3)
significant differences for SYCP3(-) cells were found (one-
way ANOVA, P<.05) (Fig. 2B).

Regarding the distribution of TERRA at telomeres, both
the proportion of telomeres showing TERRA signals and
TERRA localization at telomeres were significantly higher in
spermatocytes than in SYCP3(-) cells in all patients (¢ test,
P<.001) (Fig. 2C). However, when we compared the distribu-
tion of TERRA at telomeres between samples, we found
different tendencies from those observed for TERRA levels.
In two patients (P1 and P2), TERRA-TRF2 colocalization in
spermatocyte I was significantly higher than in control indi-
viduals (one-way ANOVA, P<.001) (Fig. 2C, left). In contrast,
the proportion of telomeres associated with TERRA signals in
spermatocytes (i.e., TRF2-TERRA colocalization) did not
significantly change between samples (Fig. 2C, right). The
same tendency was observed in SYCP3(-) cells in both
TERRA-TRF2 colocalizations.

FIGURE 1
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Recombination analysis in testis samples. (A) Examples of immunolocalization of meiotic recombination events in human spermatocytes at
pachynema from control (top) and an infertile patient (bottom). MLH1 foci are depicted in green, centromeres in blue, and synaptonemal
complexes in red. Arrowheads indicate bivalents lacking MLH1 signals. (B) Distribution of the mean numbers of MLH1 foci per cell observed in
each sample. Means are indicated by a horizontal black line. (C) Percentage of pachytene spermatocytes showing one MLH1-negative bivalent.
In both cases asterisks indicate the level of significance compared with control. *P<.05 (one-way analysis of variance [ANOVA] and t test);

**P<.001 (one-way ANOVA and t test).
Reig-Viader. Telomeric dysfunction in infertile men. Fertil Steril 2014.
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FIGURE 2 Continued

TERRA levels and colocalization between TERRA and TRF2. (A) Representative images of a pachytene spermatocyte and a SYCP3(-) cell showing
TERRA (red foci) localization at telomeres (light blue foci), the synaptonemal complex in green and the DNA counterstained with 6-diamino-2-
phenylindole (DAPI). Insets show enlarged TERRA foci colocalizing with TRF2 signals. (B) TERRA levels expressed as the percentage of
spermatocytes | (sp I) and SYCP3(-) cells included in each group according to TERRA levels: less than 15 foci, between 15 and 30 or more than
30 foci. (Clover indicates retrieved from Reig-Viader et al., 2014 [44]). Asterisks indicate significance for SYCP3(-) cells, and number signs for
spermatocytes |, both compared with the control sample (x? test and one-way analysis of variance [ANOVA]). * or #*P<.05; ** or #P<.001.
The table below indicates the number of cells analyzed per sample and cell type. (C) Percentage of TERRA foci localizing at telomeres (/eft) and
percentage of telomeres showing TERRA foci associated (right) in both primary spermatocytes and SYCP3(-) cells. (the clover symbol indicates
data retrieved from Reig-Viader et al., [44]). Asterisks indicate significance for SYCP3(-) cells and number signs (#) for spermatocytes |, both
compared with the control sample (one-way ANOVA). * or *P<.05; ** or #*P<.001. Tables below indicate the number of cells analyzed per
sample and cell type. (D) Pearson correlations between the number of TERRA foci per cell and the percentage of TERRA localized at telomeres
in spermatocytes | (sp) and SYCP3(-) cells for each sample. (E) Pearson correlations between TERRA foci and the proportion of telomeres
showing TERRA in spermatocytes | (sp) and SYCP3(-) cells. Significance is indicated by asterisks: *P<.05; **P<.001. (Clover indicates retrieved

from Reig-Viader et al., 2014 [44]). See text for other acronyms.

Reig-Viader. Telomeric dysfunction in infertile men. Fertil Steril 2014.

More important, we observed that in the control sample
the number of TERRA foci correlated negatively with the pro-
portion of TERRA associated with telomeres, but positively
with the proportion of telomeres showing TERRA signals
(Fig. 2D and E), mirroring previous results in mice (44). How-
ever, although the positive correlation between TERRA foci
and TRF2-TERRA colocalization can also be observed in
infertile patient cells (Fig. 2E), the negative correlation be-
tween TERRA foci and TERRA-TRF2 colocalization observed
in the control sample was not statistically significant in
most infertile samples (P1-P3; Fig. 2D). Thus, these results
suggest the existence of an alteration in the nuclear distribu-
tion of TERRA molecules in infertile samples when compared
with the fertile donor. This was translated into an increase in
the proportion of telomere-free TERRA, whereas the associa-
tion of TERRA at the telomeric structure would be maintained
unaltered.

The Presence of TERT at Telomeres Decreases in
Infertile Patients

Although it has been previously reported that a lack of func-
tional telomerase can induce meiotic aberrations, apoptosis of
male germ cells and disruption of zygote progression (29-32),
little is known about how telomerase activity is regulated in
human germ cells (61-64). In this context, we have
previously described the nuclear distribution of telomerase
in mouse and human germ cells (43, 44) suggesting that,
because telomerase is associated with telomeres throughout
all gametogenesis stages, it might play a functional role in
maintaining the telomeric structure. Therefore, we analyzed
the telomerase distribution in relation to telomeres in
infertile patients to test whether the relationship between
these molecules is affected (Fig. 3A).

We observed that the proportion of telomeres showing
telomerase signals was significantly higher in spermatocytes
than in SYCP3(-) cells (f test, P<.001), but only in the control
sample (Fig. 3B). In infertile samples, on the contrary, TRF2-
TERT colocalization was similar in both cell types. In fact,
spermatocytes I from infertile patients showed a significantly
lower proportion of telomeres associated with telomerase sig-
nals compared with control individuals (one-way ANOVA,

P<.001). No significant differences between samples were
found for SYCP3(-) cells, suggesting that the association of
telomerase at telomeres would be differentially regulated in
spermatocytes I and disrupted in infertile testicular biopsies.

The TERRA-TERT Association is Not Altered in
Spermatocytes | from Infertile Patients

Understanding the functional relationships between TERRA
and telomerase has been a long-standing question, resulting
in contrasting views (40, 42, 47-49, 65-68). In the present
study we analyzed whether the association between TERRA
and telomerase (here exemplified as TERT) was altered in
spermatocytes I from infertile men (Fig. 3C and D). Our
results showed that, despite slight variations in the
proportion of TERRA-TERT colocalization between cell types,
no significant differences were found between spermatocytes
I and SYCP3(-) cells among samples (one-way ANOVA,
P>.05) (Fig. 3D). In addition, the colocalization of TERRA
foci and telomerase was similar in spermatocytes I and
SYCP3(-) cells in all samples. Therefore, it seems likely that
the observed alterations of TERRA levels (i.e., low levels) or
changes in telomeric TERRA and TERT distribution in samples
from infertile individuals would not affect TERRA association
with telomerase.

Telomere Length in Spermatocytes | is Highly
Variable among Individuals

Many studies have suggested a causative role between short
telomeres and gametogenic errors, germ cells apoptosis, or
reduced fertility (30-33, 69-73). However, in the case of
human germ cells, reports on telomeric length are mainly
restricted to spermatozoa (70-74), which makes it difficult
to elucidate the mechanisms regulating telomere length
throughout spermatogenesis. In this context, recent reports
have suggested that telomeres would not undergo
elongation during spermatogenesis (44, 75). Thus, given
that we detected a decrease in telomerase association with
telomeres in germ cells of infertile patients (Fig. 3B), we
analyzed by quantitative-fluorescent in situ hybridization
whether this decrease would result in telomere length
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modifications (Fig. 4A). Both SYCP3(-) cells and primary sper-
matocytes showed longer telomeres than HeLa cells (one-way
ANOVA, P<.001) (Fig. 4B and C), supporting the long-
standing view that telomeres are longer in germ cells than
in somatic cells (74, 76, 77). Nevertheless, spermatocytes I
showed significantly longer telomeres when compared with
SYCP3(-) cells in all samples (one-way ANOVA, P<.001)
(Fig. 4B). This observation could be because most of the
spermatocytes I analyzed were found at the pachytene
stage, where one telomere signal corresponds to telomeres
from four chromatids, whereas in SYCP3(-) cells each signal
would be equivalent to a maximum of two telomeres.
Although both spermatocytes and SYCP3(-) from the
control sample were significantly different from infertile pa-
tients (one-way ANOVA, P<.001) (Fig. 4B), we found higher
variability of telomeric length between individuals. Despite
this behavior, we could appreciate a trend within samples;
that is, those samples where spermatocytes I showed longer

telomeres than in control individuals also showed SYCP3(-)
cells with longer telomeres and vice versa. In addition, the
same variability in spermatocytes I was observed when
comparing telomere length distributions (Fig. 4C), suggesting
that telomere length would not be affected by the reduction of
telomerase association at telomeres in primary spermatocytes
of infertile individuals.

DISCUSSION

Infertility is a growing problem in developed countries (8-10),
thus understanding cellular and molecular mechanisms
underlying this process is of crucial importance. Although
most studies on human infertility have been focused on the
female factor (17, 18), male factor infertility remains poorly
understood, and current diagnosis is mainly restricted to
semen analysis (78). This is translated into a high
percentage (30%-400%) of infertility patients whose cause is
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difficult to establish (7). It is in this framework where the
development of new approaches and/or markers for the
detection and diagnosis of male factor infertility are much
in need. Mirroring previous observations (20, 22, 24) we
observed that primary spermatocytes from infertile
idiopathic patients show reduced recombination rates. But,
more important, infertile men showed, at the same time, an
alteration of telomeric homeostasis. We propose, therefore,
that future studies determine whether maintenance of the
integrity of the telomere structure together with reduced
recombination between homologue contribute to some
cases of male factor infertility.

Reduced Recombination in Infertile Phenotypes

The cytogenetic study of meiotic recombination (here exem-
plified as the MLH1 protein) has been often applied to male
factor infertility studies (19, 20, 24). Our results indicate
that primary spermatocytes from infertile patients showed a
decrease in the mean number of MLH1 foci per cell,
together with a higher proportion of bivalents without
crossovers than control individuals. This is in agreement
with previous studies, supporting the view that at least part
of the origin of the infertile phenotype displayed by these
patients could be explained by a reduction in the number of
crossovers that could induce errors in homologue
segregation and, therefore, lead to apoptosis and
interruption of gametogenesis (22-24, 79, 80).

Nevertheless, a reduction in the recombination rate
cannot solely explain the total or severe abolition of produc-
tion of spermatozoa observed in these individuals, as the
reduction in the mean number of MLH1 foci was highly
variable. Therefore, the oligo-/azoospermia found in these
patients can be also attributed to defects in the gametogenic
process caused by additional factors. Considering the impor-

tance of telomeres for the proper development of synapsis and
recombination between homologues, the reduction in recom-
bination events could be related to alterations of the telomere
homeostasis, reinforcing the idea that TERRA and TERT
would be integral elements of the telomeric complex of
germ cells.

