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Resumen

En mamiferos existen paralogos para la mayoria de subunidades del complejo de
cohesinas. En nuestro laboratorio se identificd una nueva kleisina especifica de meiosis,
denominada RAD21L. La generacién de dos modelos de ratén con pérdida de su funcién ha
permitido determinar que esta kleisina forma parte de complejos de cohesinas in vivo y que es
esencial para la espermatogénesis, ya que su ausencia provoca un bloqueo en zigotena que da
lugar a azoospermia. Ademas, las hembras deficientes para RAD21L presentan una disminucion
en la cantidad de foliculos primordiales y esterilidad precoz sin pérdida aparente de cohesién
centromérica. Asimismo, el desarrollo de un modelo murino con pérdida simultanea de las dos
kleisinas meioticas RAD21L y REC8 nos ha permitido determinar que los complejos de cohesinas
meidticos son esenciales para el ensamblaje del elemento axial (AE), del complejo sinaptonémico
(SC) y el inicio de la recombinacién en mamiferos. De forma adicional, hemos comprobado que la
carga o0 el mantenimiento de RAD21L en los centrémeros dependen en parte de SGOL2, una
shugoshina caracterizada previamente por proteger a REC8 del corte por Separasa en anafase I.
Ademas, el desarrollo de un raton deficiente para SGOL2 y Securina ha revelado que
probablemente estas dos proteinas no llevan a cabo funciones redundantes en la inhibicion de
Separasa, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae. No obstante, la funcién de Securina en la

intercinesis es dependiente de complejos de cohesinas meidticos.
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Abreviaturas

ACA, antisuero anti-centromero

AE, elemento axial

APC/C, complejo promotor de anafase 6 ciclosoma
ATPasa, enzima de hidrdlisis del adenosin- trifostato
BSA, albumina de suero fetal bovino

C, Carboxilo

CdLS, Cornelia de Lange Syndrome

c¢DNA, DNA complementario

CIC, Centro de investigacion del Cancer

cm, centimetros

CPC, complejo pasajero del cromosoma
DAPI, 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMEM, “Dulbecco’s Modified Eagle's Medium”
DMSO, dimetil sulféxido

DNA, 4cido desoxirribonucleico

dpc, dias post coitum

dpp, dias post partum

DSBs, roturas de doble hebra

EDTA, acido etilendiaminotetraacético
Células ES, Células madre embrionarias
FBS, suero fetal bovino

FITC, fluorescein isotiocianato

g, gramos

Gy, gray

G418, geneticina

HEPES, &cido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-pireracinil-etanosulfonico

H&E, Hematoxilina y eosina

IgG, inmunoglobulina tipo G

kb, kilobabes

kDa, kilodalton

kV, kilovoltios

1, litro

LE, elemento lateral

M, molar

mA, miliamperio

MCAK, quinesina mitética asociada al centromero
MEF, fibroblasto embrionario de ratdn
Med, Mediator

mg, miligramo

ml, mililitro

pl, microlitro



Abreviaturas

Mm, micrometro

mM, milimolar

mRNA, RNA mensajero

MSCI, inactivacion meiotica de los cromosomas sexuales
MSUC, silenciamiento meiético de la cromatina asinapsada
N, amino

NEO, neomicina

ORF, pauta de lectura abierta

PAR, region pseudo-autosémica

PBS, tampon fosfato salino

PCR, Reaccion en cadena de la polimerasa

POF, fallo ovarico prematuro

PSG, penicilina-estreptomicina-glutamina

RBS, syndrome de Roberts

RC, complejo de recombinacion

RFLP, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién
RNA, &cido ribonucleico

RT-PCR, reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SAC, punto de control de ensambleje del huso

SC, complejo sinaptonémico

siRNA, RNA de interferencia

SYCP, proteina del complejo sinaptonémico

TE, Tris-EDTA

TNT, sistema de transcripcidn y traduccion

TR, texas red

TRITC, isocianato de tetrametil rodamina

TUNEL. TdT mediated dUTP Nick End Labelling

WT, genotipo silvestre

Los acronimos empleados en este trabajo son los utilizados habitualmente en los textos
cientificos escritos en inglés para facilitar de esta forma la lectura del texto.









Introduccion

Antecedentes sobre el estudio de la cohesion cromosdmica

En 1882, Walther Flemming estudié por primera vez la division celular y la distribucién
de los cromosomas en las células hijas, un proceso al que denomind mitosis, de la palabra
griega mitos, que significa hebra. Unos afios més tarde, entre 1888 y 1904, el embriologo
Theodor Heinrich Boveri observé que la cromatina se duplica durante la interfase y que en
metafase los cromosomas experimentan una escision longitudinal que da lugar a dos
cromatidas que son arrastradas a los polos opuestos por microtubulos. Paralelamente, William
Sutton describié la union de los cromosomas homélogos y la divisién reduccional mientras
estudiaba la individualidad de los cromosomas meiéticos, dando asi un sentido fisico a las
Leyes de Mendel. Durante la primera mitad del siglo XX, los mecanismos basicos de la mitosis
fueron descritos con imagenes in vivo y posteriormente, con la mejora de la microscopia
electrénica en la década de los 80, se obtuvieron imagenes més nitidas de los cromosomas
humanos en las que se observaba con gran precision la intima unién de las cromatidas
hermanas por el centromero hasta la segregacion cromosémica en anafase (Harrison et al,
1985). A pesar de que el término cohesion fue acufiado por los citélogos pioneros en el analisis
de la division celular y la dinamica de la cromatina por microscopia gracias a la tincion del DNA
con anilinas, los mecanismos moleculares que subyacen a la unién de las cromatidas
hermanas no empezaron a conocerse hasta afios después. Inicialmente, mediante estudios en
Drosophila se describieron varios mutantes como mei-S332, ord 0 mei-G87 con defectos en la
disyuncion cromosomica y en la cohesion cromosémica en meiosis, aunque se desconocia
como estos genes podian regular la separacién de las cromatidas hermanas (Gethmann,
1984). Poco después, se propuso que el DNA podia unirse directamente por el establecimiento
de enlaces covalentes o catenacion de las cromatidas hermanas, dado que la DNA
topoisomerasa Il es esencial para la segregacion cromosoémica en Saccharomyces cerevisiae
(DiNardo et al, 1984). Ademas, se comprobd que el DNA satélite es crucial para que las
cromatidas hermanas mantengan el contacto en mitosis (Lica et al, 1986). Sin embargo,
posteriormente se postuld que la cohesién podria estar regulada por proteinas (Cooke et al,
1987), una idea congruente con el posterior hallazgo de que la protedlisis mediada por

ubiquitinacién es imprescindible para la segregacion cromosdémica en Xenopus laevis
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(Holloway et al, 1993). En concordancia, un estudio en levaduras en el que se utilizaron mini-
cromosomas artificiales sin DNA repetitivo descartd que la catenacién pudiera ser el Unico

mecanismo celular utilizado para mantener la cohesion (Guacci et al, 1994).

El descubrimiento de las cohesinas

Las primeras proteinas que fueron identificadas en cohesion pertenecen a la familia
de proteinas de "mantenimiento de estructura del cromosoma" o SMC. El primer miembro,
Smc1p, fue descubierto en un cribado de mutaciones relacionadas con la pérdida de mini-
cromosomas en levaduras (Larinov et al, 1985). Posteriormente, se comprob6 que Smcip es
esencial para la division celular y para la viabilidad de las células, dado que la pérdida de su
funcién impide la division celular, manifestandose por una ausencia de anafases (Strunnikov et
al, 1993). Seguidamente, se identificaron otros miembros de la familia SMC fundamentales
para mantener la integridad de los cromosomas mitéticos en S. cerevisiae y X. laevis debido al
papel que desempefian en la condensacion del DNA (Hirano & Mitchison, 1994; Strunnikov et
al, 1995). No obstante, fueron necesarios varios afios para elucidar que tanto las subunidades
Smcip y Smc3p como sus ortdlogos XSmc1 y XSmc3 de Xenopus son esenciales para
mantener la cohesién de los cromosomas replicados hasta su segregacion en anafase
(Michaelis et al, 1997; Losada et al, 1998). Ademas, mediante el empleo de screening
genéticos en levaduras se identificaron proteinas de otras familias diferentes a la SMC
implicadas en el mantenimiento de la estructura y la cohesion cromosomicas. Por un lado, se
descubrié la familia de las o-kleisinas formada por Rec8 y Mcd1p/Scc1/Rad21, las cuales se
caracterizan por su papel en el mantenimiento de la cohesidn en meiosis en
Schizosaccharomyces pombe y en mitosis en S. cerevisiae respectivamente (Molnar et al,
1995; Michaelis et al, 1997). Mas tarde, se identificé Scc3p como otra proteina esencial para
mantener la cohesion en levaduras de gemacion, la cual pertenece a la familia “antigeno
estromal” o SA/STAG (Toéth et al, 1999). Un paso mas alla de la identificacion de todas estas
proteinas implicadas en la cohesién cromosdmica (o cohesinas), fue descubrir la relacidn
existente entre ellas, concretamente al determinarse que interaccionan entre si formando

complejos proteicos (Guacci et al, 1997; Michaelis et al, 1997; Losada et al, 1998; Toth et al,
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1999). Smc1 y Smc3, los dos miembros de la familia de estructura de mantenimiento del
cromosoma, que forman parte de los complejos de cohesinas mitéticos en eucariotas (Haering
& Nasmyth, 2003), se organizan en heterodimeros formando una V (Anderson et al, 2002;
Haering et al, 2002)., Las proteinas Smc se caracterizan por la presencia de dos dominios alfa-
hélice intercalados por una region globular bisagra que se pliega y permite que dichos dominios
se enrollen entre si formando una hélice antiparalela. De esa forma, uno de los extremos de
esta hélice corresponde con el dominio globular bisagra y el otro con una cabeza ATPasa,
formada por la union de los extremos N y C-terminal de los dominios alfa-hélice (Hirano &
Mitchison, 1994; Hirano & Hirano, 1998; Léwe et al, 2001; Anderson et al, 2002). Asimismo,
una propiedad inherente a la familia Smc es la capacidad que muestran sus miembros de
formar dimeros mediante su interaccion por la regién bisagra con otra proteina SMC, pudiendo
ser ambas subunidades idénticas, como en bacterias o diferentes, como ocurre con Smc1 y
Smc3 en eucariotas (Hirano & Mitchison, 1994; Strunnikov et al, 1995; Hirano & Hirano, 1998;
Haering et al, 2002). La carga de los dimeros de SMC en la cromatina parece estar mediada
por la actividad de las dos cabezas ATPasas (Kimura & Hirano, 1997; Weitzer et al, 2003). No
obstante el hallazgo més significativo, al cual la superfamilia de las kleisinas debe su nombre
(Schleiffer et al, 2003), fue comprobar que las cohesinas interaccionan entre si formando
anillos de tres subunidades, gracias a que Rad21/Rec8 interaccionan por su region C terminal
con la cabeza ATPasa de Smc1 y por su region N terminal con la cabeza ATPasa de Smc3
(“kleisimo” = “cierre” en griego; Gruber et al, 2003). En la actualidad, el modelo méas aceptado
sobre la conformacién de las cohesinas propone que un heterodimero de proteinas Smc y una
o-kleisina interaccionan entre si constituyendo una estructura en anillo que abraza a las
cromatidas hermanas para mantenerlas unidas (lvanov & Nasmyth, 2005; Haering et al, 2008).
Pero ademas, existe una cuarta subunidad integrante del complejo de cohesinas que
pertenece a la familia de los antigenos del estroma SA o STAG (Carramolino et al, 1997), la
cual interacciona con la subunidad o-kleisina (Wang et al, 2003) y es esencial para la cohesion
(Toth et al, 1999). Por ello, y pese a que Stag no participa directamente en su configuracion
anular, el complejo de cohesinas generalmente se considera una estructura tetrapartita
(Haering & Nasmyth, 2003). En las células sométicas de mamiferos los complejos de
cohesinas estan formados por SMC3, SMC1a, RAD21 y STAG1 o STAG2 (McKay et al, 1996;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirano%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirano%20T%22%5BAuthor%5D
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Carramolino et al, 1997; Schmiesing et al, 1998; Losada et al, 2000; Figura 1). A pesar de que
practicamente todas estas subunidades también participan en la meiosis (Eijpe et al, 2000;
Prieto et al, 2002) se han identificado otras subunidades especificas de la meiosis que son
SMC1B, REC8 y STAG3 (Parisi et al, 1999; Pezzi et al, 2000; Prieto et al, 2001; Revenkova et
al, 2001; Tabla 1).

STAG1/2

Figura 1. Complejo de cohesinas en células somaticas en mamiferos.

Otras proteinas implicadas en la regulacion de la cohesion

A pesar de su capacidad para formar anillos, los complejos de cohesinas no disponen de
autonomia para establecer y mantener la cohesion, sino que requieren la colaboracion de otras
proteinas para coordinar estos procesos (Tabla 2). En vertebrados, las cohesinas se unen al
DNA durante telofase (Darwiche et al, 1999; Losada et al, 2000; Sumara et al, 2000) y el
establecimiento de la cohesion se lleva a cabo en fase S (Guacci et al, 1997; Furuya et al,
1998; Uhlmann & Nasmyth, 1998; Hsu et al, 2011). Para ello, y en primer lugar, se requiere la
actividad de SCC2/INIPBL y SCC4/MAU2, dos proteinas que promueven la carga de las
cohesinas en el DNA (Ciosk et al, 2000; Rollins et al, 2004; Seitan et al, 2006; Watrin et al,
2006). El complejo formado por SCC2/NIPBL y SCC4/MAU2 se ha denominado recientemente
kollerin, un término que proviene del verbo griego “Kollao” y que significa “pegar con
pegamento” (Nasmyth, 2011). Sin embargo, para que los complejos de cohesinas establezcan

la cohesidn de las cromatidas hermanas tras la replicacion no basta con su carga en el DNA,
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sino que es necesario que la subunidad SMC3 sea acetilada por la acetiltransferasa ESCO1 en
fase S (Zhang et al, 2008-a). Del mismo modo, la liberacion de los complejos de cohesinas del

DNA también esta regulada por otras proteinas.