Decrease in TERRA Levels Induce Alteration of
TERRA Nuclear Distribution

The telomeric structure can be jeopardized by the deregula-
tion of TERRA expression due to disruption of telomeric
and/or TERRA-binding protein dynamics as well as to a modi-
fication of the telomere heterochromatin methylation pattern
(39,41, 45, 46, 65, 66, 81). Thus, it seems plausible that TERRA
homeostasis could also be involved in the maintenance of
telomeric integrity in mammalian germ cells. In this regard,
we compared the presence and distribution of TERRA across
our sample. Mirroring previously observations in mouse and
human germ cells (43, 44), TERRA was observed in all cell
types analyzed, colocalizing with TRF2 at the end of the
chromosomes, reinforcing the view that TERRA is an
important component of the telomeric structure in germ
cells. In fact, the percentage of telomeres showing TERRA
signals was similar in spermatocytes I of all analyzed
samples, showing a positive correlation with the number of
TERRA foci. However, TERRA levels were significantly
lower in patient samples when compared with the control
sample, and negative correlations between TERRA levels
and TERRA-TRF2 colocalization were not observed in most
of the patients. Therefore, our results indicate that an alter-
ation in TERRA levels may induce a reduction in the average
pool of TERRA-free molecules present in the nucleus of
primary spermatocytes from infertile patients. These results
support the hypothesis that TERRA, when transcribed, tends
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to be associated with telomeres until a threshold is reached,
beyond which it would dissociate from the telomeric structure
and be released to the nucleoplasm. As we previously reported
in female germ cells (43), such low TERRA levels in spermato-
cytes I from infertile patients would not be sufficient to reach
this threshold, therefore most of the synthetized TERRA mol-
ecules would be attached to telomeres and only a few of them
would be released as TERRA-free molecules.

Deficiency of TERT Association with Telomeres
Could Impair Telomeric Stability in Spermatocytes

Evidence in mice suggests that short telomeres induced by
depletion of telomerase activity compromise gametogenic pro-
gression and embryo development (30-32, 69). Studies on
telomerase function in the male germ line are scarce. At
present most studies focused on telomerase activity have
provided inconclusive results (82-86). In addition, studies in
the human germ line are restricted to the assessment of
telomerase activity in whole testicular samples (61, 62, 64).
Only two studies have studied telomerase across the stages of
spermatogenesis in mouse and humans (spermatogonia,
primary and secondary spermatocytes and spermatids, and
spermatozoa) (44, 63). The present study represents an
advance from those previously reported in that it reports
analysis of telomerase distribution in relation to telomeres in
germ cells from different infertile patients. Interestingly, we
observed a significant decrease in the percentage of TERT
levels associated with telomeres in primary spermatocytes of
infertile patients, although we found no significant
differences between patients and control in SYCP3(-) cells.
Therefore, the nuclear distribution of TERT appears to be
affected in spermatocytes I in infertile individuals, suggesting
a strong regulation TERT-telomere association presumably
due to the complex chromosome dynamics occurring in pro-
phase 1. Such observations give further support to the recent
view that considers the protein component of telomerase to
be associated with the telomeric structure of mammalian
germ cells (44), contributing to the maintenance of its stability,
as it has been previously described in somatic cells (50-54).

The TERRA and TERT Association is Decoupled
from Telomere Homeostasis and Telomere Length

Initial studies proposed that TERRA could inhibit telomerase
activity based on two lines of evidence: [1] TERRA-like oligo-
nucleotides associate with telomerase subunits (40, 47, 49),
and [2] the existence of an inverse correlation between
TERRA levels and telomeric length (48, 65, 66).
Nevertheless, this hypothesis has been recently questioned,
as no correlation between TERRA levels and telomerase
expression was found in subsequent studies in other cell
types (42, 67, 68). We have previously shown that, in mouse
and human germ cells, a fraction of TERRA colocalizes with
TERT signals outside the telomere structure (43, 44). In the
present study we found that the proportion of TERRA
associated with the protein component of telomerase was
preserved in infertile patients. Therefore, although we
observed an important reduction in both TERRA levels and

Fertility and Sterility®

percentage of TERT-telomere association in spermatocytes |
from infertile patients, the relationship between TERT and
TERRA would not be affected.

Considering that the TERRA-TERT association does not
seem to be affected in infertile patients, if a TERRA-mediated
inhibition of telomerase existed we would not observe changes
in telomere lengths in germ cells. Telomere shortening has often
been associated with disruption of gametogenesis (30-33) and
studies on telomere length in human spermatocytes indicate
that telomere length is reduced in men with idiopathic
infertility (70-74). However, these studies have been mainly
focused in spermatozoa, and the mechanisms underlying
telomere length regulation during spermatogenesis are still not
well known. Interestingly, we did not find a differential
pattern of telomere lengths displayed by spermatocytes I of
infertile patients compared with control individuals.
Nevertheless, we observed a noticeable interindividual
variability, which lies within ranges published by previous
studies (74, 76, 77, 87, 88). Thus, it seems likely that changes
in TERRA levels in human male germ cells as well as in TERT
association with telomeres would not directly affect telomere
length, supporting the idea that both TERRA and TERT would
have a structural function as components of the telomeric
structure (39, 41, 44-46, 50-54), contributing to the
preservation of telomere stability during the complex
chromosome reorganization and movements that take place in
gametogenesis.

Telomere Homeostasis in Spermatocytes | as a
New Indicator of Human Idiopathic Infertility

In light of our results, we propose that future studies would
help to determine the extent to which our findings apply to
other cases of male factor infertility. In somatic cells
(50-53), the insufficient or even absence of TERT protection
at telomeres contribute to chromosome instability. In the
present study we observed a significant decrease in TERT
localization at telomeres in spermatocytes I from infertile
patients. In the same way, we found that TERT, TERRA
levels, and its telomeric association were also altered in
primary spermatocytes from infertile patients, suggesting
that an impairment of the telomeric homeostasis could be
indicative for an infertile phenotype. Thus, considering that
we observed a reduction in the mean number of crossovers
in infertile individuals, changes in telomere homeostasis
could affect homologue synapsis and recombination in
spermatocytes undergoing meiotic prophase I. This could be
translated into a disruption and/or interruption of
spermatocyte meiosis due to the activation of meiotic
checkpoint mechanisms, preventing the progression of
meiotic division in cells displaying abnormal synapsis and
recombination (89). Therefore, we propose that the study of
TERRA, together with the TERT-telomere association, could
be a useful indicator for infertility.
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ORIGINAL ARTICLE: INFERTILITY

SUPPLEMENTAL TABLE 1

Characteristics of the analyzed patients.

ID Age (y) Karyotype Diagnosis No. of IVF cycles (fecundated oocytes/total oocytes) Pregnancy
C1 48 n.d. Normozoospermia® n.a. n.a.
P1 20 n.d. Cryptozoospermia 1(0/12) No
P2 34 46XY Azoospermia 1(9/12) Yes
P3 39 46XY Cryptozoospermia i Yes
P4 33 46XY Oligoastenozoospermia 1(7/10) Yes©

Note: ID = patient identification label; C = control; P = infertile patient; n.d. = not determined; n.a. = not applied.
2 Vasectomized.

® IVF with donor semen.

¢ Induced abortion due to a X0 fetal karyotype.

Reig-Viader. Telomeric dysfunction in infertile men. Fertil Steril 2014.
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“Dans chaque fin, il y a un début.” (“In every end, there is a beginning.”)
— Libba Bray, A Great and Terrible Beauty

With the exception of a few rare conditions, such as azo- and severe oligospermia, the prognostic value
of male infertility diagnoses remains poor’. Improved understanding of the fundamental biology of
meiosis in men may enhance our ability to diagnose male infertility. During meiosis two divisions reduce
DNA copy number to produce haploid gametes. Chiasmata are essential for both male and female
meiosis, not only to facilitate genetic recombination and therefore generate genetic diversity, but also
to provide counter traction to the meiotic spindle, thus allowing proper kinetochore-spindle
attachments and normal chromosome segregation. How do chiasmata form during early meiosis? In all
organisms studied to date, including plants, yeast, mouse and humans, telomeres are essential to
chiasmata formation during early meiosis®. Telomeres are tandem repeats of DNA (TTAGGn) and
associated proteins (called shelterin), which cap and protect chromosome ends, and shorten with each
DNA division as well as in non-dividing cells through the action of reactive oxygen>*. Telomeres tether
chromosomes to the nuclear membrane, dynein like molecular motors attached to telomeres bundle
the chromosomes into a bouquet like structure that facilitates chromosome pairing based on size.
Synapsis then joins non sister chromatids to form chiasmata between homologous chromosomes®.

Reproductive aging exerts the single most significant effect on fertility in women, and telomere attrition
accounts for each of the principal features of reproductive aging, including the effects of reactive
oxygen, mitochondrial dysfunction, embryo apoptosis, disruption of meiotic spindles, decreased
synapsis and recombination, premature separation of sister chromatids during meiosis I, and
predisposition to non-disjunction and aneuploidy®*. Telomeres mediate aging in species as diverse as
plants, mice and humans, and mounting evidence implicates telomeres in age-related oocyte
dysfunction in humans>*. Short telomeres in women are associated with failed IVF cycles and aneuploid
blastocysts>*.

Men do not experience the same age related aneuploidy and decreased fertility so pervasive in women,
and intriguingly the length of telomeres in sperm increases rather than decreases with age®. Presumably
this marked difference between meiosis in men and women relates to the differential activity of
telomerase, a reverse transcriptase capable of counteracting telomere attrition. Telomerase is
expressed in spermatogonia, but not in adult oocytes, eggs, and cleavage stage embryos. So how are
telomeres and telomerase regulated during spermatogenesis, and what happens to male fertility when
telomeres and telomerase are deregulated?

The paper by Reig-Viader in this issue® provides important insights into how telomeres and telomerase
are regulated in the human testes. Under certain conditions telomeres transcribe a long, non-coding
RNA, called TERRA. TERRA has been shown to have a number of roles in regulating telomeres and
telomerase. TERRA regulates heterochromatin in the gene rich subtelomeric region of chromosomes.
TERRA also can capture and tether the telomerase complex to the telomere, and therefore regulate
telomere length. The manuscript by Reig-Viader et al reports studies on the relationships among


http://www.goodreads.com/author/show/2526.Libba_Bray
http://www.goodreads.com/work/quotes/2113193

telomerase, telomeres, TERRA and meiotic recombination in testicular biopsy specimens from infertile
and fertile men. They employed immunofluorescence to identify the regulated, catalytic subunit of
telomerase (TERT), shelterin (TRF2), chiasmata (MLH1), synapsis (SCP2), RNA FISH to label TERRA and
guantitative fluorescent hybridization (Q-FISH) to measure telomere length. The ability to study TERRA
by RNA FISH and other aspects of chromosome and telomere biology by immunofluorescence in the
same specimen, pioneered by this group, itself represents a significant breakthrough. Previously they
applied similar methods to study TERRA, telomeres and telomerase during early meiosis in human fetal
ovaries, and showed that TERRA and telomerase selectively co localize to oocytes during early meiosis .
In the present study, the investigators compared these various aspects of telomere and chromosome
biology in spermatocytes and SCP negative (i.e. non meiotic) cells, and in cells from infertile men to
those from a normal, fertile male. They confirmed previously reported findings of reduced
recombination in spermatocytes from infertile men compared to controls. They also discovered altered
distribution and reduced levels of TERRA, and reduced TERT at telomeres in spermatocytes from infertile
men compared to controls. They conclude that telomere structure and homeostasis are compromised
in germ cells from infertile men, and propose that this finding could add to the diagnostic accuracy of
male infertility.

The work of Reig-Viader et al represents an important contribution to our understanding of the basic
biology of germ cell development in men, and opens the possibility that certain forms of male infertility
may be understood through the lens of telomere biology. We expect that the new biology of telomeres
and telomerase will continue to illuminate the dark mysteries of human infertility, that chromosome
ends will provide new beginnings for reproductive research.
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5.1. El promotor de TERRA en el ratoli

TERRA es va descriure per primer cop als telomers de diferents tipus cel-lulars d’huma i de
ratoli (Azzalin, et al., 200 7; S choeftner i Blasco, 20 08). Arabé, essent el ratoli una deles
primeres especies on es v a identificar la transcripcio dels telomers, tant el promotor com els
mecanismes q ue r egulen la sintesid e T ERRA en aq uesta especie es m antenen totalment
desconeguts. Es més, a part d’aquells estudis inicials, quasi no existeixen dades sobre TERRA
en cél-lules de ratoli (Lopez de Silanes, et al., 2010; Deng, et al., 2012b), ien cap cass’ha
aprofundit e n 1 ’analisi de les ca racteristiques d e 1 a funcié de TERRA e n aq uesta e spécie.
Probablement, lai dentificacio d e la se qiiéncia del p romotord ¢ TERRA al es regions
subtelomeériques del genoma huma (Nergazde, et al., 2009) hauria impulsat que 1’estudi de la
transcripcié de TERRA s’hagi desenvolupat majoritariament en linies cel-lulars humanes (vegeu
apartat 1.3.2.3) (Nergazde, et al., 2009; Deng, et al., 2012a; Sampl, et al., 2012; Scheibe, et al.,
2013; T hijssen, et al., 20 13), deixant de banda al tres esp écies r ellevants per a1l “estudi d els

telomers, com és el cas de ratoli.

Altrament, tot i que les cél-lules humanes i de ratoli comparteixen enormes similituds pel que fa
a 1’estructura del complex teloméric i els components que el conformen (Griffith, et al., 1999;
Palm i de Lange, 2008; Linger i Price, 2009), els telomers d’aquestes dues espécies difereixen
notablement tant pel que fa al nombre de repeticions telomeriques com respecte la regulacio de
la seva longitud (vegeu apartat 1.3.1) (De Lange, et al., 1990; Starling, et al., 1990; Lansdorp, et
al., 1996; Zijlmans, et al., 1997, Hemann i Greider, 2000; Smogorzewska i de Lange, 2002;
Gomes, et al., 2011; Vera, et al., 2012). Aixi doncs, donat que la sintesi de TERRA es dona tan
a les cél-lules de ratoli com a les humanes, es va proposar estudiar si 1’origen de transcripcid de

TERRA era comi1 entre ambdues especies.

Tal com ja s’ha comentat (vegeu apartat 4.1; Fig. 4.1.1), amb 1’ objectiu d’identificar i descriure
el promotor de TERRA enratoli es vadura terme un assaig per gen reporter de seqiiencies
subtelomeériques amb putativa activitat promotora. Els resultats obtinguts mitjangant les analisis
in silico i in vitro van indicar que les particularitats que diferencien els telomers humans i de
ratoli es traduirien en diferéncies en el mecanisme de transcripci6 de TERRA (vegeu ap artat
4.1). Tot i que no va ser possible identificar la seqiiéncia promotora de TERRA en ratoli, se’n
van poder identificar caracteristiques i mportants q ue podr ien estar relacionades am b1 es
particularitats en la regulacié de TERRA en aquesta esp ecie observades en estudis anteriors

(Schoeftner i Blasco, 2008; Marion, et al., 2009).

En primer lloc, es van identificar diferéncies en la distribucio de les illes CpG subtelomeriques

entre les dues espécies estudiades. A diferéncia de les repeticions telomeriques, les seqiiéncies
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subtelomériques son riques en dinucleotids CpG altament metilats tan en ratoli com en huma
(Gonzalo, et al., 2006; Y ehezkel, et al., 2008). N o obstant, treballs anteriors (Steinert, et al.,
2004; Gonzalo, et al., 2006; Pedram, et al., 2006) suggereixen que els cromosomes d’aquestes
dues espécies no comparteixen ni els patrons ni la regulacié de la metilacié subtelomérica. En el
nostre e studi, es va determinar in silico que laregié dels subtelomers del genoma de r atoli
localitzada fins 2300 pb upstream de les repeticions telomeriques no contenen regions riques en
dinucleotids C pG, c ontrariament al que s ’ha descrit en huma (Nergazde, et al., 2009). A ixo
concordaria amb est udis an teriors ons ’ha observat quel am etilacio d e lesi lles C pG
subtelomériques provoca efectes oposats en les c él-lules humanes i de ratoli pel que faa la
transcripcid6 de TERRA (Azzalin, et al., 200 7; S choeftner i Blasco, 2008 ; N ergazde, et al.,
2009). Concretament, m entre ¢ 1 b loqueig de 1’expressio de 1es DNMT 1 13 b — principals
responsables de 1a metilacio del DNA — provoca I’acumulacio de TERRA en linies cel-lulars
humanes, en cél -lules m are em brionaries d e ratoli desencadena la reduccid dels nivells de
TERRA. A més, la transcripcié de TERRA varia notablement entre diferents tipus cel-lulars de
ratoli (cel-lules mare, cél-lules pluripotents i nduides, i fibroblasts em brionaris) amb un g rau
equivalent de metilacio de les regions subtelomériques (Marion, et al., 2009). Aixi doncs, si les
regions subtelomeriques d’aquesta espécie on s’hi hauria de trobar la seqiiéncia promotora de
TERRA no contenen illes CpG, la regulacio6 de la transcripcio de TERRA en el ratoli s’hauria
de d onar p er m ecanismes al ternatius. Alguns possibles ¢ andidats p odrien ser [’acetilacio

d’histones o la uni6 als subtelomers de factors heterocromatics com CTCF (Deng, et al., 2012a).

En segon lloc, cap de les seqiiéncies analitzades candidates a contenir el promotor de TERRA
de ratoli va mostrar activitat promotora (vegeu Fig. 4.1.5) malgrat dues d’aquestes seqiiéncies
(la Xqila 18q) complien dues de les tres caracteristiques atribuides a la seqiiéncia promotora en
huma. Es a dir, estaven localitzades a prop de la zona adjacent a les regions telomériques (fins
2300 pb aproximadament), i alhora eren seqiiéncies comuns a una proporcio dels subtelomers
(~20%) similar a I’observada en huma (~30%) (vegeu Fig. 4.1.4) — pero no contenien illes CpG.
Aleshores, quin seria el motiu pel qual cap d’aquestes dues seqiiencies (18q 1 Xq) va mostrar
activitat promotora? Podria ser degut a la dificultat técnica de clonar seqiiéncies repetitives, ja
que facilment formen estructures secundaries in vivo que impedeixen la seva correcta replicacio,
cosa que obstaculitzaria tan la seva clonaci6é en cél-lules b acterianes com la replicacié de la
seqliencia del vector dins les c¢l-lules eucariotes un cop transfectades. De fet, durant el procés
de clonacio, es van haver de provar diferents m ¢todes d ’extraccid de DNA abansno esva
aconseguir optimitzar 1’obtencio del vector (vegeu apartat 3.3.7). Una altra possibilitat seria que
les marcades diferéncies entre els telomers humans i de ratoli pel que fa a la seva longitud (De
Lange, et al., 1990; Starling, et al., 1990; Lansdorp, et al., 1996; Zijlmans, et al., 1997) podrien

implicar diferéncies en les caracteristiques de la seqiiéncia promotora entre les dues espécies.
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Per exemple, cal considerar que la seqiiéncia promotora de TERRA, a part de no contenir illes
CpG, podria trobar-se en una zona més upstream del telomer en comparacio a | a localitzacio
observada al g enoma hum a (~2 k b) (Nergazde, et al., 200 9),1a qua 1 ¢ osa podr ia e star
relacionada amb el T PE (vegeu ap artat 1.3.1). Esa dir, larepressio d e 1 *expressio g énica
exercida pels telomers a les seqiiéncies adjacents incrementa amb la longitud telomerica (Baur,
et al., 2001; Benetti, et al., 2007a), de manera que seria possible que el promotor de TERRA en
ratoli necessités estar més 1luny de les repeticions telomeriques — en comparacié amb el que
s’ha observat en huma — per tal d’escapar de la repressio exercida per aquestes. Per comprovar
aquesta suposicid, caldria estendre I’analisi a d’altres regions dels subtelomers del genoma de
ratoli. Alhora, ser ia n ecessari congixer completament | es seq {iéncies su btelomériques d el
genoma de ratoli ja que no tots els subtelomers dels bragos p han estat seqiienciats i només es
coneix la seqiiéncia completa de cinc subtelomers dels bracos q (2q, 59, 11q, 18q 1 Xq). De totes
formes, els nostres resultats proporcionen bases metodologiques i de coneixement per als futurs
estudis dirigits a en tendre 1 a r egulacio d e 1a transcripcié de T ERRA al s t elomers d *aquesta

especie.

5.2. El paper de TERRA als telomers de les cél-lules germinals de mamifer

Els estudis dirigits a investigar I’estructura i funcié dels telomers eucariotes sén molt nombrosos
basicament gracies al fet que estan estretament relacionats amb dues grans qiiestions d’elevat
interés cientific i social: I’envelliment i la carcinogénesi (per més informaci6 vegeu O'Sullivan i
Karlseder, 2010 i Giines i Rudolph, 2013). En aquest sentit, son ben conegudes les funcions dels
telomers pel que faal a preservacido de la integritat d el genomaid el control de 1avida
replicativa de les cél-lules. D e totes maneres, encara queden molts interrogants per resoldre
sobre el manteniment i regulacio de I’estructura del complex telomeéric durant canvis i processos
cel-lulars complexos com ara la diferenciacio o la divisio cel-lular. En el cas concretde les
cel-lules germinals, malgrat que — entre d’altres funcions — els telomers son imprescindibles per
als processos meiotics d’aparellament i sinapsi entre homolegs (vegeu apartat 1.3.3) (Scherthan,
et al., 1996), la manca d’informacio pel que fa a la regulacio de la seva funci6 encara és molt

més important.

Tal i com s’ha explicat a la introduccié (apartat 1.3.2.3), existeixen molts estudis coincidents en
que TERRA seria un element constitutiu de 1’estructura telomeérica essencial per al manteniment
de la seva estabilitat (Azzalin, et al., 2007; Yehezkel, et al., 2008; Deng, et al., 2009b; Lopez de
Silanes, et al., 201 0; Y ehezkel, et al., 201 1; Deng, et al., 2012a; Deng, et al., 2012b). Aixi

doncs, la importancia dels telomers durant la gametogénesi d’una banda, i el fet que TERRA
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sembla ser una molécula altament conservada entre espécies i tipus cel-lulars de I’altra (cél-lules
tumorals, cél-lules somatiques i cél-lules mare embrionaries) (Solovei, et al., 1994; Azzalin, et
al., 2007; Schoeftner i Blasco, 2008; Zhang, et al., 2009; Aroult, et al., 2012), suggeria que
probablement TERRA t ambé f ormaria p art delst elomers d el es c¢ I-lules germinals d els
mamifers. De fet, ’optimitzacid de la c ombinacié de les tecniques d "IF i R NA-FISH s obre
mostres fresques de teixit ovaric fetal i teixit testicular adult tant d’huma com de ratoli (Reig-
Viader, et al., 2013 ; R eig-Viader, et al., 20 14a; R eig-Viader, et al., 2014 b) va p ermetre la
deteccio in situ de proteinesi d’RNA, ai xi com 1 ’analisi d e la sev a d istribucio ce I-lular.
D’aquesta manera, va ser possible demostrar que, efectivament, TERRA forma foci discrets al
nucli dels oocits I fetals (a partir d’ara referits com a odcits) i dels espermatocits I de totes dues
especies model estudiades (huma i ratoli) (Fig. 1 de Reig-Viader, et al., 2013; Figs. 1, i S1 de
Reig-Viader, et al., 2014a).