SMC o-kleisinas STAG

S. cerevisiae

Rad21,

S. pombe Psm3, Psm1
DmSMC3, DmRAD21,
|

D. melanogaster DMSMC1

C. elegans SMC-3, SMC-1 SCC-3

X. laevis XSMC3, XSMC1 XRAD21 XSTAG1, XSTAG2
SMC3,SMC1a, RAD21, STAG1,STAG2,

COH-2, COR-1,

DmSA
|

Mamiferos

Tabla 1. Subunidades de los complejos de cohesinas de mitosis (azul claro) y meiosis (naranja) en
distintos organismos eucariotas.

En las células somaticas de vertebrados, la mayor parte de los complejos de
cohesinas de los brazos son liberados durante la profase y los pocos que quedan unidos al
DNA, principalmente en los centrémeros, son eliminados justo antes de anafase (Sumara et al,
2000; Waizenegger et al, 2000). EI mecanismo principal que garantiza la eliminacion de la
cohesion de los brazos durante profase es la fosforilacion de la subunidad STAG2 dependiente
de la kinasa PLK1 (Sumara et al, 2002; Hauf et al, 2005). A pesar de ello, existen otras dos
proteinas, PDS5 y WAPL, que forman un complejo proteico denominado releasin, el cual
interacciona directamente con la subunidades STAG-RAD21, promoviendo la liberacién de las
cohesinas en profase (Losada et al, 2005; Gandhi et al, 2006; Shintomi & Hirano, 2009,
Nasmyth, 2011). Para mantener las cohesinas sin disociarse del DNA hasta profase, WAPL
esta inhibida por la proteina de vertebrados Sororina (Nishiyama et al, 2010). Esta interaccion
de Sororina con el complejo de cohesinas requiere la acetilacién de SMC3 por la acetil
transferasa ESCO2 (Lafont et al, 2010, Vega et al, 2005; Monnich et al, 2011) y se produce

través de su region conservada C-terminal (Wu et al, 2011). En los modelos desarrollados,
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Sororina promoveria un cambio de posicién de WAPL con respecto a PDS5 desde fase S hasta
profase, suprimiendo la liberacién de las cohesinas de los brazos cromosémicos (Nishiyama et
al, 2010). Al llegar a profase, Sororina es fosforilada por CDK1/Ciclina B, lo que promueve su
interaccién con PLK1 y revierte el desplazamiento sobre WAPL (Zhang et al, 2011). Como
consecuencia, STAG2 es fosforilada y se produce la liberacidn de los complejos de cohesinas
de los brazos a través de la ruta profasica (Nishiyama et al, 2010; Zhang et al, 2011). Se cree
que la apertura de los complejos de cohesinas para su liberacion por releasin se produce en la
region de interaccién Smc3- a-kleisina, mientras que para su carga por kollerin probablemente

se dé por la region de interaccion Smc3-Smc1 (Figura 2, Nasmyth, 2011).

Proteinas poco
Complejo Complejo conservadas con | Acetiltransferasas
kollerin releasin motivo FGF de cohesinas
invariable

Pds5,

S. cerevisiae Scc2, Scc4 Rad61/Wapl ‘ Eco1/Ctf7
S. pombe Mis4, Ssl3 Pds5, Wapl \ Eso1
D. melanogaster NippedB, Scc4 Pds5, Wapl Dalmatian \ Deco, San
C. elegans PDS-5 \
X. laevis XPDS5 \

Mamiferos SCC2/NIPBL, PDS5A,PDS5B,
SCC4/MAU2 WAPL

Tabla 2. Factores de regulacion de las cohesinas en distintos organismos eucariotas.

Sororina ‘ ESCO1, ESCO2

La cohesidon en mitosis

Como ya se ha mencionado previamente, en vertebrados los complejos de cohesinas de
los centrémeros y los pocos que permanecen en los brazos después de profase son eliminados
justo antes de la segregacién cromosomica (Sumara et al, 2000; Waizenegger et al, 2000).
Para eliminar los complejos de cohesinas que mantienen unidas las crométidas hermanas es
necesaria la activacién justo antes de anafase de Separasa, una cistein proteasa que corta
especificamente la subunidad RAD21 de los complejos de cohesinas (Uhlman et al, 2000; Hauf
et al, 2001; Nakajima et al, 2007; Kucej & Zou, 2010). La actividad de Separasa se encuentra
regulada desde levaduras hasta mamiferos por Securina, una chaperona inhibidora (Funabiki

et al, 1996; Zou et al, 1999; Waizenegger et al, 2002) que es esencial para S. pombe y

12



Introduccion

Drosophila (Funabiki et al, 1996; 1997; Stratmann and Lehner ,1996), aunque no para otros
organismos como S. cerevisiae y mamiferos (Yamamoto et al, 1996-a;b; Wang et al, 2001).
Una vez que todos los cromosomas se alinean correctamente en la placa ecuatorial, Securina
es degradada por ubiquitinacion dependiente del complejo promotor de anafase o ciclosoma
(APC/C), Separasa se activa y se inicia la segregacién cromosomica (Waizenegger et al,
2002). En mamiferos, la activacion de Separasa se produce mediante su auto-procesamiento
proteolitico (Chestukhin et al, 2003; Papi et al, 2005; Rubinek et al, 2007) y probablemente
también ocurra asi en el resto de vertebrados, ya que los sitios de corte estdn conservados
(Zou et al, 2002). Ademas, existe otro mecanismo capaz de inhibir a Separasa por fosforilacidn
dependiente de CDK1/Ciclina B (Stemmann et al, 2001; Gorr et al, 2005). La co-existencia de
estos dos mecanismos de inhibicién en las células somaticas provoca la activacion precisa de
Separasa en la transicion entre metafase y anafase, ya que es en ese instante cuando ambos
mecanismos se inactivan de forma sincronizada gracias a la degradacioén de Securina y de
Ciclina B (Cohen-Fix et al, 1996; Vorlaufer & Peters, 1998). Dicha transicion metafase-anafase
es un proceso irreversible del ciclo celular (Tyson & Novak, 2001), el cual es promovido y
regulado por APC/C (King et al, 1995; Sudakin et al, 1995).

SMC3
Kleisina
Unido al DNA
Kollerin | \‘
Q\
Soluble \ Re!easln

Figura 2. Modelo de carga y liberacion de los complejos de cohesinas; modificada de Nasmyth, 2011.

Para garantizar el reparto equitativo del material genético, APC/C se encuentra

finamente regulado por el checkpoint de ensamblaje del huso (SAC, Sudakin et al, 2001).
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Como su nombre indica, el SAC es un dispositivo de control que impide la progresion del ciclo
celular en caso de errores en el ensamblaje de los microtubulos en los cinetocoros, evitando
defectos de segregacion y aneuploidias (Rieder et al, 1995; Malmanche et al, 2006). En
prometafase, los microtubulos del huso mitético emanan de los dos centrosomas localizados
en los polos de la célula y se ensamblan a los cinetocoros hermanos de cada cromosoma
formando anclajes bipolares (Huitorel & Kirschner, 1988). Mediante movimientos antagénicos
hacia cada polo los micrtotibulos alinean los cromosomas en la placa ecuatorial (Skibbens et
al, 1993) y una vez que se alcanza la tension adecuada entre los microtUbulos y los
cinetocoros, el SAC se inactiva (Li & Nicklas, 1995; 1997). Ademas, el SAC no sélo reconoce y
corrige los defectos de ensamblaje de los microtibulos en los cinetocoros, sino que al mismo
tiempo debe evitar la pérdida de cohesion en los centrémeros. Para ello, la salida de metafase
esta directamente inhibida por el complejo del checkpoint mitético o MCC, formado por las tres
proteinas del SAC MAD2, BUBR1/Mad3 y CDC20 (Sudakin et al, 2001). Finalmente, cuando
los cromosomas alinean en la placa ecuatorial, Cdc20, que es el activador mitdtico de APC/C
(Visitin et al, 1997) se libera de Mad2 y Mad3 y esto permite su unién a los sustratros de esta

ubiquitin ligasa para que puedan ser degradados (Barford, 2011).

La cohesién en meiosis

A diferencia de la mitosis, en la que se generan dos células hijas idénticas a la
progenitora, la meiosis es un tipo de divisidn celular adquirida por los organismos eucariotas
con reproduccion sexual para producir, a partir de una célula diploide, células haploides que
son ademas diferentes entre si: los gametos y las esporas. Para ello se producen dos rondas
de segregacién cromosémica sucesivas a partir de una Unica duplicacion del DNA, de forma
que durante la primera segregacion se separan los cromosomas homologos y durante la
segunda las cromatidas hermanas. Aunque la segunda division meidtica es similar a la mitosis
en lo que a la segregacién de las cromatidas hermanas se refiere, la segregacion de los
cromosomas homologos en la primera division a polos opuestos es una adquisicién clave de la
divisién reduccional que se produce gracias a la existencia de procesos especificos de la

meiosis, como son la generacion de roturas en el DNA de forma programada (Mahadevaiah et
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al, 2001), el apareamiento de los cromosomas homdlogos formando bivalentes o la unién entre
ellos mediante quiasmas (empalmes que se generan por recombinacion homéloga entre dos
cromatidas de cromosomas homoélogos). La mayor parte de las diferencias existentes entre la
meiosis | y la mitosis ocurren en la profase | (Cohen et al, 2006), la cual se ha dividido, en
funcién de los procesos que tienen lugar, en 5 etapas: leptotena, zigotena, paquitena, diplotena

y diacineis (Figura 3).

Mediante un mecanismo dependiente de la endonucleasa SPO11, al inicio de
leptotena se generan en el DNA de los meiocitos roturas programadas de doble hebra (DSBs)
(Romanienko & Camerini-Otero, 2000). Como consecuencia, se activan rutas de reparacion
similares a las empleadas en la recombinacién homologa en células somaticas, pero en este
caso el DNA molde que se emplea corresponde al cromosoma homélogo en vez de la
cromatida hermana (Tarsounas et al, 1999). Para que la recombinacion homoéloga tenga lugar
entre cromosomas homologos, estos deben “reconocer” a su homélogo y aparearse con él. Sin
embargo, en la mayoria de las especies éste apareamiento no es suficiente para que tenga
lugar la reparacién por recombinacién homéloga de las DSBs. Para ello, los homologos deben

establecer una unién intima entre si denominada sinapsis.

En leptotena, los cromosomas se empiezan a condensar en filamentos largos sobre
los que se ensambla paulatinamente el elemento axial (AE), un armazén proteico que recorre
toda su longitud. Ademas, en esta etapa los cromosomas adquieren una disposicion en
ramillete o bouquet, ya que todos los telémeros se anclan en una misma region de la
membrana nuclear interna (Scherthan, et al 1996). Posteriormente, durante la etapa de
zigotena, los cromosomas homoélogos se reconocen y comienza a establecerse la sinapsis.
Esto se hace visible cuando unos filamentos transversales que forman parte del elemento
central se localizan entre los AEs de los cromosomas homologos (Figura 4), formando una
estructura proteica denominada complejo sinaptonémico (SC; Heyting, 1996). Los AEs
sinapsados pasan a denominarse elementos laterales (LEs). Seguidamente, en paquitena, los
bivalentes alcanzan el mayor grado de sinapsis. En los cromosomas autosdémicos y en el

bivalente sexual de las hembras (XX) la sinapsis tiene lugar por toda su longitud, mientras que
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los cromosomas XY sdlo sinapsan en una pequefia regiéon de homologia denominada region
pseudo-autosomica (PAR, Simmler et al, 1985). Por tanto, en una paquinema de raton se
observan 20 SCs en las hembras, los cuales se corresponden con los 20 bivalentes, y 19 SCs
en los machos, que se corresponden con los 19 bivalentes autosémicos, mas el bivalente XY

parcialmente sinapsado.

Leptotena Zigotena Paquitena Diplotena Diacinesis

EE008

Prometafase | Metafasel Anafasel Telofasel

OO0

MEIQSISI

Intercinesis Profasell Prometafase Il Metafase Il

© O

Anafase Il Telofase 11

8 U

MEIOSISII

Figura 3. Esquema que representa las distintas fases celulares de la division meidtica, en el que
los cromosomas paternos se representan en rosa y los maternos en morado

PROFASE |

Células hijas
haploides

Entre el final de leptotena y el final de paquitena las DSBs se reparan por

recombinacion homdloga y se producen los sobrecruzamientos que daran lugar a los quiasmas
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(Inagaki et al, 2010). La importancia de este intercambio reciproco de fragmentos homologos
entre crométidas no hermanas radica en dos aspectos diferentes. Por un lado, garantiza la
union de los homoélogos hasta anafase |, lo cual es esencial para generar la tension necesaria
para formar la placa ecuatorial en metafase | y en consecuencia, para segregar los
cromosomas equitativamente (Zalevsky et al, 1999). Por el ofro, incrementa la variabilidad
genética de los descendientes gracias al intercambio de informacién que se produce entre los
cromosomas materno y paterno, lo que conlleva una supuesta ventaja evolutiva (Burt, 2000).
Posteriormente, el SC se desensambla en diplotena, quedando finalmente los cromosomas
homélogos unidos Unicamente por los quiasmas en diacinesis, etapa en la cual se alcanza una

mayor condensacion, previa a la entrada en metafase |.

INTERFASE LEPTOTENA

DIPLOTENA

ZIGOTENA
PAQUITENA

Elemento central

Elemento lateral
Elemento axial

Figura 4. Diagrama de la profase | de mamiferos en el que se representan los procesos de sinapsis y
desinapsis entre los los cromosémas homologos.

En mamiferos, el SC esta formado por proteinas SYCP, SYCE y HORMAD (Yuan et
al, 2000; de Vries et al, 2006; Costa et al, 2005; Bolcun-Filas et al, 2007; 2009; Wojtasz et al,
2009; Schramm et al, 2011). Sin embargo, las proteinas clasicas para el estudio de las meiosis
han sido las SYCPs, debido a que fueron las primeras en identificarse. SYPC3 y SYCP2 son
proteinas estructurales que forman parte de los AE/LEs (Schalk et al, 1998) y SYCP1 es un
filamento transversal integrante del elemento central (Schmekel et al, 1996). SYCP3 y SYCP2
se ensamblan en leptotena (Yuan et al, 2000; Eijpe et al, 2003; Yang et al, 2006) y SYCP1 se

localiza transversalmente en las regiones de sinapsis sobre los LEs (de Vries et al, 2005;
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Figura 5). En S. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Mus musculus y en saltamontes la
generacion de DSBs vy el inicio de la recombinacién no soélo preceden a la sinapsis, sino que
ésta depende de ambos procesos (Roeder, 1995; Grelon et al, 2001; Mahadevaiah et al, 2001;
Viera et al, 2004). En Caenorhabditis elegans, sin embargo, la sinapsis se produce antes de la
recombinacion (Dernburg et al, 1998) y en Drosophila antes de la generacion de las DSBs
(Jang et al, 2003). A diferencia de lo que ocurre en levaduras de gemacion, las levaduras de
fision carecen de SC y de AEs. A pesar de ello, en S. pombe existe una estructura proteica
denominada elemento lineal (LInES), cuyas funciones muestran cierta similitud con las de los
AEs en lo que se refiere a la organizacién de los loops del DNA, el reconocimiento de regiones
homologas y la colaboracion en recombinacion. Sin embargo, el montaje del LIinES es
independiente a la formacion de DSBs (Lorenz et al, 2004). En conjunto, estos datos indican
que aunque la meiosis consta de unos procesos comunes en todos los eucariotas, los
mecanismos moleculares que ha adquirido cada especie para llevarlos a cabo no se

encuentran conservados evolutivamente.

Cromatidas hermanas

v @ Complejos de cohesinas
B SYCP3 + SYCP2
= SYCP1

Cromosomas homologos

Figura 5. Representacion de una region de sinapsis en mamiferos.
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Reparacion de los DSBs por recombinaciéon homéloga en meiésis

En mamiferos, el inicio de la recombinacion homéloga es dependiente de la
generacion de DSBs por la endonucleasa SPO11 al inicio de leptotena (Baudat et al, 2000).
Como consecuencia de estas roturas programadas, los sensores de dafio ATR y ATM activan
cascadas de sefalizacion encargadas de la reparacion del DNA (Keegan et al, 1996).
Inicialmente ATM promueve la fosforilacién de H2AX, la cual se localiza en los sitios de rotura
al inicio de leptotena (Bellani et al, 2005), y como consecuencia, se produce una amplificacion
de la sefial mediante un proceso integrado por numerosas proteinas de las rutas de reparacién
como son CHK2, BRCA1, BRCA2, RPA, RAD52, RAD51 y DMC1 (Barlow et al, 1998; Xu et al,
2003; Sharan et al, 2004; Miles et al, 2010). Para que la reparacién de las DSBs se lleve a
cabo por recombinacién homdloga, ATM/CHK2 fosforilan BRCA1, lo que promueve su
localizacién en las DSBs sefializadas por la histona yH2AX. Una vez alli, BRCA1 regula las
exonucleasas encargadas de la reseccidn o el acortamiento de los extremos 5" para que los
extremos 3" queden como hebras simples (Symington & Gautier, 2011). Seguidamente la
proteina RPA, a pesar de ser una proteina caracteristica de los nédulos de recombinacion
intermedios (Moens et al, 2002), reconoce las hebras simples de DNA y se une
transitoriamante a los extremos 3" para protegerlos del cromosoma homoélogo (Tarsounas et al,
1999) y la formacién de nédulos tempranos que marcan el inicio de la recombinacién
(Anderson et al, 1997). A medida que avanza la profase algunos de estos nédulos tempranos
maduran a ndédulos de transicién, caracterizados por la presencia de otras proteinas de
recombinacion como la previamente mencionada RPA y posteriormente, MSH4 y MSH5 (de
Vries et al, 1999; Moens et al, 2002; Ashley et al, 2004; Neyton et al, 2004). Finalmente, s6lo
entre el 6 y el 20 % de los nddulos generados en leptotena se transforman en nodulos de
recombinacion que dan lugar a los quiasmas en paquitena (Plug et al, 1998; Moens et al, 2002;
2007) y que se distinguen por la presencia de las proteinas MLH1 y MLH3 (Baker et al, 1996;
Santucci-Darmanin et al, 2002). Pero ademas, la kinasa ATR, el otro sensor de dafio genético,
también participa durante el proceso de intercambio de informacion entre los cromosomas

homélogos. Para ello, ATR co-localiza con la proteina de reparacion TOPBP1 en las DSBs y
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conjuntamente forman parte de la maquinaria que monitoriza la recombinacion (Perera et al,
2004).

Aparte de la funcion que desempefian durante la recombinacién y reparacién del
DNA, algunas de estas proteinas desempefian un papel importante en el silenciamiento de los
cromososmas sexuales en la espermatogénesis de mamiferos (Fernandez-Capetillo et al,
2003, Turner et al, 2004). En paquitena, la falta de homologia y sinapsis a lo largo de la mayor
parte de los cromosomas sexuales XY conduce a la asinapsis forzosa. En un intento de
sefializar diferencialmente esta asinapsis obligada de la que ocurre en los bivalentes
autosémicos por defectos en el apareamiento o la recombinaciéon, se cree que los
espermatocitos de mamiferos forman en torno a su bivalente sexual un dominio cromatinico
especializado que se conoce como cuerpo sexual. Durante esta misma etapa, la cromatina de
aquellos cromosomas autosomicos con defectos de sinapsis, sufren modificaciones que
silencian su transcripcion por un proceso denominado MSUC (meiotic silencing of unsynapsed
chromatin). A pesar de que el MSUC es un proceso conservado funcionalmente en la mayoria
de los eucarioras, los mecanismos ejecutores que se emplean en los distintos phyla son muy
diferentes (Turner et al, 2005; Schoenmakers et al, 2010). Este mecanismo contribuye a la
eliminacién de los meiocitos con defectos en sinapsis (Kouznetsova et al, 2009). Asimismo, la
mayor parte de la cromatina del cuerpo sexual se mantiene silenciada entre paquitena y
diplotena mediante el MSCI (meiotic sex cromosome inactivation), un proceso especializado
que se cree que ha derivado evolutivamente del MSUC y que es imprescindible para completar
la espermatogénesis en mamiferos (Fernandez-Capetillo et al, 2003; Turner et al, 2005;
Schoenmakers et al, 2009; 2010).

En relacion con todos estos procesos, en la profase | de la meiosis existe un punto de
control importante para prevenir la produccion de gametos aberrantes por defectos en la
sinapsis, en la generacién/reparacion de DSBs y en la recombinacién, el cual se denomina
checkpoint de paquitena. A pesar de que se desconoce en mamiferos el mecanismo del
bloqueo de los meiocitos con estas alteraciones, éste se desencadena por la pérdida de

funcién de gran parte de las proteinas implicadas en dichos procesos. Asi, mediante el
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desarrollo de modelos murinos con perdida de funcién se ha comprobado que la deficiencia de
SPO11 (Baudat el al, 2000), ATM (Barlow et al, 1998), BRCA1 (Xu et al, 2003), BRCA2
(Sharan et al, 2004), DMC1 (Pittman et al, 1998), MSH5 (de Vries et al, 1999), MLH1
(Edelmann et al, 1996) o las proteinas del SC (Yuan et al, 2000; de Vries et al, 2005; Yang et
al, 2006), provoca la activacion de este checkpoint. Dos de las proteinas que podrian estar
implicadas en la activacion de este punto de control de paquitena son ATR y TOPBP1, las
cuales interaccionan en regiones de los cromosomas autosémicos en las que no se ha
completado la sinapsis en zigotena. Esta hipétesis se basa en que la proteina ortbloga de
TOPBP1 en levaduras se ha relacionado con dicha funcion (Perera et al, 2004) y en que ATR
esta implicada en el MSUC (van der Heijden et al, 2007).

Cohesinas en meiosis

Ademas de estas proteinas implicadas en la reparaciéon de los DSBs (sensoras,
recombinasas, kinasas, etc...) y otras especificas de meiosis (DMC1, SYCP1, SYCP3, etc...),
las cohesinas también desempefian un papel clave en diferentes procesos meidticos. Durante
la profase |, los complejos de cohesinas se distribuyen a lo largo de los cromosomas
homélogos co-localizando con los AE/LEs y no sélo participan en la cohesién, sino también en
la sinapsis, la reparacion, la recombinacién, la formacion de quiasmas y la organizacion de la
cromatina en loops (Bannister et al, 2004; Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005, Novak et al,
2008). Por tanto, la naturaleza reduccional de la primera division meiética es posible gracias a
la adaptacion de las funciones de las cohesinas a los procesos especificos de la meiosis. Una
de las diferencias entre la mitosis y la meiosis que probablemente ha sido clave para esta
adaptacion es la sustitucion de RAD21 por REC8 en los complejos de cohesinas implicados en
el mantenimiento de la cohesién centromérica durante las divisiones meiéticas (Molnar et al,
1995; Parisi et al, 1999; Pasierbek et al, 2001; Bannister et al, 2004; Tachibana-Konwalski et al,
2010). REC8 se localiza en el dominio intercromatidico y en los centrémeros desde leptotena
hasta metafase |. Llegado este momento, los cromosomas homélogos se alinean en la placa
ecuatorial con los centrémeros hermanos orientados hacia el mismo polo (Yokobayashi &

Watanabe, 2005; Hauf et al, 2007) y una vez que la tensién es adecuada, Separara se activa y
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corta la subunidad REC8 de los complejos de cohesinas de los brazos, lo que permite la
resolucion de los quiasmas y la segregacion de los homologos (Buonomo et al, 2000; Kudo et
al, 2006). En levaduras, ademas, se ha propuesto que Rec8 y un complejo de proteinas
denominadas monopolinas participan en la mono-orientacion de los centromeros hermanos
(Watanabe and Nurse, 1999; Watanabe et al, 2001; Yokobayashi et al, 2003), sin embargo, en
mamiferos todavia se desconocen las proteinas que promueven la mono-orientacion, aunque
existen algunas candidatas como SYCP3 y RAD21 (Parra et al, 2004). Después de la primera
division meidtica las cromatidas hermanas permanecen unidas sélo por los centromeros,
gracias a unos pocos complejos de cohesinas con REC8 que se mantienen en dicha region, de
forma que en metafase Il éstas son bi-orientadas al igual que ocurre en mitosis. Finalmente,
justo antes de anafase Il Separasa corta el REC8 de los complejos de cohesinas centroméricos

y cada cromatida migra a una célula hija (Kitajima et al, 2003).