Arabé, en quin moment de la gametogenesi s’inicia la sintesi de TERRA? Tenint en compte
que els principals processos cromosomics on els telomers intervenen directament (aparellament
1 sinapsi) succeeixen durant la primera profase de la meiosi, era d’esperar que la transcripcio de
TERRA es produis préviament o a I’inici d’aquesta etapa. D’una banda, 1’analisi detallada del
nombre de senyals de TERRA per cél-lula (d’ara en endavant “nivells de TERRA”) — duta a
terme en espermatocits humans i de ratoli, i en odcits humans — en les diferents etapes de la
profase (Fig. 2 de Reig-Viader, et al., 2013; Fig. 2 de Reig-Viader, et al., 2014a), va revelar la
preséncia mantinguda de TERRA durant tota la profase, de leptoté a diploté. D’altra banda,
I’estudi mitjangant PCR quantitativa de la transcripcié de TERRA (dels telomers 5qi 11q) en
diferents pob lacions g erminals d er atoli mascle enriquides pe r F ACS (espermatogonis,
espermatocits I i 111 espermatides rodones; Fig. 2 de Reig-Viader, et al., 2014a) va permetre
detectar productes de la transcripcio dels telomers als espermatogonis. Per tant, aquests resultats
indicarien q ue la sintesi de T ERRA jas’ estaria produint durant la fase p roliferativa p re-
meiotica. Alhora, la quantificacio de la transcripcié de TERRA varevelar que el nombre de
molécules d’aquest RNA incrementaria progressivament durant 1’espermatogénesi fins a la fase
d’espermatides r odones, e tapa en que cauria significativament I’expressio (Fig.2 de R eig-
Viader, et al., 20 14a). Aquest pa tr6 de transcripcio d¢ TERRA durant 1 a pr imera di visid
meiodtica coincideix a mb la primera onada de t ranscripcio queté lloc en la g ametogenesi
(Kimmins, et al.,2004 ) — jaquel aseg onaesp rodueix d urant1 a d iferenciacié del es
espermatides a espermatozoides. D’altra banda, el motiu pel qual aquest increment no s’aprecia
en analitzar els nivells de TERRA mitjancant RNA-FISH durant la progressio de la profase pot
ser degut a q ue (1) I’increment en el nombre de transcrits p odria es tar camuflat pel fet que
cadascun d els se nyals d e TERRA d etectats p er R NA-FISH pot ¢ orrespondre a m és d’ una

molécula d’RNA, i/o (2) les diferéncies en el nombre de transcrits en funcié del cromosoma (en
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el nostre cas els telomers 5qi 11q) podrien compensar-se, em mascarant aq uest i ncrement, i
impedint-ne la deteccié mitjancant un analisi global dels nivells de TERRA. Alhora, els
resultats de la quantificacio de la sintesi de TERRA als espermatocits [ (Fig. 2 de Reig-Viader,
et al., 20 14a) mostren diferéncies pel que fa a | a quantitat de molecules transcrites segons el
telomer analitzat només durant aquesta etapa de la profase I, moment en que el manteniment de
I’estructura telomerica seria crucial ja que els telomers hi participen ac tivament. Per tant, s
possible q ue 1 estat d e | estructura d el t elomer ex erceixi u na i nfluéncia d irecta so bre | a
preséncia nuclear de TERRA. De fet, estudis previs (Deng, et al., 2012a; Sampl, et al., 2012;
Scheibe, et al., 2013; Thijssen, et al., 2013) suggereixen que un dels factors determinants per a
la transcripcié de TERRA seria ’estat del telomer per se, degut tant a la seva longitud com al

seu estat heterocromatic.

Se sap que, un cop sintetitzat, TERRA té una vida mitjana més aviat llarga (de 3 a 8 hores in
vitro) (Azzalin, et al., 2007; Porro, et al., 2014), és a dir, que la seva funcio dins el nucli de la
cel-lula requereix que sigui estable en el temps. P robablement és per aquest motiu que pot
exercir una funcid estructural dins el c omplex teloméric, pr oporcionant-li e stabilitat a llarg
termini. Aixi doncs, si TERRA contribuis a 1’estabilitat dels telomers de les cél-lules germinals,
s’hauria de localitzar als extrems dels seus cromosomes. Per estudiar la distribucio de TERRA
al nucli de les cél-lules germinals en relacio als seus telomers es va analitzar, paral-lelament als
nivells de TERRA, 1a co -localitzacio d els foci de TERRA amb el s s enyals de 1 a proteina
telomérica TRF2 en o dcits i espermatocits I humans i de ratoli. D’aquesta m anera, es v an
establir d os p arametres: 1a proporcio d e telomers que presentaven foci de TERRA, ésad ir,
telomers TERRA-positius Vvs. telomers TERRA-negatius; i la proporcid de foci de TERRA que
es localitzaven als telomers, és a dir, foci de TERRA localitzats als telomers vs. foci de TERRA
fora d el te lomer ( al nucli). Aixidoncs, es va observar que, en efecte, part dels senyals de
TERRA dels meiocits primaris co-localitzaven amb la proteina telomeérica TRF2, indicant una
possible associacio de TERRA amb 1’estructura del telomer (Figs. 11 3 de Reig-Viader, et al.,
2013; i Fig.1 de Reig-Viader, et al., 2014a).

No obstant, el patrd de distribucié de TERRA per a cadascun dels tipus de cel-lules germinals
analitzats no era hom ogeni, sin6 que variava en funci6 del génere i del nombre de senyals
detectats. Els espermatocits I de les dues espécies van mostrar caracteristiques similars: €s on es
van detectar majors nivells de TERRA, i quasi la meitat dels senyals de TERRA es localitzaven
als telomers, alhora que la mateixa proporcié de telomers presentava foci de TERRA (Fig. 1 de
Reig-Viader, et al., 2014a). En canvi, els oocits tant de ratoli com d’huma van mostrar
diferéncies respecte els es permatocits i també entre espécies. E Is o ocits d ’ambdues es pecies
presentaven un nombre menor de senyals de TERRA en comparacidé amb els espermatocits I,

especialment els oocits humans (Fig. 2 de Reig-Viader, et al., 2013; i Fig. 1 de Reig-Viader, et
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al., 2014a). Alhora, els nivells de TERRA als oocits de ratoli eren superiors als dels humans, i
precisament aquestes diferéncies enel sn ivellsd e T ERRA est raduiren e n d iferéncies
substancials pel que fa ala seva distribucio respecte els telomers. Es a d ir, els oocits humans
van mostrar una |l ocalitzacié de T ERRA als telomers molt superior als oocits de ratolii als
espermatocits d’ambdues espécies (Fig. 1 de Reig-Viader, et al., 2014a). No obstant, a [’hora
d’analitzar la proporcio d e t elomers am b sen yals d e T ERRA, es v a veure q ue el s v alors
observats en els o ocits e ren menors que el s d els e spermatocits d ’ambdues e spécies perd no
variaven entre els oocits humans i de ratoli (Fig. 1 de Reig-Viader, et al., 2014a). Aixi doncs,
sembla que e xistiria una regulaci6 d iferencial pel que faal al ocalitzacio6 de T ERRA als
telomers segons si la cel-lula germinal és masculina o femenina i segons els nivells de TERRA

de la cel-lula (Fig. 5.1).
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Figura 5.1. L’homeostasi telomérica de TERRA i TERT en les cél-lules germinals de mamifer. Esquema resum
dels principals resultats obtinguts en I’estudi de TERRA i de TERT en diferents tipus de cél-lules germinals de ratoli i
huma. L a il-lustraci6 representa un meiocit en p aquite, pero els resultats que s ’indiquen s 6n ap licables a d ’altres
etapes de I’espermatogenesi. les fletxes discontinues representen la dissociacié de TERRA del complex teloméric.

Per aprofundir en la relacié entre el s nivells de TERRA i1 els dos parametres de 1 ocalitzacio
telomérica esmentats (la proporcid de telomers que presentaven foci de TERRA, i 1a proporcio
de foci de TERRA que es localitzaven als telomers), es va analitzar si existia alguna correlacid
entre ells (Fig. S2 de Reig-Viader, et al., 2014a). En contrastar els nivells de TERRA contra la

proporcid de telomers que presentaven foci de TERRA es va observar una correlacid negativa
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en els espermatocits I de les dues espécies perd no als oocits. Es a dir, la localitzacio telomérica
de TERRA disminuia amb 1’increment de senyals de TERRA i, per tant, a majors nivells de
TERRA, major era el nombre de foci de TERRA que es localitzava fora dels telomers. Aquesta
correlacié negativa pero, no es va detectar als 00cits humans i era molt poc marcada als oocits
de ratoli. La qual cosa suggeria que als oocits humans (on s havien observat els menors nivells
de TERRA) la majoria de foci de TERRA detectats es trobaven associats als telomers, mentre
que als oocits de ratoli part dels foci de TERRA es localitzaven fora del telomer. En conjunt,
aquests r esultats i ndicarien que TERRA tendiria a | ocalitzar-se al s telomers d e les ce¢ l-lules
germinals fins asso lirun maxim d e molécules de TERRA telomeériques. S obrepassat aq uest
limit, TERRA seria directament alliberat al nucleoplasma un c op sintetitzat. De fet, tots quatre
tipus cel-lulars (oodcits i espermatocits humans i de ratoli) van presentar una correlacio positiva
estadisticament significativa entre els nivells de TERRA i la proporcio6 de telomers amb senyals
de TERRA (Fig. S2 de Reig-Viader, et al., 2014a). Aquest fet dona suport a laidea de que
TERRA tendiria a mantenir-se unit als telomers, potser fins que s’assolis una quantitat llindar de

molécules de TERRA associades al complex telomeric (Fig. 5.1).

Pero, quin és aquest llindar per a cadascun dels tipus cel-lulars? Malgrat les técniques utilitzades
en el present treball no permeten quantificar-lo, els nostres resultats suggereixen que el nombre
limit de molécules de TERRA als telomers 1’assolirien abans les cél-lules germinals femenines
que les masculines. Per aquest motiu els oocits humans mostren un grau de co-localitzacié dels
senyals de TERRA amb els telomers tan elevat (Fig. 1 de Reig-Viader, et al., 2013), perqué els
nivells de TERRA d’aquestes cél-lules es trobaria per sota el llindar esmentat, i la majoria de
TERRA es mantindria unit als telomers. Per aquesta mateixa rad, als oocits humans no s’arriba
a o bservar cap correlacio negativa entre els nivells de TERRA 1 el grau de localitzacio d e
TERRA als telomers (Fig. S2 de R eig-Viader, et al., 2014a). Als oo cits de ratoli en c anvi,
aquesta correlacio negativa si que es detecta, alhora que disminueix marcadament la proporcio
de TERRA als telomers — probablement perque incrementa el nombre de senyals de TERRA del
nucleoplasma (Figs. 1 i S2 de Reig-Viader, et al., 2014a). D’altra banda, el comportament
nuclear de TERRA descrit per als oocits no és valid per als espermatocits. Aquests ultims, tot i
mostrar n ivells su periors d e T ERRA en comparacio am b el s o Ocits, p resenten u na m ajor
localitzaci6 telomerica de TERRA i una correlacid negativa estadisticament significativa entre
els nivells de TERRA i la seva localitzaci6 als telomers (Figs. 1 i S2 de Reig-Viader, et al.,
2014a). Per tant, la regulacié de la quantitat llindar de molécules de TERRA a partir de la qual
aquest RNA seria alliberat del telomer estaria subjecte al génere de la cél-lula germinal. De fet,
en la literatura s’ha proposat la preséncia d ’un llindar d e c aracteristiques similars en Ilevats.
Cusanelli i col-laboradors (2013) proposen que la transcripcié de TERRA s’activaria a p artir

d’una determinada longitud minima de repeticions telomeriques de manera que les molécules de
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TERRA alliberades serien un mecanisme per al reclutament de la telomerasa a aquell telomer
concret. Aixi doncs, els nostres resultats donen suport a la idea de que la localitzacié de TERRA
als telomers requereix una regulacié molt precisa que depén dels seus nivells d’ expressio, tal i
com apuntaven estudis previs, duts a terme en linies somatiques humanes (Azzalin, et al., 2007;
Yehezkel, et al., 2008; Deng, et al., 2009b; Deng, et al., 2012a; Deng, et al., 2012b; Pfeiffer i
Lingner, 201 2). L aqual cosa implicaria que la d esregulacid per sobre o persota dela
localitzacié de TERRA als telomers podria ser perjudicial per a 1’homeostasi d e 1 ’estructura
telomerica. Per tant, TERRA seria necessari per a les c¢l-lules germinals durant les etapes en
que es produeixen importants m oviments i canvis estructurals dels cromosomes — és a dir,
durant l es dues divisions meiotiques. D’aquesta manera, TERRA podria exercir una funcio
protectora dels telomers de les cel-lules germinals durant els nombrosos canvis que pateixen al
llarg de la gametogenesi. I a més, existeix la possibilitat que, tal i com s ha observat en linies
cel-lulars t umorals (Arora, et al.,2 012), la mateixat ranscripci6 de T ERRA impulsés

mecanicament els telomers afavorint els moviments dels cromosomes,.