Las shugoshinas y su papel en la proteccion de la cohesion centromérica

Una de las caracteristicas que la mitosis de vertebrados y la primera divisién meiotica
tienen en comln es que, a pesar de que los complejos de cohesinas de los brazos son
eliminados por fosforilacion en profase o por protedlisis en metafase |, la cohesidn
centromérica se mantiene hasta la segregacion de las crométidas hermanas en anafase y
anafase Il respectivamente (Waizenegger et al, 2000; Figura 6). Este hecho sugiere la
existencia de algun mecanismo capaz de proteger los complejos de cohesinas centroméricos
hasta anafase. La primera proteina a la que se le atribuy6 esta funcion fue MEI-S332, la cual
protege la cohesion centromérica de Drosophila hasta anafase Il (Kerrebrock et al, 1995).
Posteriormente se identificd una proteina con una funcién similar en la meiosis de levaduras, la
cual pertenece a la familia de MEI-S332, y que se denomin6 shugoshina (Sgo), término que en

japonés significa “espiritu guardian” (Kitajima et al, 2004).
La familia de las shugoshinas se extiende desde levaduras hasta humanos (Kitajima et al,

2004; Rabitsch et al, 2004). Algunos organismos como S. cervisiae y Drosophila Unicamente
tienen una shugoshina (Kerrebrock et al, 1995; Katis et al, 2004; Kitajima et al, 2004; Rabitsch
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et al, 2004), mientras que las levaduras de fisién y los animales vertebrados tienen dos
(Kitajima et al, 2004; 2006; Rabitsch et al, 2004; Rivera et al, 2012). Sin embargo, y a pesar de
que en S. pombe sus dos miembros (Sgo1 y Sgo2) se denominan igual que en mamiferos
(SGOL1 y SGOL2), la poca identidad que existe entre sus secuencias aminoacidicas sugiere
que no existen relaciones de ortologia entre sgo1 y SGOL1 y sgo2 y SGOL2 (Gutiérrez-
Caballero et al, 2012). Funcionalmente, en S. pombe, S. cerevisiae, Drosophila y Zea mays,
Sgo1/Mei-S332 protege los complejos de cohesinas centroméricos de ser cortados durante la
primera ola de activacién de Separasa en la primera divisién meiética (Kerrebrock et al, 1995;
Katis et al, 2004; Kitajima et al, 2004; Rabitsch et al, 2004; Hamant et al, 2005). Sin embargo,
en vertebrados SGOL1 protege la cohesion de los centrdmeros de la ruta profasica en células
somaticas (Salic et al, 2004; Kitajima et al, 2006; Huang et al, 2007; Rivera et al, 2012),
mientras que SGOL2 es esencial para el mantenimiento de la cohesion hasta anafase Il en
raton (Llano et al, 2008; Lee et al, 2008). Hasta la fecha se desconoce la posible funcion in vivo
de SGOL2 en células somaticas de ratén (Llano et al, 2008). Sin embargo, su deplecion

mediante siRNA en Hela provoca defectos de cohesion o segregacion (Kitajima et al, 2006;
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Figura 6. Esquema sobre la mitosis de vertebrados y la meiosis de levaduras con el que se repre-senta
la liberacién de complejos de cohesinas en dos pasos; adaptada de Gutiérrez-Caballero et al, 2012.
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Huang et al, 2007). De forma similar al ratén, la deficiencia en Xenopus de XSgo2 no provoca
defectos de cohesién en mitosis (Rivera et al, 2012). Por tanto, es probable que las
shugoshinas de vertebrados hayan divergido de una shugoshina ancestral cuya funcién
primera fuera la proteccién de la cohesién en meiosis. En cualquier caso, seria mas adecuado
considerar que SGOL2 de vertebrados es la ortbloga de Sgo1 de levaduras (Gutiérrez-
Caballero et al, 2012). A pesar de ello, y como ocurre con Sgo1 en S. cerevisiae (Indjeian et al,
2005; Kiburz et al, 2008; Storchova et al, 2011) y Sgo2 en S. pombe (Kitajima et al, 2004;
Rabitsch et al, 2004; Kawashima et al, 2007; Vanoosthuyse et al, 2007), las funciones de las
shugoshinas de vertebrados no estén restringidas a preservar la cohesién cromosomica, sino
que éstas también participan en la formacién de husos bipolares (Rivera et al, 2012), en
mantener la integridad de los centriolos hasta anafase (Wang et al, 2008) e incluso podrian
estar implicadas en el SAC, dada la interaccion descrita entre hSGOL2 y hMAD2 (Orth et al,
2011).

Funciones no canodnicas de las cohesinas

Ademés de su funcidén en el establecimiento de la cohesién entre cromatidas
hermanas, las proteinas del complejo de cohesinas y las proteinas que participan en su carga
en el DNA o en el establecimiento de la cohesién, también estan implicadas en otros procesos
celulares importantes. En los afios 70 se realizaron cribados genéticos para identificar en S.
pombe genes protectores frente a radiaciones UV y radiaciones v, los cuales fueron bautizados
como genes rad (sensibilidad a la radiacién), y entre ellos se identifico rad21 (Nasim & Smith,
1975). Posteriormente, se describio a rad21 como una proteina esencial para la reparacién de
DSBs en levaduras (Birkenbihl & Subramani, 1992) y recientemente se ha comprobado que los
ratones Rad21*- tienen reducida la capacidad de reparar el DNA dafiado y sufren
hipersensibilidad del epitelio intestinal frente a radiaciones y (Xu et al, 2010). Asimismo, las
proteinas SMC1 y SMC3 estan implicadas en reparacién y forman parte del complejo de
recombinacion humano RC-1 (Jessberger et al, 1996; Stursberg et al, 1999; Schér et al, 2004).
Ademés, la fosforilacién de SMC1 y SMC3 dependiente de ATM/ATR regula la sefializacién y

reparacion de dafio en el DNA en mamiferos (Kim et al, 2010). De forma adicional, las
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cohesinas estan implicadas en la activacién de los checkpoints de fase S y G2/M en mamiferos
y, dado que para ello no se requiere Sororina, esta funcion parece ser independiente del su
papel en cohesién (Watrin & Peters, 2009). De manera similar, las subunidades reguladoras de
S. cerevisiae Eco1/Ctf7 (Sjogren & Nasmyth, 2001; Unal et al, 2007) y de mamiferos ESCO1
(Kim et al, 2010) también participan en reparacion y para ello colaboran en el establecimiento
de cohesion no solo en fase S, sino también en respuesta a DSBs en G2/M. De forma
adicional, durante la meiosis las cohesinas no sélo participan en la cohesion centromérica, sino
en varios procesos necesarios para la condicion reduccional de la primera segregacion
meidtica, como es el empleo del cromosoma homaélogo en vez de la crométida hermana como

molde durante la recombinacion homologa (Brar et al, 2009).

Por otro lado, las cohesinas y sus proteinas reguladoras también participan en la
regulacion transcripcional de otros genes. En Drosophila, Nipped-B regula la activacién de los
genes implicados en la regulacion del desarrollo 0 genes homeobox y la activacion de la ruta
de sefializacion Notch (Rollins et al, 1999). De forma similar, en Zebrafish las cohesinas Rad21
y Smc3 son fundamentales para la activacion de los genes Runx que se expresan al inicio del
desarrollo embrionario (Horsfield et al, 2007). Asimismo, en células humanas las cohesinas
colaboran directamente con el factor de transcripcion CTCF para regular la expresion de
algunos genes en interfase (Parelho et al, 2008; Stedman et al, 2008; Wendt et al, 2008). Dado
que CTCF colabora en procesos epigenéticos y se asocia con regiones que regulan la impronta
y con elementos que aislan ciertos genes de otras regiones vecinas del genoma, las cuales
generan efectos represivos o de activacion sobre ellos (Ohlsson et al, 2001; West et al, 2002),
es posible que las cohesinas también participen en dichos procesos (Figura 7A). Pero
ademas, se ha demostrado que la interaccién del complejo de cohesinas con NIPBL y un co-
activador trasncripcional denominado complejo Mediador activa genes que mantienen la
pluripotencia de las células ES de ratén, como son Oct4 y Nanog. Este modelo transcripcional
se basa en que estas proteinas promueven la formacion de loops en el DNA para acercar entre
si a promotores y enhancers (Kagey et al, 2010; Nitzsche et al, 2011; Figura 7B). Asi mismo,
recientemente se ha demostrado que RAD21 esta implicada en la diferenciacién de timocitos in

vivo al promover modificaciones en la arquitectura de la cromatina (Seitan et al, 2011).
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Figura 7. Modelos de regulacion transcripcional en los que participan los complejos de
cohesinas limitando (A; Stedman et al, 2008; Wendt et al, 2008) o promoviendo (B; Kagey et al,
2010) la actividad de los enhancers sobre los promotores.

Patologias humanas relacionadas con la cohesion y la segregacion cromosémica

Desde el siglo pasado, una de las enfermedades que mas interés ha suscitado en la
comunidad cientifica ha sido el cancer y concretamente, llegar a entender las causas
subyacentes al desarrollo de tumores y su transformacion maligna, con el fin de generar
tratamientos efectivos. En 1891, el patdlogo David Paul Hansemann describié por primera vez
la presencia de mitosis poli-astrales con puentes anafasicos en carcinomas humanos, aunque
tuvieron que pasar dos décadas para que Boveri postulara que las aneuplodias generadas por
errores en la segregacion cromosémica podian ser el origen de las neoplasias. Sin embargo, y

a pesar de que se conocen y se comprenden cada vez mejor muchos de los procesos

26



Introduccion

moleculares alterados en las células cancerosas y las mutaciones que causan o potencian
dichas alteraciones, hasta la fecha no se ha podido esclarecer si las aneuploidias y las
reorganizaciones cromosémicas inherentes a muchos carcinomas son una causa 0 una
consecuencia de la tumorigénesis (Williams et al, 2008; Weaver & Cleveland, 2009). Dado que
la mayor parte de las proteinas mencionadas anteriormente estan implicadas en el
establecimiento, mantenimiento y/o la regulacion de la cohesién y la segregacién cromosdmica,
asi como en la regulacion de la transcripcién del genoma, no es de extrafiar que en diversos
tipos de tumores se hayan identificado mutaciones o alteraciones en la expresion de algunos
de los genes que las codifican. En tumores de colon, mama, ovario, pulmén, o tiroides y en
células de pacientes con leucemia y linfoma se han detectado alteraciones de la expresion y
mutaciones en algunos genes que codifican proteinas del SAC, como por ejemplo hBUB1,
hBUBR1 hMAD2 o hCDC20 (Cahill et al, 1998; Garber et al, 2001; Chen et al, 2002; Ru et al,
2002; Rhodes et al, 2004; Wada et al, 2008), aunque en general se considera que los genes
del SAC no son dianas frecuentes de mutaciones en los tumores (Haruki et al, 2001). Por otra
parte, el desarrollo de tumores de pituitaria, tiroides, colon y de algunos gliomas pueden estar
vinculado a niveles altos en la expresién de hSecurina (Tfelt-Hansen et al, 2006). La sobre-
expresion de Securina en células tumorales y su activdidad oncogénica se describié por
primera vez durante el estudio de una linea celular de rata procedente de un tumor de
pituitaria, por lo que se denominé pituitary tumor-transforming gene o PTTG1 (Pei & Melmed,
1997). De forma similar, alteraciones en hSeparasa, hWAPL y en proteinas del CPC (Complejo
pasajero del cromosoma) pueden provocar inestabilidad cromosémica, aneuploidias y/o
tumorigénesis, y ademas su sobre-expresion se ha asociado con varios tipos de tumores
(Zhang et al, 2008-b; Mukherjee et al, 2011; Oikawa et al, 2004; Kollareddy et al, 2008;
Barbanis et al, 2009; Meyer et al, 2009; Small et al, 2010). Finalmente, en el gen hSgo1 se han
hallado también alteraciones asociadas al desarrollo de cancer de colon, algunas referentes a
una reduccién de su expresion (lwaizumi et al, 2009) y mas recientemente, a una nueva
variante de SGOL1 generada por splicing alternativo (SGOL1-P1) que inhibe la localizacién de
SGOL1 y de RAD21 en los centrémeros (Kahyo et al, 2011). Ademés, recientemente se ha
encontrado una relacion directa entre las cohesinas y la progresién tumoral a través de la

presencia de mutaciones inactivantes de STAG2 en glioblastomas, sarcoma de Ewing,
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melanoma y leucemias y de mutaciones conductoras en el gen de la subunidad SMC3 en
leucemias agudas crénicas (AML) (Solomon et al, 2011; Rocquain et al, 2010, Ding et al,
2012). Dado que SMC3 es la Unica subunidad estructural comin a todos los complejos de
cohesinas, la presencia de mutaciones en este gen en AMLs conllevaria una alteracion de las

funciones de todos los complejos de cohesinas existentes.

Por otro lado, y dado que muchas de las proteinas a las que se ha hecho referencia
en los apartados anteriores también participan en la meiosis, es posible que éstas puedan
estar implicadas en algunos casos de esterilidad humana. La esterilidad humana puede estar
provocada por factores ambientales que afectan, por ejemplo, a la produccién de hormonas o
de anticuerpos, o bien por alteraciones genéticas (Benoff et al, 2000; Poongothai et al, 2009).
Con respecto a los defectos genéticos que provocan esterilidad masculina, los mas estudiados
son las microdeleciones en el brazo largo del cromosoma Y, que afectan a las tres regiones
denominadas factores de azoospermia o AZF (Navarro-Costa et al, 2010). En mujeres, las
alteraciones genéticas no solo pueden causar esterilidad sino que ademéas pueden ser
responsables del fallo prematuro del ovario (POF) que provoca menopausia precoz (Fauser &
Hsueh, 1995; Persani et al, 2010). No obstante, en méas de la mitad de los casos de infertilidad

las causas de su origen se desconocen (Poongothai et al, 2009).

Mediante modelos murinos se ha comprobado que mutaciones en las proteinas
implicadas en los procesos de DSBs, reparacion y recombinacion provocan esterilidad (Baker
et al, 1996; Edelmann et al, 1996; 1999; Xu et al, 1996; Pittman et al, 1998; Yoshida et al,
1998; de Vries et al, 1999; Baudat et al, 2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Kneitz et
al, 2000; Sharan et al, 2004). De forma similar, la pérdida de funcién de alguna de las tres
proteinas SYCP del SC, asi como de las cohesinas REC8 o SMC1p provoca azoospermia en
machos y distrofia del ovario o subfertilidad en hembras (Yuan et al, 2000; Pelttari et al, 2001;
de Vries et al, 2005; Yang et al, 2006; Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005; Revenkova et al,
2004). Asimismo, en humanos se han identificado mutaciones en SYCP3 asociadas a
esterilidad masculina y a abortos recurrentes (Miyamoto et al, 2003; Bolor et al, 2009).

Ademas, los defectos en la segregacion cromosémica que se han detectado en los dvulos de
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mujeres de avanzada edad podrian estar originados por una disminucién de la cohesion y/o por
defectos en el funcionamiento de las proteinas del SAC (Cukurcam et al, 2004; Hodges et al,
2005; Steuerwald, 2005; Tachibana-Konwalski et al, 2010; Orth et al, 2011).