Com s’ ha ex plicat anteriorment, no nom¢s es va observar senyals de TERRA associats als
telomers, sind que també se’n van detectar en una localitzacié no telomeérica, tal i com ja s’havia
descrit anteriorment en cél-lules somatiques (Azzalin, et al., 2007; Schoeftner i Blasco, 2008;
Porro, et al., 2010; Arnoult, et al., 2012). Quina seria doncs, la funcié d’aquestes molécules de
TERRA en les cél-lules germinals? Porro i col-laboradors (2010) van suggerir que les molécules
de T ERRA n o as sociades al s t elomers de c ¢l-lules so matiques regularien n egativament I a
telomerasa durant les fases G, i G, del cicle cel-lular. De fet, una de les funcions atribuides a
TERRA que ha generat un fort debat fins al moment, és la inhibicié de 1’activitat telomerasa
mitjangant el bloqueig de la seva subunitat TR (Schoeftner i Blasco, 2008 ; Yehezkel, et al.,
2008; Marion, et al., 2009; Redon, et al., 2010; Iglesias, et al., 2011; Y ehezkel, et al., 2011;
Arnoult, et al., 2012; Farnung, et al., 2012; Smirnova, et al., 2013; Van Beneden, et al., 2013).
Alhora, 1 es cé 1'lules g erminals s6 n un d els p ocs tipus ce I-lulars d e ’organisme ad ult q ue
presenta activitat te lomerasa (vegeu apartat 1.3.2.2). Per aquestes raons ens vam p lantejar si
existiria algun tipus de relacio entre les molecules de TERRA lliures i I’enzim telomerasa en les
cel-lules germinals de mamifer. Es van analitzar la co-localitzaciéo entre TERRA i TERT als
diferents tipus de cel-lules germinals estudiats en el present treball (Fig. 3 de Reig-Viader, et al.,
2013; i Fig. 5 de Reig-Viader, et al., 2014a). D’aquesta manera, no només es va poder observar
que una ( petita) part dels senyals detectats d’ambdues molecules co -localitzaven siné que, a
més, els p ercentatges d e co-localitzacio er en m olt similars independentment del gé nere o
I’especie analitzats. E1 més destacable pero, va ser que una elevada proporcid dels senyals de
co-localitzaci6 TERRA-TERT es situaven fora del ’estructura t elomérica (Fig. 5 deR eig-

Viader, et al.,2 014a). Pert ant, seria possible q ue ex istis algunar elacid en tre a mbdues
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molécules quan aquestes no es troben associades a 1’estructura telomerica, la qual o bé té una
funcio6 regulada de forma molt estricta o bé esta desregulada en les cél-lules germinals. Alhora,
I’associacié entre TERRA i TERT no estaria lligada a caracteristiques especifiques ni d’espécie

ni de genere de les cel-lules germinals.

5.3. La relacio de la telomerasa amb els telomers de les cel-lules germinals de

mamifer

El principal mecanisme utilitzat pels organismes a 1’hora de mantenir la longitud dels telomers
de les seves cel-lules és ’accio de 1’enzim telomerasa (vegeu apartat 1.3.2.2). Pel que fa a les
cel-lules germinals de mamifer, en general s’accepta que la longitud telomérica que requereix el
zigot per dur a terme totes les divisions embrionaries subsegiients s’assoleix (almenys en part)
durant la gametogénesi, i que 1 ’activitat de l1a telomerasa n’és la r esponsable (vegeu ap artat
1.3.3). No obstant, cal destacar que els resultats publicats en el moment d’iniciar el nostre estudi
sobre la funcido de 1a telomerasa en les cé¢l-lules germinals de m amifer eren poc c oncloents
(vegeu ap artat 1.3.3). A quest treballs, deixant de banda r ares excepcions, es basaven en el
telomeric repeat amplification protocol (TRAP) assay (Fajkus, 2006), un m étode que s’aplica
molt freqiientment per estudiar ’activitat telomerasa, que requereix 1’aillament de 1’enzim i per
tant, la desnaturalitzacio de 1’estructura cel-lular. Durant aquest procés es p erden les possibles
interaccions d el ’enzim amb d ’altres el ements ce 1-lulars, f ent m olt d ificil co néixer1 es
condicions de la telomerasa in vivo. A més, I’aillament de la proteina implica que si a la cél-lula
existeixen tots e ls components que c onformen el c omplex e nzimatic telomerasa, es d etectara

activitat transcriptasa inversa, estigués aquest originalment actiu o inactiu dins la cél-lula.

Davant d’aquesta limitaci6, una bona aproximacio experimental per quantificar la preséncia i la
localitzacio de la telomerasa — o de qualsevol altra proteina — dins la cél-lula, i alhora estudiar la
seva relacio espacial amb els altres elements cel-lulars és el marcatge per immunofluorescéncia.
Malauradament, e Is an ticossos comercials contra aquesta p roteina p resenten en g eneral
problemes d ’especificitat, i probablement p er aquesta rad els e studis en aquest sentit, i més
especialment en cél-lules germinals, son més aviat escassos i mostren resultats no concordants
(Tanemura, et al., 20 05). En el nostre c as, vam tenir | ’oportunitat de di sposar d” un a nticos
contra la subunitat proteica de l a telomerasa (TERT) que va d emostrar una alta eficiéncia i
especificitat, i que va permetre establir les bases de 1’analisi que es va dur a terme amb un segon
anticos comercial contra 1a mateixa proteina (vegeu apartat 3.4.3.2). D’aquesta manera es va
poder confirmar que la telomerasa es troba al nucli de les cél-lules germinals (Fig. 5 de Reig-

Viader, et al., 2013; i Figs. 3, 4 i S1 de Reig-Viader, et al., 2014a), tal i com apuntaven estudis
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previs (Wright, et al., 1996; Eisenhauer, et al., 1997; Ravindranath, et al., 1997; Fujisawa, et al.,
1998; Betts i King, 1999; Yamamoto, et al., 1999; Achi, et al., 2000; Xu i Yang, 2000; Wright,
et al., 2001; Riou, et al., 2005). A més, en analitzar la seva distribucio nuclear, es va observar
quenonom ésuna granpartde TERT estrobava associada al stelomersdeles c¢l-lules
germinals, sind que aquesta associacid es mantenia al llarg de la profase I de la meiosi — tant en
mascle com en femella i en les dues especies estudiades —, aixi com al llarg de la gametogénesi
de ratoli (Fig. 3 de Reig-Viader, et al., 2013; i Figs. 3 i 4 de Reig-Viader, et al., 2014a). De fet,
mitjancant 1’analisi per microscopia confocal d’espermatocits humans i1 de ratoli, i a partir de
reconstruccions 3D de la distribucid espacial dels complexos sinaptonemals en relacié a la
proteina del complex shelterina TRF2 i a 1a telomerasa, es va poder determinar que tant TRF2
com TERT es troben a les regions telomériques dels cromosomes, immediatament després de
I’extrem del c omplex sinaptonemal. Tenint en ¢ ompte que no e xisteixen estudis previs enla
literatura que relacionin aquestes dues proteines ni pel que fa a interaccid ni pel que fa a funcio,
la proximitat observada entre TRF2 i TERT (per sota els 200 nm de distancia) (Figs. 41 S4 de
Reig-Viader, et al., 2014a), suggereix que ambdues proteines es trobarien interaccionant amb
els elements del complex teloméric — possiblement amb les repeticions telomériques — i per tant,
formarien part de 1’estructura del complex (Fig. 5.1). No obstant, la proporcio de telomers on
s’observa TERT és molt similar entre cél-lules germinals masculines i femenines de la mateixa
especie, pero ¢€s significativament su perior als espermatocits i 00cits de ratoli en co mparacio
amb els d”huma (Fig. 5 de Reig-Viader, et al., 2013; Fig. 3 de Reig-Viader, et al., 20 14a).
Aquest fet, juntament amb les diferéncies observades entre espécies pel que fa a 1a distribucio
dels senyals de TERRA i TERT que co-localitzen als espermatocits, suggereix que la regulacid
del ad istribuci6 nuclearde TERT a lesc ¢l-lules g erminals de m amifer de penen dels

mecanismes que controlen I’homeostasi telomerica especifics de cada espéecie (Fig. 5.1).

El fet que TERT es trobi interaccionant amb el complex telomeéric podria implicar que,
efectivament, durant la formacié de les cel-lules germinals, els seus telomers fossin elongats
mitjancant 1 ’accio d el at elomerasa. Fau ns an ys e s vad eterminar que el s telomers d els
espermatozoides son més llargs que els de les cél-lules somatiques en general (De Lange, et al.,
1990; A llsopp, et al., 1992; T anemura, et al., 2005). D e totes maneres,no estaclarquela
longitud telomeérica de 1’espermatozoide es t ransmeti al zigot, ni que el zigot sigui la cél-lula
responsable de proporcionar una longitud telomérica de partida per a les subseqiients divisions
embrionaries. D e fet, existeixen nombroses evidéncies en diferents esp ¢cies de que 1’embrid
pateix una important elongacio dels telomers durant els p rimers estadis d el d esenvolupament
(Wright, et al., 1996; Betts i King, 1999; Xu i Yang, 2000; Wright, et al., 2001; Liu, et al.,
2007b; Wang, et al., 2013). En el present treball, es va mesurar 1a 1ongitud dels telomers de

diferents tipus de cel-lules germinals masculines de ratoli (obtinguts per F ACS) mitjangant la
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técnicad e Q -FISH (Fig. 6 de R eig-Viader, et al., 2014a). D’aquesta m anera, es v a p oder
comprovar que no existien diferéncies significatives entre la longitud dels telomers de les etapes
d’espermatogoni, espermatocit I, espermatocit 11 i espermatides rodones, la qual cosa concorda
amb resultats previs obtinguts en cél-lules germinals humanes (Jorgensen, et al., 2013). Per tant,
els nostres resultats indiquen que, almenys pel que fa a I’espermatogénesi de ratoli, els telomers

no s’allargarien durant el procés de formacio dels gametes per part de la telomerasa.