Por ultimo, existe un conjunto de enfermedades menos conocidas denominadas
cohesinopatias que se atribuyen directamente a defectos en proteinas del complejo de
cohesinas 0 en proteinas reguladoras de la cohesién. El sindrome de Cornelia de Lange
(CdLS), es una cohesinopatia que afecta a 1 de cada 10.000 nacidos que se caracteriza por
presentar desoérdenes en el desarrollo, retraso mental, defectos cardiacos, malformaciones
faciales y de las extremidades, retraso en el crecimiento y anomalias intestinales (Gillis et al,
2004) y se produce por mutaciones en los genes Nipbl (Krantz et al 2004; Tonkin et al, 2004),
Smc3, Smc1a (Musio et al, 2006; Deardorff et al, 2007) , Pdsbb (Zhang et al, 2009) o Rad21
(Deardorff et al, 2012). El sindrome de Roberts (RBS), la otra cohesinopatia mas frecuente,
esta provocado por mutaciones en el gen Esco2 (Vega et al, 2005) y se caracteriza por
alteraciones en el desarrollo similares a las del CdLS, como malformaciones craneo-faciales,
defectos en las extremidades o retraso mental (Gerkes et al, 2010). Paraddjicamente, los
pacientes con estas patologias no sufren defectos de cohesién, salvo los que padecen RBS, en
los que se suele observar una leve pérdida de cohesion en la heterocromatina centromérica de
algunos cromosomas y en el brazo largo del cromosoma Y (Whelan et al, 2011). En
consecuencia, todo ello sugiere que las anomalias asociadas a las cohesinopatias surgen por
alteraciones en las funciones no canonicas de las cohesinas, especialmente aquellas
relacionadas con la morfogénesis (Rollins et al, 1999; Horsfield et al, 2007; Stedman et al,
2008; Wendt et al, 2008). En concordancia se ha observado que la pérdida de funcion de
CTCF en el desarrollo embrionario del ratdn provoca malformaciones de las extremidades
(Soshnikova et al, 2010).
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Objetivos

En mamiferos, los complejos de cohesinas son esenciales para la cohesion de las
cromatidas hermanas desde su replicacién hasta la segregaciéon cromosomica, la reparacion
del DNA, la regulacién de la expresién génica y la diferenciacién celular. En meiosis, ademas,
las cohesinas se requieren para la sinapsis y la recombinacion homéloga. Para que los
complejos de cohesinas puedan llevar a cabo estas funciones, existen, ademas, otras
proteinas que participan directa o indirectamente en su carga (SCC2/NIPBL, SCC4/MAU) y
liberacion del DNA (WAPL, PDS5, PLK1, Separasa), en el establecimiento (ESCO1) y
mantenimiento (ESCO2, Sororina) de la cohesién y en su proteccion frente a fosforilacion o
corte (SGOL1, SGOL2, PP2A, Securina, CDK1/ciclina B). Por tanto, muchas de estas
proteinas, junto con las subunidades canonicas del complejo de cohesinas, podrian ser

necesarias para preservar la estabilidad cromosémica.

El presente trabajo de investigacion se centra en el estudio de la ruta de la cohesion y
su implicacion en el mantenimiento de la estabilidad cromosémica en mamiferos. Para ello, se
aborda el desarrollo de nuevos modelos de ratdén por pérdida de funcién, con el fin de
diseccionar in vivo los procesos celulares afectados. En base a ello, los objetivos concretos

que nos planteamos son los siguientes:

- Estudio de la localizacién y dindmica cromosomica de una nueva kleisina del

complejo de cohesinas identificada en el laboratorio.

- Analisis funcional de la nueva kleisina mediante el desarrollo y caracterizacion de

un raton mutante por pérdida de funcion.

- Caracterizacion funcional de los complejos de cohesinas meidticos en la
espermatogénesis de mamiferos mediante la generacion y andlisis de un ratén

deficiente para las kleisinas meidticas.
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- Determinacién de un posible mecanismo adicional en el mantenimiento de la
cohesién cromosdmica en mamiferos, potencialmente implicado en la inhibicién de
Separasa.

- Anélisis de la espermatogénesis de un modelo murino con hipoplasia del testiculo

por pérdida de funcién de Securina.
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Materiales y Métodos

- Reactivos de electroforesis

La separacion de DNA y RNA se realizd en geles de agarosa (Grado de Biologia
Molecular, Pronadisa) en TAE o TBE. El bromuro de etidio utilizado para detectar los acidos

nucleicos fue adquirido en Sigma-Aldrich.

- Enzimas de restriccion

Los diversos enzimas de restriccion, asi como enzimas para PCR, clonacion o
marcaje de sondas fueron suministrados por Takara, Fermentas, New England Biolabs,

Amersham Pharmacia Biotech y Roche Molecular Biochemicals.

- Oligonucleotidos

Los oligonucleétidos utilizados a lo largo del trabajo fueron sintetizados por Thermo

Scientific, Isogen Life Science, Sigma-Aldrich e Invitrogen a una escala de sintesis de 50nmol.

- Vectores de clonacion y de expresion de proteinas

El cDNA de RAD21L se clond en el vector de expresion pET, lo que sirvid para
expresar la proteina en E. coli. En el vector pBluescript se clonaron las sondas necesarias para

las distintas estrategias de genotipado de los ratones mutantes.

- Otros productos
Las disoluciones tampédn utilizadas (TE, SSC, TBE, TAE, solucién Denhardt) se

prepararon segun describen Sambrook & Rusell (2001). Los distintos productos empleados
fueron de calidad analitica y se adquirieron a distintas firmas suministradoras, principalmente
Merck, Sigma-Aldrich, Applied Biosystems y Prolabo. Se utilizé agua de grado reactivo MilliQ-

plus (Millipore). El resto de productos se detallan en los apartados siguientes.
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Técnicas en Biologia Molecular

- Técnicas basicas

Las técnicas béasicas de biologia molecular empleadas en este trabajo, como
electroforesis en geles de agarosa, digestiones con enzimas de restriccion, ligamiento de
fragmentos de DNA efc., se realizaron siguiendo los procedimientos aconsejados por las casas

comerciales o segun los protocolos descritos por Sambrook & Rusell (2001) y Brown (2006).

- Transformacién con plasmidos y cultivo de bacterias

La propagaciéon de los plasmidos se realizd en cepas de E. coli mediante
transformacién quimica o mediante electroporacion. En el primer caso, se descongeld el vial de
células competentes E. coli DHab en hielo y se afiadio el DNA plasmidico (0,1-50 ng en 20 pl).
Se incubd el vial 10 min en hielo, se introdujo en un bafio a 42° C durante 33 segundos y se
enfrio en hielo 1 min. Para transformacion eléctrica se descongelé un vial de células
electrocompetentes de E. coli DHa5 en hielo y se incubaron 100 pl de las mismas con 1 pl de
ligacién en la una cubeta E.coli pulse de BioRad (0,2 cm gap) durante 10 min en hielo.
Después, se aplicd una descarga eléctrica de 25 pF de capacitancia, 186 Q de resistencia y
2,5 kV de voltaje en un electroporador ECM600 BTX Electroporation system y se introdujo la
cubeta en hielo. Para la transformacién de ligaciones, tanto por choque térmico como eléctrico,
las bacterias se dejaron recuperando 40-60 min en 1 ml de LB y posteriormente se sembraron
en una placa de LB agar con el antibidtico de seleccidn correspondiente y se incubaron al
menos 15 h a 37° C. En el caso de que la transformacion de la ligacion se realizara con
plasmidos pBluescript (LacZ), junto con las bacterias se afiadio IPTG 200 mM (5 pl en placa
petri de 100 mm y 12,5 pl en placa petri de 150 mm) y X-gal al 2% en dimetilformamida (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido; 50 pl y 125 ul en 10 y 15 cm respectivamente;
Takara), lo que permiti6 identificar las colonias que contenian el vector recombinante por su
incapacidad para transformar el X-gal en un pigmento azul. Para obtener la cantidad necesaria
del vector recombinante las colonias de interés crecidas en las placas de LB agar se picaron en

2 ml de medio LB con el antibidtico correspondiente y se cultivaron al menos 12 h a 37° C.
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Posteriormente se realizd la extraccion del plasmido o en caso de requerirse una mayor

cantidad del mismo se dejo crecer un volumen mayor a partir de un inéculo del cultivo inicial.

- Purificacion de DNA plasmidico y BACs

Para la extraccién del DNA plasmidico a pequefia escala y de los BACs utilizados
principalmente como moldes de PCRs, se aplicd un protocolo de purificacion rapida a partir de
1,5 ml de cultivo de las E. coli . Tras centrifugacion en microcentrifuga (Beckman Coulter
microfuge 18), el pellet de bacterias obtenido se resuspendié en 200 pl de Tris-HCI 50 mM pH
8, EDTA 10 mM y RNAsa 100 pg/ml (Roche). Posteriormente se afiadieron 200 pl de una
solucién NaOH 0,2 N y SDS 1% (Merck) para lisar las bacterias. Después de 5 min, se
afiadieron 200 pl de acetato potasico 3 M de pH 5,5 (Merck) para precipitar el DNA
cromosémico bacteriano y las proteinas. Tras su centrifugacion, se recogioé el sobrenadante y
se mezcld con 0,7 volumenes de isopropanol (Merck) para precipitar el DNA plasmidico, el cual
se lavé con etanol al 70 % (Merck) y se resuspendio en TE. Para cultivos a gran escala la

purificacion del DNA plasmidico se realiz6 utilizando un kit de la casa comercial QIAGEN.

- Purificacion de fragmentos de DNA

Las sondas y otros fragmentos de DNA utilizados para clonacion obtenidos por
PCR o por digestion de plasmidos recombinantes se separaron en geles de agarosa en tampén
1X TAE. La banda del gel correspondiente al fragmento de interés se recortd en el
transiluminador BioRad Gel Doc 2000 y se purificd utilizando el kit comercial GenClean IlI kit

MP Biomedicals.

- Purificacion de RNA de testiculos

Cada testiculo se introdujo en un eppendorf de 2 ml con 750 pl de solucion con GIT
(4 M Isotiocianato de guanidina, TEMED), 0,025 M citrato sddico pH 7.0 (Merk), lauril
sarcosinato de sodio 0,5 % (wl/v; Sigma-Aldrich), 0,1 M B-mercaptoetanol (Gibco) y se
homogenizé con un polytron (IKA T10 basic, Ultra Turrax) para romper las membranas y
desnaturalizar las proteinas. Después se afiadio 0,1 vol acetato de sodio 3 M, 1 vol fenol-H20

(Sigma-Aldrich) y 0,4 vol cloroformo isoamilico (Merck), se mezcld con vortex y se incubd 15
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min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm 20
min a 4° C en microcentrifuga. La fase acuosa resultante, conteniendo el RNA, se transfirié a
un nuevo tubo y se mezcld con isopropanol 1:1. Para precipitar el RNA, se centrifugd la
muestra a 13.000 rpm 15 min a 4° C y después se lavd con etanol 70 %. Después el pellet se

resuspendié con MQ-H20 y se cuantificd a 260 nm.

- Marcaje radioactivo de sondas de DNA para southern blot

Las secuencias de DNA que se emplearon como sonda en los andlisis southern
gendmicos fueron de al menos 400 nucledtidos de longitud y no incluyeron secuencias
repetidas. El fragmento se obtuvo mediante amplificacién por PCR. Una vez purificado se
marco mediante random priming. Para ello, se mezclaron 30 ng de molde con 2,5 pg de
oligonucledtidos aleatorios (random primers, Takara) se desnaturalizé 5 min a 100 °C y se
enfrid en hielo 5 min para impedir la re-naturalizaciéon del DNA. Posteriormente se afiadieron
2,5 pl de un mezcla con 0,5 mM de 3 dNTPs (dATP+dGTP+dTTP; BioLine), 3,5 U de la
polimerasa Klenow de Takara, el buffer 10X de la polimerasa y 12 mCi/ml de [a32]-dCTP. Tras

90 min a 37° C la reaccion se desnaturalizé antes de ser usada.

- Secuenciacion de plasmidos y fragmentos amplificados

La secuenciacion de las sondas clonadas en pBS fue realizada por el Servicio de
Genomica del CIC (Campus Miguel de Unamuno, Salamanca) empleando un secuenciador

capilar ABI.

- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar fragmentos de DNA por PCR se disefiaron oligonucleotidos
complementarios para la secuencia a amplificar considerando una longitud de 22-24 nt,
contenido un GC superior al 50% y temperatura de fusion mayor de 55° C. Para las reacciones
se utilizaron 10 pumol de dNTPs, 150 pmol de cada oligonucleétido y 2,5 U de la Taq DNA
polimerasa (Takara) en un volumen final de 50 ul. Las reacciones se realizaron en
termocicladores Applied Biosystems y los productos obtenidos se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa en TAE.
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- Transcripcion reversa-PCR (RT-PCR)

En primer lugar, se transcribieron de forma reversa 5 ug de RNA de testiculos para

obtener el ¢cDNA empleando un oligo(dT) y un kit comercial para transcripcion reversa
(Invitrogen). Seguidamente, se amplifico el cDNA de Rad21/ comprendido entre los exones 1y
13 con los oligonucledtidos Rad211S 5-ATGTTCTACACTCATGTGCTTATG-3’ y Rad21IAS 5'-
TCACATCTTATAGAA CATTGGTCCC-3". Como control de amplificacion se amplifico el locus
de la B-actina, empleando los oligonucleétidos ActS 5-GCTCCGGCATGTGCAA-3'y ActAS 5'-
AGGATCTTCATGAGGTAGT-3. Como control de calidad del RNA, se amplificé la ORF de
Rad21, que es de una longitud similar a la de Rad21/, con los oligonucledtidos Rad21S 5'-
ATGTTCTACGCACATTTTGTCCTC -3’y Rad21AS 5- ACACATCTAGCTCCTCAGATA -3

- Extraccion de DNA para analisis southern blot

El DNA se extrajo a partir de fragmentos de cola de ratén y de células madre
embrionarias (ES) mediante extraccién con fenol en un tampén (100 mM Tris-HCI pH 7.4, 100
mM EDTA, 0,5 % SDS y 580 ng/pl de proteinasa K (Roche). El tejido o las células se incubaron
al menos 15 horas a 55° C. EI DNA solubilizado se extrajo en 1 vol de fenol:cloroformo
isoamilico y se separd por centrifugacion. La fase superior con los acidos nucleicos se recogio,
se precipitd con acetato potasico 7,5 M (Merck) e isopropanol y después se lavé con etanol al
70 %. Una vez evaporado el etanol se resuspendié el DNA en TE (concentracion final entre
200-300 pg/ul).