D’altra b anda, m algrat q ue el ¢ onjunt d e resultats d els t reballs o n s’ analitza 1 a 1 ongitud
telomerica de les cel-lules germinals en mamifers és poc concloent (vegeu apartat 1.3.3), en la
literatura s’assumeix que la longitud dels telomers és menor en huma que en ratoli, i que en les
cel-lules g erminals masculines seria superior en c omparacido am b les ¢ ¢l-lules g erminals
femenines. En el nostre estudi,] am esura del al ongitud de lesr epeticions t elomeériques
mitjangant unitats arbitraries de fluorescéncia va permetre comprovar que la diferéncia pel que
faal alongitud telomérica entre les cél-lules humanesi deratoli (De Lange, et al., 1990;
Starling, et al., 1990; Lansdorp, et al., 1996; Zijlmans, et al., 1997; Hemann i Greider, 2 000;
Smogorzewska i de Lange, 2002; Gomes, et al., 2011; Vera, et al., 2012) es reproduia també en
les cél-lules germinals, essent més llargs els telomers de les cel-lules de ratoli (Fig. 6 de Reig-
Viader, et al., 2014a). Alhora, a partir de la comparacié directa de 1a longitud dels telomers
d’espermatocits i o ocits de ratoli (Fig. 6 de Reig-Viader, et al., 2014a) es va poder confirmar
quel esc él-lules g erminals femenines p resentarien u nn ombre menor der epeticions
telomeriques. D e fet, t ots el s tipus d e cél ‘lules g erminals m asculines d e r atoli an alitzades
(espermatogonis, ¢ spermatocitsI 1 I I,1 esp ermatides rodones) p resentaven | ongituds
telomeriques superiors a les observades en els oocits de la mateixa espécie, fins al punt que fins
itotla longitud telomérica de les cél-lules somatiques humanes utilitzades com a co ntrol de
refereéncia (cél-lules HeLa) no era massa més baixa que la dels oocits de ratoli (Fig. 6 de Reig-
Viader, et al., 2014a). Per tant, els nostres resultats semblen indicar que ex istirien diferéncies
pel que fa als mecanismes de regulacio de la longitud telomérica entre les cél-lules germinals

masculines i femenines dels mamifers (Fig. 5.1).

Tot i I’elevada proporcid de telomers amb TERT associada als espermatocits i oocits de ratoli,
les i mportants d iferéncies observades entre 1 a l ongitud t elomérica d ’ambdos tipus c el-lulars,
indicarien que la telomerasa no hi actuaria com a transcriptasa inversa. De fet, s’ha vist que la
telomerasa s’expressa a les cél-lules somatiques del ratoli adult (Greenberg, et al., 1998), la qual
cosa explicaria que les cél-lules d’aquesta espécie presentin uns telomers tan llargs durant tota la
seva vida tot i que els telomers dels seus odcits siguin curts. Aleshores, per qué €s necessari que
la telomerasa es localitzi als telomers al llarg de tota I’espermatogeénesi si no hi duu a terme la
funcié d’elongacio de les repeticions telomeériques? En els darrers anys, diversos e studis han

mostrat evidéncies de que la telomerasa, i més concretament la seva subunitat proteica TERT,
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podria tenir altres funcions més enlla de la seva activitat transcriptasa inversa. S’ha vist, per
exemple, que I’associacio d e T ERT als t elomers p ot promoure | a p roliferacio c el-lular i /o
allargar lavidadelacé¢l-lulasensenecessitat d’incrementar 1 al ongitud de les r epeticions
telomériques (Zhu, et al., 1999; Kim, et al., 2003; Mukherjee, et al., 2011). També s ha descrit
que TERT estaria involucrada en vies de senyalitzacio d’ expressio genica (Choi, et al., 2008;
Park, et al.,2 009; S hkreli, et al.,2 011). E n pa rticular, promouria I’expressiéo de factors
involucrats en la resposta c ontra dany al DNA , i ntervenint també en la regulacié d ’aquesta
resposta mitjangant l a seva accid sobre 1 ’heterocromatina t elomérica (Sharma, et al., 2003 ;
Masutomi, et al., 20 05). Alhora, se 1 i at ribueixen funcions d e ca ire m és est ructural d ins el
telomer, ja que s’ha vist que I’expressié de TERT influiria la interaccio entre els telomers i la
matriu nuclear també sense alterar la longitud de les repeticions telomériques (Sharma, et al.,
2003). De fet, s’ha proposat que TERT interaccionaria amb el DNA genomic en general, pero
que la seva interaccidé amb els telomers seria dependent de la preséncia/abséncia de la subunitat
TR (Sharma, et al., 2003). Tenint en compte que 1’activitat de la telomerasa depén també
directament de la preséncia de la subunitat TR, aixo ex plicaria per qué el s estudis esmentats
préviament en q ue¢ s’ utilitzava 1’activitat te lomerasa (mitjangante | T RAP assay) coma

quantificacio de la preséncia i/o transcripci6 d’aquest enzim, obtenien per a determinades etapes
de la gametogenesi valors tan elevats mentre els nostres resultats indiquen que 1’associacié de
TERT als telomers de les cél-lules germinals es mantindria invariable. Es a dir, un e studi de
Yashima i col-laboradors (1998) on s’analitza la preséncia d’hTR (subunitat TR humana) en
diferents poblacions de c ¢l-lules g erminals humanes, obs erven expressio d” hTRa Is
espermatogonis, la qual incrementa significativament al s esp ermatocits primaris, i disminueix
als secundaris fins que no se n’observa a les espermatides. En oocits preovulatoris en canvi,
I’expressio de hTR és més aviat baixa (que no nul-la), fins i tot més que als espermatogonis
(Yashima, et al., 1998 ). Per tant, s eria p ossible que la fluctuacié e n I’ activitat te lomerasa
detectada en els estudis per TRAP assay estigués lligada als canvis en 1’expressio de TR al llarg
de la gametogénesi, la qual cosa no implicaria necessariament que 1’enzim estigui duent a terme

I’elongacio del DNA telomeéric.

En la literatura (Scherthan, 2007; Adelfalk, et al., 2009; Daniel, et al., 2014), s’ha demostrat que
els telomers de les cél-lules germinals de mamifer requeririen elements addicionals als de les
cel-lules somatiques per poder dur a terme la seva funcié durant la gametogénesi. Per exemple,
se sap que pera launid dels telomers a 1’embolcall nuclear hi intervenen tant e lements d el
complex shelterina (Scherthan, et al., 2000), com cohesines (Liebe, et al., 2004; Adelfalk, et al.,
2009), elements del complex sinaptonemal (Liebe, et al., 2004) i/o d’altres factors telomerics
transitoris (Lombard i Guarente, 2000; Scherthan, et al., 2000; Daniel, et al., 2014). Per tant, en

base al s nostres r esultats p el que faa I’estructurat elomérica en condicions f isiologiques,
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proposem que TERRA i TERT formarien part d’aquests elements addicionals especifics de la
gametogeénesi (Fig. 5.1). D ’aquesta manera, TERRA i TERT s’ associarien a les repeticions
telomeriques, 1 nteraccionant a mb 1 es pr oteines de 1 c omplex s helterina, pertal de reforcar
I’estabilitat de I’estructurat elomérica all largd el a g ametogénesi. Donat que ambdues
molécules son molécules de mida gran — tant en huma com en ratoli TERRA té d’entre 100 1
més de 9000 bases (Azzalin, et al., 2007) i TERT t¢ una massa de 127Da (www.uniprot.org) —,
aquest r eforg podria venir donat per la seva mateixa interaccié6 amb el D NA telomeric. P er
exemple, TERRA podria formar una e structura s ecundaria de qua druplex G amb el DNA
telomeric, tal i com s’ha vist in vitro en linies somatiques (Xu i Komiyama, 2012). A més, més
enlla de la interaccio amb els telomers per se, tant TERRA com T ERT podrien c ontribuir al
manteniment d e 1 ’estat h eterocromatic d els t elomers (Masutomi, et al., 2005 ; D eng, et al.,

2009b).

5.4. L’homeostasi telomeérica i la infertilitat humana

Un co p caracteritzada 1’homeostasi teloméricade TERRA i TERT ales c ¢l lules g erminals
(humanes i de ratoli) en condicions fisiologiques, es va plantejar si aquesta homeostasi es veuria

alterada a les cél-lules germinals d’individus amb problemes de fertilitat.

La reproduccié humana és un p rocés molt poc eficient tenint en compte que la seva taxa de
fecunditat es troba al voltant de només un 20% (Wilcox, et al., 1995). A Europa, al voltant del
15% d e les parelles n o aconsegueix embaras dins el termini d 'un anyi acaben recorrent a
I’ajuda de tractaments medics de fertilitat (Jungwirth, et al., 2013). Una de cada vuit parelles té
problemes quan intenta concebre el primer fill i una de cada sis quan intenta tenir un segon fill
(Jungwirth, et al., 2013 ). De f et, alsp aisos d esenvolupats, 1 a incidéncia de problemes
reproductius en la poblaci6 ha crescut tan els ultims anys que la infertilitat es considera avui dia
una epidémia (Lunenfeld, et al., 2004; Mascarenhas, et al., 2012; Silber i Barbey, 2012). Fins al
moment pero, 1’Ginica causa que s’ha pogut relacionar amb total certesa amb aquest augment de
la infertilitat en la poblacio és el creixent increment de 1’edat de la dona a 1’hora de tenir el
primer fill, ja que la viabilitat dels ooc its va di sminuint amb 1’edat (Hunt i Hassold, 200 &;
Nagaoka, et al., 2012). Per aquest motiu, la majoria dels estudis en aquest sentit han anat dirigits
principalment a entendre 1’origen de la in fertilitat femenina. No obs tant, els G ltims anys, e
factor masculi de 1a infertilitat humana ha anat guanyant i mportancia, d e manera que molts
estudis n’han intentat identificar el/s possible/s origen/s, diagnostic i tractaments (Cram, et al.,
2001; Hann, et al., 2011; Hamada, et al., 2012; Jungwirth, et al., 2013). D’aquesta manera s ha

demostrat q ue t ant f actors i ntrinsecs d e | ’individu ( malalties co ngenites, r eorganitzacions
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cromosomiques, etc.), com extrinsecs (exposicio a toxics, tractaments farmacologics, malalties,
etc.) po den comportar e rrors du rant 1 ’espermatogenesi,i e n conseqiiéncia la g eneracio
d’espermatozoides alterats i/o incapacos de fecundar, o fins i tot la interrupcio del mateix procés
(per a més informacio vegeu Egozcue, et al., 200 0a; Cram, et al., 2001 ; P oongothai, et al.,
2009; Hann, et al., 2011; Hamada, et al., 2012). Malgrat tot, en almenys un 30-40% dels casos
la infertilitat masculina és classificada com idiopatica, és a dir, amb una reduccié de la qualitat
del semen d’ origen desconegut (Mascarenhas, et al., 2012; Jungwirth, et al., 20 13). Aquests
pacients no presenten una historia prévia de malalties que afecten la fertilitat i tenen resultats
normals en 1’exploracié fisica i endocrina (Jungwirth, et al., 2013). Tot i aix0, poden presentar
una reduccid en el nombre d’ espermatozoides (oligozoospermia), una reduccié de la motilitat
espermatica ( astenozoospermia),i /o multiples anomalies en els esp ermatozoides

(teratozoospermia) (Jungwirth, et al., 2013).