- Andlisis Southern-blot

Los DNAs (5-10 pg) digeridos durante una noche con el enzima de restriccion
correspondiente se cargaron en geles 1X TBE con agarosa al 0,5 % y se sometieron a
electroforesis durante 8-24 h (dependiendo de la longitud de los fragmentos esperados y de la
diferencia en el tamafio de los mismos) a bajo voltaje. Posteriormente, los geles se
fotografiaron en un transiluminador, y se trataron con dos soluciones que adectan el DNA para
su fransferencia a una membrana de nylon (greenscreen plus TM hybridation transfer
membrane, NEF988001PK). Primero, se trataron con HCl 0,25 M durante 15-30 min para

romper los anillos de las purinas y asi facilitar la transferencia del DNA desde el gel a la
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membrana. Seguidamente, los geles se lavaron 3 veces con agua destilada para neutralizar el
pH del HCl y después se incubaron 30 min en NaOH 0,4 N para desnaturalizar el DNA.
Posteriormente, los geles se colocaron en cubetas de transferencia elaboradas manualmente
(Brown, 2006) con NaOH 0,4 N. EI DNA se transfirio por capilaridad durante al menos 15 h'y
posteriormente, fue fijado a las membranas covalentemente con luz ultravioleta en un UV
Stratalinker(R) 2400 (marca Stratagene; 1200 pjulios x 100). Las membranas se lavaron 3
veces en una solucién 2X SSC para eliminar restos de NaOH y se prehibridaron en un horno
Techne Hybridiser HB-1D Hybridisation Incubators durante 90 min a 65° C en solucion de
hibridacién (15 g de Dextran Sulfato de sodio de Leuconostoc spp, Mw > 500,000; Sigma-
Aldrich, 0,2 x SSPE S-2015 Sigma-Aldrich, 15 ml de 100 x Denhart’s [2 g de Ficoll 400; Sigma-
Aldrich, 2 g de Polyvinilpyrolidone; Sigma-Aldrich y 2 g de BSA; Roche, en 100 ml], 15 ml 10 x
PBS pH 7,4 y 3 ml 10 % SDS en 300 ml finales) con 1,5 pg/ml de DNA de esperma de salmén
(Sigma-Aldrich) desnaturalizado a 65° C. Justo antes de afiadir la sonda marcada con p%, se
cambié la solucién del cilindro por solucién de hibridacion a 65° C y DNA de salmon
desnaturalizado (1,5 pg/ml). Las membranas se hibridaron a 65° C durante 12 h vy
posteriormente se lavaron con 0,2X SSC y 0,1 % SDS a 65° C, tres veces de al menos 20
minutos para cada lavado. Para detectar la sefial radioactiva las membranas se expusieron
durante tres dias en casetes Fuijifilm BAS cassette r2 2040 con pantallas digitales que se

revelaron mediante escaner.

- Tratamiento informatico de secuencias de DNA y proteinas.

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes de interés se
obtuvieron de las bases de datos de Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) y UCSC
Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/). La busqueda de secuencias gendmicas por
homologia se realizo mediante el programa informatico online BLAST del NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Los patrones de digestién in silico de las secuencias
nucleotidicas se realizaron con el programa informatico online NEBcutter V2.0
(http:/ftools.neb.com/NEBcutter2/) y el disefio de oligonucledtidos se realizd mediante el

programa informatico online Primer3 Input (versiéon 0.4.0) (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/).
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Para alineamientos de secuencias, traduccion de nucleétidos a proteinas, etc, se utilizd el

paquete BioEdit.

Técnicas citologicas

- Esparcido de espermatocitos

Mediante una modificacién del protocolo de Peters et al (1997) se fijaron células
procedentes de testiculos de raton sobre portaobjetos para analizar la meiosis mediante IFs.
Para ello, se eliminé la tunica albuginea de los testiculos y se colocaron en una placa petri con
una gota de PBS. Tras triturarse con un bisturi, la muestra se pasd a un tubo de ensayo de 10
ml, con 6 ml de PBS y se centrifugéd a 600 rpm durante 10 segundos en una centrifuga
eppendorf 5810-R. El sobrenadante formado por una suspension de células unicelularizadas se
recogio y se centrifugd a 1200 rpm durante 8 min. Tras dos lavados en PBS, el pellet obtenido
se resuspendio en 75-350 ul de sacarosa 100 nM durante 7 min a temperatura ambiente, antes
de afadirse 10-20 pl sobre un portaobjetos con 300 pl del fijador. El fijador se prepard con 1%
de paraformaldehido Sigma-Aldrich, 3,5 mM de NaOH, 0,05 % de PBS, 0,15 % de Triton X-100
Sigma-Aldrich, 2,5 mM de tetraborato sédico Merck, ajustado a pH 9,5 0 7,15. Los portacbjetos
se balancearon para provocar la mezcla de la suspension celular con el fijador por toda su
superficie y se dejaron secar parcialmente en una camara hiumeda durante 2 h a temperatura
ambiente. Finalmente, los portaobjetos se lavaron con 0,08 % photo-flo de Kodak (detergente)
y se dejaron secar completamente a temperatura ambiente. En un microscopio invertido de
contraste de fase Nikon eclipse TS100 se valoré la calidad de los esparcidos. Los portaobjetos

se almacenaron en PBS con 0,05 % de azida a 4° C hasta el momento de usarse.

- Aplastado de tUbulos seminiferos

La metodologia que se empleé fue desarrollada por Parra et al (2002). Los tubulos
seminiferos recién extraidos se fijaron 10 min (2 % Formaldehido Merck, 0,1 % Tritén X-100 en
PBS). En un portaobjetos con poli-L-lisina Sigma-Aldrich (1 mg/ml) se colocaron 2-4 tubulos
sobre los que se afiadié una gota del fijador, se cubrieron con un cubreobjetos de 22 x 22 mm y

sobre él se pasd un lapiz dos veces para disgregarlos. Posteriormente, se presiond el
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cubreobjetos con la yema del pulgar, se introdujo la preparacion en nitrogeno liquido durante
unos 10 s, se elimind el cubreobjetos con la ayuda de un bisturi y se introdujo la preparacién en
PBS. Tras 3 lavados suecesivos de 5 min en PBS se realizd la IF. En el caso de no usarse en
el momento, las preparaciones se guardaron a -80° C sin eliminar el cubreobjetos después de
sacarse del nitrégeno liquido. Llegado el momento de usarse, estas preparaciones se
introdujeron de nuevo en nitrégeno liquido y se procedid de igual forma que con las

preparaciones frescas.

- Desblogueo de los espermatocitos con acido okadaico

En primer lugar se detunicaron los testiculos, se unicelularizaron los tabulos
seminiferos y se cultivaron 5 x 106 células/ml en una placa de cultivo de 35 mm durante 5-6 h
a 32° C en medio de cultivo completo con 25 mM HEPES y 5 mM de acido okadaico (Sigma-
Aldrich). Posteriormente se realizaron esparcidos siguiendo los procedimientos descritos

previamente.

- Esparcido de oocitos

Los ovarios de embriones de 17,5 dias post-coitum (paquitena), se introdujeron en
placas de 24 pocillos con PBS. Después se recogieron y se incubaron con 50 pl de colagenasa
a 50 mg/ml (Sigma-Aldrich) a 37° C 20-30 min. Posteriormente, se transfirieron a una solucién
hipotdnica (30 mM de Tris-HCI pH 8.2, 50 mM de sacarosa, 17 mM de citrato sodico Merck, 5
mM de EDTA Merck, 0,5 mM de DTT [ditiotreitol; Sigma-Aldrich] y 1 mM de PMSF) durante 45
min a temperatura ambiente. Seguidamente, fueron transferidos a 60 pl de 100 mM de
sacarosa a pH 8.2 y se pipetearon con una p100 bajo la lupa hasta ser unicelularizados. Para
finalizar, se afadi6 una gota de 40 pl de fijador a pH 9.2 (1 % de paraformaldehido, 5 mM de
tetraborato sddico, 0,15 % de Triton X-100, 3 mM de DTT) en portaobjetos y sobre esa gota se
afiadieron 10 pl de la suspensién unicelularizada. Con movimientos de zig-zag se esparcieron
las células por el portaobjetos y se incubaron durante 3 h. Los portacbjetos se almacenaron

como en el apartado anterior.
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- Estimulacién in vitro de oocitos para su maduracién a metafase |

Los sobrecruzamientos de las diacinesis/metafasse | se analizaron mediante el
protocolo desarrollado por Kan et al (2008). Para ello, se extrajeron los ovarios de hembras de
18 semanas, se afiadié una gota de medio Waymouth Gibco suplementado con 100 U/ml de
penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina, 10 % FCS (suero fetal bovino, Gibco) y 0,23 mmol de
piruvato de sodio (Gibco) y se perforaron con una aguja de gauge 30. Los oocitos obtenidos se
cultivaron 2 h 30 min a 37° C y 5 % de CO2 en gotas de 20 yl de KSOM (medio de cultivo de
embriones, Millipore) para inducir la rotura de la membrana nuclear de la vesicula germinal.
Posteriormente se incubaron en KSOM fresco durante 8 h para que progresaran de dictiata a
metafase |, se transfirieron a citrato sodico 1 % y se incubaron 15 min a temperatura ambiente.

Seguidamente los oocitos se fijaron en portaobjetos con metanol:acético (3:1, Merck).

- IFs indirectas

Los anticuerpos primarios frente a las proteinas de interés se diluyeron en PBS, se
colocaron sobre las preparaciones con un cubreobjetos y se incubaron 1 h a temperatura
ambiente o toda la noche a 4° C. Tras tres lavados sucesivos de 5 min con PBS, se incubaron
1 h con los anticuerpos secundarios correspondientes. Finalmente, tras repetir los tres lavados,
las preparaciones se montaron en Vectashield con DAPI, que se une al DNA en regiones ricas
en A-T, (Sigma-Aldrich). Todos los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se indican en

las Tablas 1y 2.

- Cariotipado
Las células ES en placas de cultivo de 35 mm fueron bloqueadas con colchicina (1

Mg/ml; Sigma-Aldrich) durante 90 min a 37° C. Posteriormente, se tripsinizaron, se lavaron con
PBSy se incubaron 20 min a 37° C en 0,56 % KCI (choque hipotonico). Tras la centrifugacion,
las células fueron fijadas en 3 lavados sucesivos con 10 ml de metanol-acético (3:1) a -20°C.
Finalmente, el pellet de células fijadas se resuspendio en 200 ul de metanol-acético y se
afiadieron dos gotas de la suspension sobre un portaobjetos. Por ultimo, las células se tifieron
en 5% Giemsa (Sigma-Aldrich).
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SYCP1

SYCP2
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Proteina

Proteinas
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Cabra

Conejo lgG

Ratén

Conejo
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Tipo
lgG

IgG

19G

Proveedor
Santa Cruz

Santa Cruz

Millipore

Millipore

Lab. Dra. Esther de Boer; Revenkova et al,
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1:30
1:20

1:200
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$C-22768

#05-636

#07-164 1:200
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suero
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Conejo

Conejo

Conejo
Conejo

Conejo
Conejo

Conejo
Conejo
Conejo
Conejo

Conejo
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Conejo IgG Lab. Dr. Dr. R. Freire; Makiniemi et al, 2001
Tabla 1. Anticuerpos primarios. Dil: dilucion

IgG
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19G

19G
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Suero
Suero

Suero
Suero
Suero
19G
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IgG

Antibodies Incorporated, EEUU

Lab. Dr. J.L. Barbero; Prieto et al, 2002
Disefiado en nuestro lab. frente al péptido
CNSHSELDQPQDWKD de RAD21L.
Desarrollado y purificado por Immunostep,
Espaiia

Proteina recombinante expresada en E.
coli correspondiente a los aa 344-552 de
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Desarrollado y purificado por el lab. del Dr.
J.L. Barbero

Santa Cruz

Lab. Dr. J.L. Barbero. Disefiado frente a la
secuencia completa de la proteina REC8 y
expresado en E. coli

Lab. Dra. Edyta Marcon; He et al, 1995
Lab. Dr. J.L. Barbero; Krasikova et al,
2005

Lab. Dr. J.L. Barbero; Prieto et al, 2004
Lab. Dr. J.L. Barbero; Prieto et al, 2004
Lab. Dr. J.L. Barbero; Prieto et al, 2001
Abcam

Lab. Dr. J.L. Barbero. Disefiado frente a 24
aa de la region C-terminal de la proteina
murina y expresado en E. coli

Santa Cruz Biotechnology
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Fluorocromo
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TRITC
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|
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|

|
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Tabla2. Anticuerpos secundarios. FITC: Fluoresceina / TRITC: Rodamina /
JIR: Jackson ImmunoResearch.
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- Frotis de espermatozoides a partir de epididimos de raton

Se extrajeron los epididimos del raton y se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 ml
con 300 pl de citrato sédico al 2,2 %. Tras trocearse con tijeras para favorecer la salida de los
espermatozoides, las muestras se incubaron 10 min a 32° C y se afiadieron 20 pl en
un portaobjetos. Los portaobjetos se envejecieron 1 dia a temperatura ambiente, se lavaron
con agua tres veces durante 1 min y tras secarse completamente se fijaron con metanol-
acético (3:1, -20°C) durante 3 min. Para el estudio morfoldgico se realizd tincion con
hematoxilina-eosina. Para el andlisis de posibles alteraciones del contenido cromosémico en
los espermatozoides se realizd un FISH sobre los frotis. Para aumentar la permeabilidad frente
a la sonda se trataron con DTT 10 mM en Tris-HCI 0,1 mM durante 30 min en hielo.
Posteriormente se lavaron con agua destilada y se dejaron secar al menos 30 min antes de

realizar la FISH.

- Estudio cromosomico mediante hibridacion fluorescente in situ o FISH

El FISH se llevo acabo sobre aplastados de espermatocitos o frotis de
espermatozoides utilizando sondas frente a los cromosomas sexuales X e Y. La sonda
especifica frente al cromosoma Y murino se obtuvo mediante PCR con las tres parejas de
oligos 1S 5°-TAGGATGGTAAGCCCAATGC-3', 1AS 5-TTGGTTGGTTAATT GTTTGGG-3; 2S
5-CATGCCCCTTGGACTGAC-3, 2AS 5-CTTTTTTTTTCCCCCT CTGG-3; 3S 5'-
TCCTCTTGCAGAGAAGGGAC-3", 3AS 5-CCTCC GCTCCAATCC TATCA-" (Navin et al,
1996). La sonda del cromosoma X se obtuvo de un plasmido (Disteche et al, 1985). Las sondas
fueron marcadas mediante Nick-translation en presencia de Dig-11-dUTP (Roche Applied
Science) o Bio-16-dUTP (BIORON Gmbh) (2 pug de DNA, 1X buffer Nick, 0,8 U de DNAsa
Takara, 5 U de DNA pol | Takara, 20 nM de dATP / dGTP / dCTP, 13 nM de dTTP Amersham
Biosciences y 7 nM de Dig-11-dUTP o Bio-16-dUTP en 50 pl totales, durante 75 min a 16° C).
Los aplastados de espermatocitos fueron pre-tratados antes del FISH. Para ello, se incubaron
10 min con 0,005 % de pepsina a 37° C, se lavaron 5 min con 2X SSC, se lavaron con agua, se
secaron al aire y se deshidrataron con 70 %, 80 % y 100 % de etanol durante 1 min cada uno.
Después se incubaron 1 h a 80° C, se deshidrataron, se trataron durante 1 h con 100 pl/ml de

RNAsa en PBS a 37° C y se secaron al aire. Seguidamente, se desnaturalizaron a 80° C en 50
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% formamida y 2X SSC durante 2,5 min, se introdujeron en 70 % etanol a -20° C 1 min y se
deshidrataron. Las sondas fueron desnaturalizadas en la solucion de hibridaciéon a 80° C
durante 5 min y se afiadierdn a los portas para su hibridacién durante 12 h a 37° C.
Posteriormente, se dieron 3 lavados post-hibridacion de 5 min con 50 % formamida/ 2X SSC a
42° C y un lavado en 0,2X SSC a 60°C. Los portas se bloquearon en 4X SSC/ 0,1 % Tween 20/
3% BSA y se incubaron con Cy3-Streptavidina 1/200 y FITC anti-digoxigenina monoclonal 1/50
a 37° C durante 1 h. Tras tres lavados sucesivos de 5 min en 4X SSC/ 0,1 % Tween 20 a 42°
C, se incubaron con anti-streptavidina biotinilada 1/100 y FITC anti-mouse policlonal de cabra
1/50 a 37° C durante 1 h. Seguidamente, se lavaron como en el paso anterior y se incubaron
con Cy3-Streptavidina 1/200 y FITC anti-cabra 1/50. Por ultimo, se realizaron 3 lavados

similares y se montaron con Vectashield suplementado con DAPI.

- Estudio de la ploidia de testiculos de ratén

Los testiculos fueron destunicados v los tlbulos seminiferos se resuspendieron en
DMEM con 10 % FCS, 0,1 mM NEAA (amino&cidos no esenciales, Gibco), 1,5 mM piruvato de
sodio, 4 mM L-glutamina (Gibco) y 75 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se
incubaron con 0,1 mg/ml de colagenasa 5 min a 37° C y después de dos lavados en DMEM se
incubaron 2 min a 37° C con 2,5 ug/ml tripsina Gibco y 1U/ml DNAsa. Seguidamente, los
tubulos seminiferos se trituraron con bisturi y se pasaron por una malla de 50 pum. Finalmente,
la solucién con las células se diluyé 1:1 utilizando una solucién con 0,05 mg/ml de ioduro de
propidio, 15 min antes de pasarlas por un citometro FACSCalibur siguiendo la metodologia
habitual (Malkov et al, 1998). Los datos obtenidos se procesaron utilizando el programa
informatico Cell-Quest (Becton Dickinson). La ploidia se analizé utilizando el programa ModFit
LT.

Analisis histolégicos

- Tincion hematoxilina-eosina

Para realizar esta tincién los testiculos y los ovarios se fijaron con Bouin. Las

secciones de parafina se trataron con la metodologia convencional.
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- Ensayo TUNEL
Para estudiar la apoptosis en la espermatogénesis se utilizé el Kit In Situ Cell Death

Detection (Roche) sobre secciones desparafinadas de testiculos previamente fijados con

formol y se tifieron los nucleos con DAPI.

- Estudio de proliferacién celular

La inmunohistoquimica para la deteccion de PCNA (1:200, Abcam) se llevo a cabo
sobre secciones desparafinadas de testiculos fijados en formol. EI desenmascaramiento del
antigeno se efectud mediante incubacion de las secciones con buffer citrato a pH 6.0. Estas
tres técnicas histoldgicas fueron realizadas por el servicio de anatomia patologica del CIC

(Campus Miguel de Unamuno, Salamanca).

- Toma y analisis de imagenes

La captura de las imagenes con fluorescencia se llevé a cabo con un microscopio
Leica CTR y una cdmara Hamamatsu Photonics C4742-95-12ERG controlado por el software
Metamorph. Las imagenes histologicas se tomaron con un microscopio Olympus BX51 y una
camara digital DP70. Las imagenes se analizaron y procesaron con los softwares ImageJ,
VirtualDub y Adobe Photoshop 7.0.

Generacion de ratones mutantes por eliminacion dirigida de genes

- Generacion de los ratones Rad21H-

El insertional targeting vector se construyo sobre el vector p5’HPRT mediante la
clonacion de dos brazos de homologia separados por un "gap" cuya secuencia corresponde al
intrén 6 y al exon 7 del gen. Para ello, se amplificé por PCR el brazo de homologia 3", que
corresponde a la region del gen entre el intron 7 y el intrén 9, utilizando como molde el BAC
RP23 52J6 y los primers 3HA-S 5-TTGGCGCGCCCGGGCTGCCCAGCATCCAGTT TCC-3'y
3HA-AS 5°-TT GGCGCGCCGAACTGCTGACCAGTCACGTGGAA-3".El producto amplificado
se clono en la diana Asc /, la cual se incluyé en ambos cebadores (negrita) dando lugar al

plasmido p5’'HPRT-3'-arm. Seguidamente, se amplificé el brazo de homologia 5°, que abarca
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desde el exon 4 al exdn 6, con los primers 5’HA-S 5-GGAGCCCCT TGCTCAGAACCAAA-3" y
5HA-AS 5-GGGAAGCTCAGGAGGCAGAGACACTT-3" y se clond en la diana Smal (incluida
en el oligonucledtido 3'HA-S (subrayado) del brazo 3') del plasmido p5’HPRT-3-arm para dar
lugar al vector insercional denominado pS’HPRT-5-arm-3'-arm. Finalmente, antes de
electroporar el vector insercional en células ES, éste se linealiz6 utilizando la diana Smal que
se regenerd mediante el primer 5’'HA-AS (subrayado). Las células ES (G4, fondo mixto
129/C57BL/6) se crecieron en una placa de cultivo de 150 mm, se tripsinizaron, se lavaron con
PBS y se resuspendieron en un volumen final de 800 ul de PBS. Posteriormente, se incubaron
5 min en hielo en una cubeta 0,4 cm gap (BioRad) con 30 pg del vector linealizado y se
electroporaron a 240V, 500 uF y 400 Q. Tras incubarse en hielo 5 min, el contenido de la
cubeta se sembré en una placa de cultivo de 15 mm y tras 24 h de crecimiento se afiadié G418
(240 pglul, Merk). Tras 8 dias de seleccion, los clones resultantes fueron picados en placas de
24 pocillos, replicados y congelada una de las replicas. El medio de cultivo utilizado para crecer
las células ES se elaboré con medio DMEM, 15 % FCS con calidad para uso en células ES
(HyClone, Logan, UT), 1 % PSG, 0,1 mM NEAA, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sodio, 0,1
mM B-mercaptoetanol y 2.000 unidades/ ml de LIF o factor inhibidor de leucemia. Las células
ES fueron crecidas siempre sobre placas de cultivo cubiertas por una capa de 0,5 % gelatina
porcina para garantizar su adherencia. Ademas, para estimular su crecimiento en clones
indiferenciados, se forraron las placas con células "alimentadoras", mitdticamente inactivadas
con mitomicina C (Sigma-Aldrich). El genotipado de los clones se efectué mediante southern
blot con los enzimas EcoRV o Sac/ empleando una sonda de 1 kb de la regién del "gap"
generada por PCR mediante los primers GAP-S 5-TGTCTCTGCCTCCTGAGCTTC-3" y GAP-
AS 5° GGAAACTGGATGCTGGGCAG-3". Ademas, el genotipo de los clones recombinantes
obtenidos se confirmé empleando dos sondas externas a los brazos de homologia. Para el
genotipado por la region 5° se digirié el DNA con el enzima Spel y se hibrido con una sonda
externa de 775 nt amplificada mediante los cebaores Rad21L1 HR5-S 5'-
ACTAGTCTAAATAAAGGTCTT-3" y Rad21L1 HR5-AS 5-GATTTAAGCATGAATGAAGTAAC-
3". Para realizar el genotipado por la region 3'se digirié el DNA con el enzima BamH! y se
hibridd con una sonda externa de 1.226 nt que se amplificd por PCR con los cebadores
Rad21L1 HR3-S 5-CCTATACAGTGAATTGCCATG-3" y Rad21L1 HR3-AS 5-CCCATT
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CATTGAAGACAATCC-3". Posteriormente, los clones fueron cariotipados y el mas estable
(>85% de las células con 2n=40) se agregé en moérulas CD1 en estadio de 4 células y tras su
maduracién a estadio de blastocistos se implantaron en hembras CD1 pseudoprefiadas (Torres
y Kuhn, 1997). Los descendientes con mayor grado de quimerismo, identificado
fenotipicamente por una coloraciéon del pelaje negro frente a blanco, fueron cruzados con
ratones silvestres CD1 para transmitir la mutacién por linea germinal. El agregado de las
células ES, asi como todos los pasos intermedios hasta la obtencién de los ratones Rad21/+,
fueron realizados por el Dr. Manuel Sanchez Martin (Unidad de animales modificados
geneticamente de la Universidad de Salamanca). El genotipado de los descendiente de
parentales Rad21/- se llevd a cabo mediante las dos sondas externas previamente
mencionadas, ya que la sonda del “gap” no permite distinguir los animales heterocigotos de los

knock-out.

- Generacion del raton Rad21/ condicional

El vector de reemplazamiento utilizado para generar la linea de ratones Rad21l
condicional fue proporcionado por el KOMP (Knockout Mouse Project, http://www.komp.org/).
El vector incluye un casete complejo flanqueado por dos sitios FRT el cual contiene un sitio
aceptor de splicing (En2 SA) seguido de un gen que codifica la f-galactosidasa o LacZ (con su
propio sitio interno de entrada al ribosoma o IRES, que le permite traducirse de forma
independiente del gen, y un terminador de la transcripcion (pA)) y un gen de resistencia a
neomicina 0 NEO (con el promotor de la B-actina humana o Ba, de expresién ubicua y un
terminador de la transcripcion). El casete completo puede escindirse por la recombinasa flipasa
(FLP) empleando los dos sitios FRT. El exén 3 de Rad21/ se encuentra flanqueado por dos
sitios LoxP y puede ser escindido por una reaccion mediada por CRE. Esta es, por tanto, la
regién que se elimina en el alelo condicional para dar lugar a un cambio prematuro en la pauta
de lectura de la ORF de Rad21/. El brazo de homologia 5" incluye los dos primeros exones del
gen y parte del intrdén 2 (5,5 kb), mientras que el brazo 3" incluye desde el intron 2 al intrén 4
(3,6 kb). La generacion de los clones recombinantes, las quimeras y los ratones Rad21/+/Frt-BGeo-
Frt loxP-E3loxP ge |levd a cabo con la misma metodologia que en el apartado anterior. El

genotipado de los clones y los ratones se llevo a cabo mediante southern blot digiriendo el
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DNA con Sacl y con una sonda amplificada por PCR con los primers KOMP-21113'SCR S 5'-
TCAGTCTCACTACTTAATCTAGTC-3" y  KOMP-21113'SCR AS 5-GAATACAAGAAGGA
TATCTATTCTAC-3".