A'1’hora d ’avaluar l es causes de la m anifestacié d’un fenotip i nfértil e xisteixen protocols
d’analisi del semen com son el seminograma classic — el qual n’analitza la qualitat a p artir del
nombre, la morfologia i la mobilitat dels espermatozoides, entre d’altres parametres (Jungwirth,
et al., 2013) — o 1’estudi d ’aneuploidies mitjangant FISH en esp ermatozoides (Miharu, et al.,
1994; B lanco, et al., 1997 ; E gozcue, et al., 1997; Pang, et al., 1999; V egetti, et al., 200 0;
Oliver-Bonet, et al., 2003; Anton, et al., 2004 ; Oliver-Bonet, et al., 2005; Uroz, et al., 2009).
Altrament, un meétode ampliament utilitzat per aquest fi és I’estudi citogenétic de I’aparellament,
la recombinaci6 ila segregacid dels homolegs en espermatocits 11 I1 a partir de biopsies de
testicle de pacients. L ’estudi citogenétic dels esp ermatocits es pot dur a terme bé a p artir de
citogenética classica (Evans, et al., 1964; Lange, et al., 1997; Vendrell, et al., 1999; Egozcue, et
al., 2000b ; E gozcue, et al.,2005; U roz, et al,2011) , bé mitjangant marcatge p er
immunofluorescencia de diferents proteines implicades en 1a meiosi — per exemple SYCP1 i 3,
MLHI1, yH2AX i proteines c entromériques, entre d’altres — (Gonsalves, et al., 2004; C odina-
Pascual, et al., 2005; Oliver-Bonet, et al., 2005; Sun, et al., 2005; Sun, et al., 2006; Ferguson, et
al.,2007; Sun, et al.,2008; De Vries, et al., 2013). Aquests métodes no no més permeten
aprofundir en el coneixement de les causes dels problemes de fertilitat, sind que sén molt utils
per de tectar | origen d’ azoospermia o ol igozoospermia ( abseéncia o r educci6 e n e 1 nom bre
d’espermatozoides, respectivament). D’aquesta manera, s’ha vist que els individus diagnosticats
amb in fertilitat idiopatica p resenten unr etard enl a f ormacié del c omplex sinaptonemal,
asinapsis entre cromosomes homolegs, i un elevat nombre de bivalents sense quiasmes, entre
d’altres caracteristiques. Des del punt de vista de la recombinaci6, cal destacar pero, que tots els
estudis duts at erme fins al moment (Gonsalves, et al., 2004; C odina-Pascual, et al., 2005 ;
Oliver-Bonet, et al., 2005; Sun, et al., 2005; Sun, et al., 2006; Ferguson, et al., 2007; Sun, et al.,
2008; De Vries, et al., 2013), han detectat nombre menor de foci d’MLH1 en comparacié amb
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els controls, i per tant una reduccid en els esdeveniments de recombinaciod entre cromosomes

homolegs.

Enelnostre cas, es va estudiar el s e spermatocits I de bidpsies testiculars de quatre p acients
diagnosticats amb infertilitat idiopatica d’origen no obstructiu (Reig-Viader, et al., 2014b). Els
quatre p acients e s t robavenentre el s 20 iel s 39 anys d ’edat, d os d els quals p resentaven
criptozoospérmia (abséncia d’espermatozoides a 1’ejaculat), un mostrava azoospérmia (abséncia
d’espermatozoides) i un altre oligoastenozoospérmia (reduccié en el nombre i la motilitat dels
espermatozoides). Els parametres estudiats en aquests pacients es van contrastar amb 1’estudi
dels espermatozoides d’un individu control de 48 anys amb fertilitat provada. El primer analisi
dutat ermeen | esn ostres m ostresd eb iopsiesd et esticleh uma vaser 1’estudidel a
recombinacio a partir del nombre de senyals de la proteina MLH1 en espermatocits en paquite
(Fig. 1 de Reig-Viader, et al., 2014b). Els nostres resultats concorden amb la majoria de treballs
en que s’ha dut a terme la mateixa aproximacio (Gonsalves, et al., 2004; Codina-Pascual, et al.,
2005; Oliver-Bonet, et al., 2005; Sun, et al., 2005; Sun, et al., 2006; Ferguson, et al., 2007; Sun,
et al., 2008; De Vries, et al., 2013), ja que observen una reduccié en el nombre de COs iun
increment en el percentatge de complexos sinaptonemals sense senyal d’MLH1. Donat que (1)
els m ecanismes cau sants d’una disminucio d e | a r ecombinaci6 en tre homolegs s 6n e ncara
desconeguts, i que, (2) s egons e Is no stres r esultats en m ostres co ntrol, TERRA i TERT
formarien part de 1’estructura telomérica (Reig-Viader, et al., 2013; Reig-Viader, et al., 2014a),
es va voler determinar si existiria alguna relacid entre els processos cromosomics que es donen
en els esp ermatocits [ i la seva homeostasi telomerica (des del punt de vista de TERRA i

TERT).

Pel que fa a TERRA, es va observar una reducci6 en els nivells de TERRA, aixi com I’alteracio
de la seva distribucio als telomers en els espermatocits dels individus infertils (Fig. 2 de Reig-
Viader, et al., 2014b). Concretament, es va observar un increment en la proporcié de foci de
TERRA associats als telomers en dos dels quatre pacients. N o obstant, tal i com ja haviem
observat en els diferents tipus de cél-lules germinals estudiats en els individus control (Fig. 2 de
Reig-Viader, et al., 2014a), la proporcié de telomers que presentaven senyals de TERRA es
mantenia molt similar e ntre e Is d iferents ¢ asos es tudiats. L’increment e n la p roporcio d e
TERRA als telomers als e spermatocits en algunes mostres d ’infeértils, podria estar relacionat
amb el paper de TERRA en el manteniment de I’estructura telomérica (vegeu apartat 1.3.2.3).
Es a dir, aquest augment en la tendéncia de TERRA per unir-se als telomers podria indicar que
els I’estructura telomeérica d’aquestes cel-lules necessitarien un reforg extra com a conseqiiéncia
d’algun dany o d’ alteracié de la seva homeostasi. Sialhora es té en compte les correlacions
entre els nivells de TERRA i els parametres de c o-localitzacio (Fig. 2 de Reig-Viader, et al.,

2014b), de nou només es va observar diferéncies en co mparacié amb el co ntrol en tre les
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correlacions d els nivellsd e T ERRA vs. lalocalitzaci6 de T ERRA als t elomers. Pert ant,
possiblement els nivells de TERRA no assolirien el llindar a partir del qual les molécules de
TERRA serien alliberades d e 1 ’estructura telomérica u n co p si ntetitzades, la q ual ¢ osa
concordaria amb e 1 que apunten C usanellii ¢ ol-laboradors (2013) pel que faa un possible
llindar de la sintesi de TERRA dependent de 1’erosié dels telomers. En conjunt, aquests resultats
suggereixen una d esregulacio de [’homeostasi t elomérica en els e spermatocits dels individus
infértils. D una b anda, s eria pos sible que 1 ’estructura del telomer per se estigués alterada en
aquestes cel-lulesi a ix0 modifiqués el ¢ omportament d els m ecanismes r eguladors d e la
distribuci6 telomericad e TERRA p ert al d e co mpensar aq uesta a Iteracio. D’altra b anda,
multiples estudis han demostrat que tant la disminucié (Deng, et al., 2009b; Deng, et al., 2012b)
com I’augment de la sintesi de TERRA (Azzalin, et al., 2007; Yehezkel, et al., 2008; Deng, et
al., 2012 a; P feiffer i Lingner, 2012) provoquen da ny e n | ’estructura t elomérica. P er t ant,
existeix la possibilitat de que s’ estigués produint una desregulacio de 1’homeostasi telomérica
que també inclouria la desregulacio de TERRA, la qual contribuiria a 1’alteracié global de

I’estructura telomérica en aquests pacients.

Pel que fa a la distribuci6 nuclear de TERT en els espermatocits I dels individus analitzats, es va
observar un c anvi si gnificatiu en | a sev a 1 ocalitzacio t elomérica,peronoenlasevaco -
localitzacio am b T ERRA (Fig. 3 deR eig-Viader, et al.,2 014b). A Is esp ermatocits d els
individus infértils, TERT tendiria a trobar-se dissociada del telomer, perd aquesta dissociacidé no
implicaria un reclutament d’aquest enzim per part de TERRA o viceversa. El fet que TERT
tendeixi a dissociar-se dels telomers podria ser un indicador de disrupcié de 1’estructura
telomérica. D e fet, un e studide Sharmai col-laboradors ( 2003) relaciona la localitzacio
telomérica de TERT amb la modificacié de 1’associacid dels telomers a 1’embolcall nuclear, la
qual cosa promou 1’expressié de gens de reparacio del DNA. Aixi doncs, ’alteracio del patré de
localitzacio de TERT als telomers podria tenir conseqiiéncies perjudicials tan per a | ’estructura
telomeérica com per a la reparaci6 dels DSBs que es produeixen durant la profase I de la meiosi

per tal de donar lloc a COs.

D’altra banda, la co-localitzaci6 de TERRA i TERT era molt similar entre els pacients i també
en els espermatocits I de I’ individu c ontrol (Fig. 3 de Reig-Viader, et al., 20 14b). Per tant,
I’alteracio de la dinamica i/o la funci6 tant de TERT com de TERRA en aquestes cél-lules es
trobaria sobretot a nivell de 1 ’homeostasi telomérica, sense afectar la possible relacio existent
entre aquestes d ues molécules fora del complex teloméric. En conseqiiéncia, en el cas q ue
TERRA fos un 1 nhibidor de 1a telomerasa, no ha uriem de trobar diferéncies massa marcades
entre la longitud telomérica de les diferents mostres analitzades. Cal esmentar perd, que
I’escurgament t eloméric molts ovint s’har elacionat amb1 ad isrupcido d els processos

gametogenics (Liu, et al., 2002a; Liu, et al., 2002b; Liu, et al., 2004; T reff, et al., 2011).
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Alhora, estudis on m esuren la longitud telomérica d’espermatozoides humans indiquen que la
longitud telomérica estaria reduida en pacients amb infertilitat idiopatica (Baird, et al., 2006;
Turner i Hartshorne, 2013; Thilagavathi, et al., 2013a; Thilagavathi, et al., 2013b). Cal destacar
pero, que el fet que tots aquests estudis s’ hagin dut a terme en e spermatozoides fa que els
mecanismes referents a la regulacié de la longitud telomérica durant la gametogenesi encara no
s’hagin d escrit. En m esurar la | ongitud telomeérica dels espermatocits I de les mostres d els
individus infertils es va observar que els telomers eren significativament més llargs en aquestes
cel-lulesi enlescel -lules SYCP3(-) (les q uals inclouen c¢ 1-lules g erminals q uen o's 6n
espermatocits I), en comparacio amb les cél-lules HeLa (Fig. 4 de Reig-Viader, et al., 2014b), la
qual c osa concorda amb els nostres resultats previs en les mostres c ontrol ( Fig. 6 de R eig-
Viader, et al., 2014a) i amb la literatura (De Lange, et al., 1990; Allsopp, et al., 1992; Baird, et
al., 2006). Aquests resultats su ggereixen que les c¢l-lules g erminals humanes elongarien els
seus telomers e na Igun m oment de 1 pr océs de g ametogenesi, pr obablement dur ant 1 es
replicacions del DNA que tenen lloc en la proliferacié mitotica dels espermatogonis, ja que és
durant la fase S del cicle quan la telomerasa és activa (Tomlinson, et al., 2006). No obstant,
donats e Is nos tres resultats obtinguts de 1’analisid e lal ongitud telomérica al llarg de
I’espermatogénesi de ratoli (Fig. 6 de Reig-Viader, et al., 2014 a), existeix la p ossibilitat que
I’elongacio dels telomers es produeixi préviament a 1’inici del procés, per e xemple durant la
diferenciacio i proliferacio de les P GCs en | ’embrid. Curiosament, no es va trobar un p atrd
diferencial pel que fa a les longituds telomeriques dels espermatocits I dels pacients infeértils en
comparacio amb els de 1’individu control (Fig. 4 de Reig-Viader, et al., 2014b). No obstant, si
que es va observar una n otable v ariabilitat en tre i ndividus, l a q ual es m anteniatan enels
espermatocits com en les cel-lules SYCP3(-), que a més es trobava dins els rangs publicats en
estudis anteriors (De Lange, et al., 1990; Allsopp, et al., 1992; Lansdorp, et al., 1996; Baird, et
al., 2003; Baird, et al., 2006). Aixi doncs, sembla factible que ni els canvis en els nivells de
TERRA, ni la localitzaci6 te lomérica tant de TERRA com de TERT promourien cap efecte
directe so bre 1 a longitud dels telomers dels e spermatocits I dels i ndividus a nalitzats, dona nt
suport a la idea de que ambdues molécules tindrien una funcid estructural com a components del
complex teloméric a les cel-lules germinals — tal i com s havia apuntat préviament en ce¢l-lules
somatiques (Zhu, et al., 1999; Sharma, et al., 2003; Kim, et al., 2003; Masutomi, et al., 2005;
Azzalin, et al., 2007; Deng, et al., 2009b; L 6pez de Silanes, et al., 2010; M ukherjee, et al.,
2011; Deng, et al., 2012b).

Aleshores, com influirien tots aquests canvis detectats de T ERRA i T ERT als p rocessos
cromosomics que tenen lloc durant la profase I de la meiosi 1, en ultim terme, en la produccid de
gametes viables? Seria possible que el bloqueig i/o alteracio de I’espermatogeénesi vinguessin

donats per la suma de 1’alteracio de tots els p arametres an alitzats (nombre de COs, nivells i
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distribucié de TERRA, i distribucié de TERT) als espermatocits I dels individus infértils. Es a
dir, d’una banda, és ben sabut que la reduccié en el nombre de COs pot donar problemes en el
moment de la segregacio dels homolegs a an afase I, per exemple activant el spindle assembly
checkpoint (vegeu apartat 1.1.1). D’altra banda, la perdua de proteccié dels telomers pot influir
negativament en I’aparellament i sinapsi dels homolegs. Alhora, podria activar els mecanismes
de checkpoint de paquite via ATR/ATM, ja que aquests formen part la resposta de reparacié del
DNA que s’activa quan es produeix dany al complex telomeric i la cél-lula identifica el DNA
telomeric comaD SBs (veureapunts3i 4).Defet,siesp roduisl ’activacié d *aquests
mecanismes, es p odrien produir cicles de fusio i trencament dels cromosomes degut a la fusio
entre telomers danyats de diferents cromosomes. Una altra possibilitat a tenir en compte és que,
com s’ ha explicat anteriorment, s’ ha vist que 1’expressié de TERT tindria influéncia sobre la
interacci6 entre els telomers i la matriu nuclear i, toti que aixo només s’ ha pogut ve ure en
cél-lules somatiques (Sharma, et al., 2003), podria afectar també la dinamica dels telomers en
els processos d’aparellament i sinapsi via la seva associacié a 1’embolcall nuclear (veure apunt
1).Pelquefaa TERRA, precisament un e studi recent duta termeen llevats indica que
I’acumulacio de TERRA als telomers de les cél-lules de llevat és imprescindible per a q ue es
produeixi r ecombinacio entre t elomers per tal de mantenir la longitud de les repeticions
telomeériques (Yu i Kao, 2010). Cal destacar també que, com s’ha esmentat préviament, Arora i
col-laboradors ( 2012) v an o bservar q uel at ranscripcid delst elomers af avoriae 1s eu
desplagament dins el nucli. Aixi doncs, seria possible que existis una relacid directa entre 1’estat

de I’estructura telomérica i el procés de recombinaci6 entre homolegs de la meiosi.

Contrariament al que s’ha vist en huma, el ratoli, en condicions naturals, no presenta infertilitat
deguda a aberracions en la formaci6 dels gametes (Kalmbach, et al., 2013; Morelli i Cohen,
2005; Keefe, et al., 2007), 1a qual cosa precisament s atribueix, en part, a 1’elevat nombre de
repeticions telomeériques que tenen els extrems dels seus cromosomes (Liu, et al., 2002b; Keefe
1 Liu, 2009). Els nostres resultats de 1’estudi de mostres control de ratoli i d’huma van mostrar
una elevada localitzaci6 de TERT als telomers de les cel-lules germinals de ratoli tan femenines
com masculines (Figs. 3 i1 4 de Reig-Viader, et al., 2014a), tot i la curta longitud dels telomers
observada als oocits de ratoli (Fig. 6 de Reig-Viader, et al., 2014a). Contrariament, TERT quasi
no estrobava associada al st elomers de les cél -lules germinals h umanes, t oti que els
espermatocits I presentaven telomers més llargs que els odcits I de ratoli (Figs. 3 i 6 de Reig-
Viader, et al., 2014a). En analitzar els espermatocits I dels pacients infértils, hem observat una
disminuci6 significativa en la localitzacio telomerica de TERT (Fig. 3 de Reig-Viader, et al.,
2014b). Per tant, sembla plausible que, tal i com s”ha descrit en cé¢l-lules somatiques (Zhu, et
al., 1999; Sharma, et al., 2003; Kim, et al., 2003 ; M asutomi, et al., 2005), lamanca o la

insuficient p roteccio p er partd e TERT d el co mplex t elomeric d e les c ¢l-lules g erminals

170



Discussio

humanes e xposaria aquestes ¢ ¢l-lulesau nam ajor p robabilitat d e p atiri nestabilitat
cromosoOmica, i per tant implocaria la disrupcio de la gametogénesi. N o obstant, cal tenir en
consideracid que Liu i col-laboradors (2002a; 2004) van trobar alteracions en el procés de
meiosi a la quarta generacio de ratolins KO per la telomerasa, els quals presentaven telomers
més curts del normal. Aquests ratolins pero, estaven modificats per al gen de TR (Blasco, et al.,
1997) i, tot i que 1’associacié de TERT als telomers disminueix a les cel-lules dels ratolins KO
per TR, aquesta associacid no s’aboleix del tot (Sharma, et al., 2003). A més, donat que calen
tres generacions de ratolins KO per TR perqué aparegui el fenotip infertil tot i que, segons els
nostres r esultats, els o ocits I ja tindrien telomers curts, sem bla probable que | *associacié de
TERT als telomers per se podria contribuir al rescat de I’aparicio d ’inestabilitat genomica en

aquests ratolins generada per I’escurgcament del DNA telomeéric.

En resum, pel que fa a TERRA, els nostres resultats indiquen que la seva regulacio requereix
unes premisses molt acurades, i que alhora estaria r elacionada tant a mb I es ca racteristiques
fisiologiques de les cel-lules (génere) com amb el seu estatus (individus fertils/infértils). Per tant
TERRA no només formaria part dels telomers de les cél-lules germinals sind que també estaria
directament i mplicat en 1aregulaciéo d e ’homeostasi d e ’estructura telomerica. E n aq uest
mateix sentit, la subunitat TERT de la telomerasa seria també un component imprescindible per
al manteniment de 1’estabilitat de I’estructura telomeérica al llarg del procés d’espermatogénesi,
la funci6 de la qual seria independent de la longitud del DNA teloméric. D’aquesta manera, en
condicions normals, no es produiria escurgament dels telomers durant la formacié dels gametes,
siné que més av iat seria una conseqiiénciade lad isrupcio de 1d esenvolupament de Is
esdeveniments cromosomics que tenen lloc durant aquest procés tan llarg i complex. Per ultim,
les diferéncies que existeixen entre els teldomers humans i de ratoli semblen ser prou importants
com perque I’homedstasi telomeérica no es reguli de la mateixa manera en ambdues espécies, tot
i que, d onat que formen p art de la cl asse d els m amifers, co mparteixen e Is c omponents d el
complex telomeric. Aixi doncs, el nostre estudi no fa sind reafirmar el fet que, coincidint amb el
que apunten treballs previs, la funcié dels telomers en les cel-lules germinals és absolutament
essencial per al d esenvolupament d els g ametes. A lhora, amb T ERRA i TERT coman ous
components de 1’estructura telomeérica o la quantificacié de la transcripcio dels telomers a I es
cel-lules germinals, assenta les bases per a noves arees de recerca dins aquest camp que serien

interessants d’aprofundir-hi en el futur.
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Conclusions

L’estudi molecular dels subtelomers de ratoli ha revelat que la seqiiéncia del promotor
de TERRA en aquesta esp ecie presenta i mportants diferéncies pel que faal es seves
caracteristiques en comparacié amb el que s’ ha descrit per al promotor de TERRA en
huma: (1) no conté seqiiéncies riques en dinucleotids CpG i/o (2) no es localitza a les

regions subtelomeriques adjacents a les repeticions telomeriques.

TERRA forma foci discrets al nucli de les cél-lules germinals masculines i femenines de
mamifer, i es localitza t ant a Is e xtrems d els cromosomes co m fora d e 1’estructura
telomérica. L’analisi dels nivells de TERRA suggereix que la seva distribucio nuclear
depen de I’associacio telomerica de TERRA la qual, al seu torn, esta subjectaa

caracteristiques intrinseques del génere de la cél-lula.

Durant I’espermatogenesi de ratoli, la sintesi de TERRA s’inicia als espermatogonis (o
bé a les cel-lules germinals p rimordials) i incrementa p rogressivament fins a I ’etapa
d’espermatocits I1. A partir d’aquesta etapa, i durant la fase d’espermatides rodones, la
sintesid e TERRA d isminueix o s ’atura. Alhora, | a transcripcié d e TERRA al s

espermatocits I esta lligada al telomer a partir del qual es transcriu.

Tot 1 que les cél-lules de ratoli presenten un major nombre de repeticions telomériques,
els telomers son més llargs a les cél-lules germinals masculines de ratolii d ’huma en

comparacio amb les femenines i les somatiques.

TERT i TRF2 es localitzen immediatament d esprés d el co mplex sinaptonemal, i 1a
proximitat e spacial e ntre a mbdues m olécules indicaque TERT interacciona
probablement amb les repeticions telomériques i forma part de I’estructura del complex
telomeric. Alhora, la localitzacio de TERT als telomers de les cel-lules germinals varia
en funcio de les caracteristiques telomériques propies de cadascunade les especies

estudiades.

Donat que la longitud dels telomers es manté constant al llarg de I’espermatogeénesi de
ratoli, la preséncia de TERT als telomers dels mamifers no esta relacionada amb la seva

elongacio, sind més aviat amb el manteniment de la seva estructura.

La relacio entre TERRA 1 TERT no esta lligada ni al génere ni a 1’espécie. L’associacio
entre ambdues molécules es produeix fora del complex teloméric, i sembla dependre de

mecanismes intrinsecs de cadascuna de les espécies estudiades.
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8.

10.

11.

La localitzacio telomérica de TERRA 1 TERT en tots els tipus de cél-lules germinals
estudiats, iles seves caracteristiques e specifiques d’espéciei de genere pel que faa
distribucié nu clear i ndiquen que  TERRA i TERT i nteraccionen a mb e Is t elomers
formant part del complex telomeéric per tal de contribuir al manteniment de 1’estabilitat

telomérica durant el procés de gametogenesi.

Elp rocés der ecombinacido en els espermatocits p rimaris humans d ’individus
diagnosticats am b infertilitat idiopatica es v eu c ompromes. A ix0 e s tradueix en un
nombre menor de foci d’MLH]1 per cél-lula i en un increment de bivalents sense senyal

d’MLHI en comparaci6é amb I’individu control.

El patr6 de nivells i localitzacié de TERRA als telomers es veu alterat als espermatocits
I humans d’individus diagnosticats amb in fertilitat i diopatica: els nivells de TERRA
disminueixen, a lhora que tendeix al ocalitzar-se al st elomers. La de sregulacio de

TERRA als telomers dels esp ermatocits és un indici de dany telomeric, tot i que en

aquest punt no podem distingir entre si es tractaria d’una causa o d’una conseqiiéncia.

TERT t endeix a t robar-se d issociada d e 1’estructura t elomerica a s e spermatocits I
humans d’ individus a mb infertilitat idiopatica, ja q ue 1 a I ocalitzaci6 t eloméricad e
TERT es veu marcadament reduida en comparacié amb els espermatocits de 1’individu
control. No obstant, aquesta alteraci6 en el patr6 de distribucié de T ERT no implica
canvis en 1’associacio de TERT amb TERRA, i tampoc no afecta la longitud telomérica
dels esp ermatocits I humans dels in dividus in fertils. Aquest canvi en 1a | ocalitzacio
telomérica de TERT fa d’aquesta proteina un bon candidat com a marcador de disrupcid

de ’homeostasi telomérica en els espermatocits 1.
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