- Generacion del raton Rad21/ condicional knockout

Para generar el raton Rad21/A2, se llevaron a cabo cruzamientos de ratones
Rad21}+Fr-BGeo-FrioxP-E3loxP con ratones fransgénicos para la recombinasa Flipasa (FLP) y
posteriormente con ratones transgénicos para una recombinasa Cre regulada bajo el promotor
del gen Sox2 y que se activa en el epiblasto a los 6,5 dpc (Hayashi et al, 2002). Finalmente, los
ratones heterocigotos obtenidos con el alelo nulo se cruzaron entre si. El genotipo de estos
ratones se analiz6 por southern blot. Para comprobar la escision mediada por FLP se digiri6 el
DNA con EcoRV'y se utilizé una sonda homologa al NEO extraida por digestion de un plasmido
pLKO-neo. Para verificar la escision del exon 3 se digirié el DNA con Sacl y se utilizé una
sonda amplificada por PCR con los primers L1 cond CRE S 5-GACGCAGTATTCG
CTCAGCTC-3"y L1 cond CRE AS 5'- ATGGCAGAATTCCAAAGGGCTAT-3.

- Generacion de ratones doble mutantes nulos

Mediante cruzamientos entre distintas lineas de ratones generamos dos nuevas
lineas caracterizadas por ser nulas para dos genes de interés simultaneamente. Por un lado,
cruzamos nuestros ratones Sgol2*- con ratones Pttg 1, proporcionados por Wang et al (2001).
El genotipado de estos ratones se llevd a cabo mediante southern blot. El locus Sgol2 se
genotipo por digestion del DNA con EcoRV e hibridacion con una sonda homdloga al exon 2 y
parte  del intron 2 amplificada por PCR con los primers ex2S5-
CTGTTACCTCTGGAATTCAGAG-3 e in2AS5-CACTTGGCTCTCCTTGGCATACC-3. El locus
Pttg se genotipo por digestion del DNA con Hind/ll e hibridacién con dos sondas amplificadas
por PCR con los primers 352S 5°-CCTTAATACTTTGGAGACAGAC-3’, 352AS 5'-
AAGTGGGGAGGGAA GAAGAAG-3', 395S 5-AGCTTTCTTGATCTACC ACTCA-3" y 395AS
5-GAA CTTGTGGAAATTTGGCAGG-3'.
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La segunda linea de ratones doble mutantes se gener6 cruzando nuestros ratones
Rad21l- con ratones Rec8*-. Estos ratones tienen una mutacién puntual que provoca un
codon stop prematuro en el exén 6 (Bannister et al, 2004). El genotipado del locus Rec8 se
llevd a cabo mediante PCR, amplificando la mutacién puntual con los primers Rec8ex6L 5-
CCTTTACATCCCTGTTCTC-3 y Rec8ex6R 5-ACAGGAACACC AACTAACTC -3.

- Origen de los ratones Sgol2-Rec8-myc

Estos ratones se generaron mediante cruzamientos entre nuestros ratones Sgol2+-
y ratones transgénicos para Rec8-Myc del laboratorio de Kim Nasmyth (Universidad de Oxford,
UK).
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Estudios previos en el laboratorio

En mamiferos existen parélogos para la mayoria de subunidades del complejo de
cohesinas, tanto en células somaticas como en meiocitos (Tabla 1 Introduccién). Por ello y
ante la posible existencia de paralogos desconocidos, en nuestro laboratorio se realizé una
busqueda in silico de kleisinas en bases de datos de raton y humano, utilizando los residuos
mas conservados de las regiones N y C-terminal de REC8 y RAD21. Mediante el uso del
algoritmo tBlastn, se identificaron en ambas especies dos pequefias secuencias genomicas
con los dos dominios Pfam caracteristicos de las kleisinas, los cuales son necesarios para su
interaccién con SMC3 y SMC1 (Gruber et al, 2003). A partir de ellas, se amplificaron mediante
RT-PCR las ORFs completas. Mediante la traduccién y el alineamiento de estas ORFs con
RAD21 y REC8, se comprobé que la proteina predicha en el raton muestra una similitud del 56
% con RAD21 y del 35,7 % con REC8. Mediante andlisis por RT-PCR de multiples tejidos del
ratén se comprobd que esta ORF se expresa in vivo en testiculos, intestino, médula 6sea,
cerebelo, cerebro y ovario. No obstante, cuando estos tejidos se analizaron mediante northern
blot, se observd que su expresion Unicamente es abundante en testiculos. Con el fin de
caracterizar la proteina codificada por esta nueva ORF se llevaron a cabo diversos ensayos de
inmunoprecipitacién con extractos de células 293t transfectadas con su cDNA unido a un
epitopo y de este modo se comprobd que interacciona con las subunidades del complejo de
cohesinas SMC1a, SMC1B, SMC3 y STAG3. Este resultado sugiere que esta nueva ORF
corresponde a una kleisina que forma sus propios complejos de cohesinas in vitro.
Posteriormente estos resultados fueron validados in vivo mediante inmunoprecipitaciones con
extractos de testiculo, utilizando dos anticuerpos generados frente a la region carboxilo
terminal de la proteina, uno frente a un péptido y el otro frente a un fragmento de la proteina.
Ademas, mediante inmunofluorescencias (IFs) se observé que tanto en espermatocitos como
en oocitos esta kleisina co-localiza con los AE/LEs (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Por todo
ello y con el fin de determinar las funciones que desempefia en mamiferos esta nueva kleisina,
denominada RAD21L (RAD21 Like), decidimos desarrollar un modelo murino de pérdida de

funcion.
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Caracterizacion de la kleisina RAD21L en el ratén in vivo

Analisis de la localizacion de RAD21L durante la espermatogénesis

Dado que los estudios de expresidn previos revelaron que Rad21/ se expresa sélo de
forma abundante en testiculos, inicialmente decidimos analizar la localizacion y dindmica de la
proteina en dicho tejido. Para ello se realizaron IFs frente a esta kleisina sobre esparcidos de
espermatocitos de ratones silvestres (wt). De forma simultanea, se utilizé un anticuerpo frente a
la proteina del AE SYCP3, la cual se utiliza de forma convencional para identificar el estadio de
los espermatocitos. Como se observa en la Figura 1, RAD21L aparece por primera vez co-

localizando con SYCP3 al inicio de leptotena, la etapa de la espermatogénesis en la que se

empieza a ensamblar el AE. Conforme los espermatocitos van madurando a zigotena, el esta-

RAD21L RAD21L RAD21L
* *
! Diplotena,

Paguitemprana

Paguitardia
Figura 1. Dinamica de RAD21L durante la primeta division meiética. IFs dobles frente a SYCP3 y
RAD21L en esparcidos de espermatocitos wt. Asterisco: cuerpo sexual.
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dio en el que comienza el proceso de sinapsis entre los cromosomas homdlogos, la longitud
del AE aumenta gradualmente hasta recorrer todo el cromosoma. Al mismo tiempo, las
regiones de sinapsis se detectan por el incremento del grosor de SYCP3 a medida que el AE
de cada cromosoma se aparea con el de su homélogo. De forma simultanea a SYCP3, los
pequefios fragmentos de RAD21L incrementan su longitud y co-localizan en todo momento con
los AE/LEs de todos los homologos. En zigonema RAD21L alcanza su méxima intensidad.
Seguidamente, en paquinema los homologos alcanzan el grado maximo de sinapsis y se
distingue el SC de los 19 bivalentes autosémicos, asi como los AEs y la pequefia region de
homologia que tienen los cromosomas sexuales o regién pseudoautsémica (PAR). Al inicio de

esta etapa, RAD21L co-localiza con los AE/LEs de
A RAD21L RAD21L Figura 2. Localizacion de
RAD21L en espermatocitos de
telofase | a metafase Il. IFs
. . frente a RAD21L y las proteinas
Telofase | centroméricas (A) o SYCP3 (B)
en esparcidos de espermatocitos

silvestres.
P fase Il

Metafase Il
B RAD21L
Anafase Il
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todos los bivalentes, pero ademas a mitad de paquitena también se detecta por toda la
cromatina del cuerpo sexual a modo de sefial difusa e intensa. A partir de diplotena, el estadio
en el que se inicia la desinapsis, la sefial de RAD21L va disminuyendo a lo largo de los AE/LEs
de los bivalentes autosémicos hasta desaparecer, especialmente en las regiones en las que la
desinapsis es visible por la repulsién que se produce entre los AEs de cada homdlogo (Figura
1). Sin embargo, no ocurre lo mismo en los centrdmeros, donde la sefial de RAD21L se
mantiene. Entre diplotena y diacinesis, la etapa en la que los AEs desaparecen de los brazos,
RAD21L deja de localizarse en el dominio intercromatidico de los bivalentes autosémicos y de
la cromatina del cuerpo sexual, pero perdura en el dominio intercromatidico XY. Ademas, en
diacinesis tanto SYCP3 como RAD21L forman engrosamientos en los centrémeros de todos
los cromosomas. Esta sefial centromérica de RAD21L se mantiene en todos los cromosomas
hasta telofase |, mientras que la sefial del dominio intercromatidico del XY permanece hasta
metafase | (Figura 1). En intercinesis, RAD21L no se detecta mientras que SYCP3 forma unas
pequefias barritas que se localizan en los cromocentros de los espermatocitos (Figura 1).
Finalmente RAD21L reaparece en los centromeros en profase Il y perdura hasta la telofase |l

(Figuras 2).

Generacion del raton Rad21/ mutante constitutivo

Con el fin de determinar las funciones que RAD21L desempefia in vivo en mamiferos,
se decidi6 generar un modelo murino de pérdida de funcion. Para ello, y como se explicé en el
apartado de materiales y métodos, se desarrollé un insertional targeting vector para interrumpir
la transcripcion del gen Rad21/ (Figura 3A). Dicho vector se linealizd, se electropord en células
ES y mediante seleccidén con G418 se obtuvieron los clones resistentes. Para determinar en
cuales de estos clones el vector se habia integrado por recombinacién homéloga se analizé su
DNA por southern blot usando como sonda la region del “gap” (Figura 3A) y los positivos se
sometieron a un estudio de la estabilidad cromosdmica mediante analisis del cariotipo. Para
generar los ratones quimeras, uno de los clones estables (> 85% con 2n= 40) se agregd en
morulas y los blastocitos obtenidos se implantaron en el utero de hembras pseudo-prefiadas.

Con el fin de obtener ratones heterocigotos para la mutacién, los ratones quimeras se cruzaron
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con ratones silvestres y el genotipo de sus descendientes se analizd mediante southern blot
con la sonda del “gap”. Posteriormente, se cruzaron entre si ratones con el alelo Rad21/
mutante para llevar la mutacion a homocigosis. El genotipado con la sonda del “gap” no
permite distinguir si la mutacién estd en heterocigosis o en homocigosis. Por ello y para poder
genotipar los descendientes de estos cruces, se disefiaron otras dos estrategias de genotipado
con sondas externas a los brazos de homologia (Figura 3B). A partir de estos cruzamientos
entre ratones Rad21/*9 se obtuvieron descendientes Rad21/**, Rad21l*9 y Rad21I9 en las
proporciones mendelianas esperadas (Y%, 2, ¥a respectivamente), lo que indica que la mutacion
no provoca mortalidad prenatal. Ademas se comprobd que los ratones Rad21/*9 y Rad21/s

muestran una apariencia, desarrollo y esperanza de vida similares a los de sus hermanos wt.

| Insertional targeting vector para Rad21l |

Hprt B

++ +f- /-
Sereening Spel | W 102 kb
Alelo Rad21] wt | sonda externa 5 S 14,4 kb

= Sonda “gap”

Screening BamHI .. 36 kb
sonda externa 3" e & 26 kb

v
i Spel 14,4 kb Spel
A i
o~ el
BamHI 26kb BamHI | Alelo Rad21l tg |
Sonda ext 5 Sonda externa 3’
ATG :.n a externa - TTA
E — - - E
] i
t Spel 19,3 kb Spel
‘e 5 :
Ty e
BamHI 36 kb BamHI

Figura 3. Representacion esquematica de la estrategia de gene targeting utilizada para
generar ratones con pérdida de funcion total de Rad21l. A) Esquema en el que se representan
el alelo wt del locus Rad21l, el insertional targeting vector y el alelo mutante esperado. ATG: Codon
iniciador/ TAA: Codon Stop/ Spel: Sitios de corte del enzima Spel para el genotipado con la sonda
externa 5". BamHl!: Sitios de corte del enzima BamH| para el genotipado de los ratones mutantes
con la sonda externa 3". Sonda GAP: Sonda para identificar los clones con el vector integrado por
recombinacién homoéloga. B) Analisis por southern blot de DNA procedente de ratones Rad21/+,
Rad21i9 y Rad21Mss utilizando las sondas externas.
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Caracterizacion del alelo mutante

Con el fin de determinar si en los ratones mutantes la insercion generada interrumpe
la tanscripcion de Rad21/ se realizé un andlisis por RT-PCR en testiculo de ratones silvestres y
Rad21/e%s utilizando dos oligonucleétidos que anillan en los exones 1y 13 del gen. Como se
observa en la Figura 4A, so6lo se detectd transcrito en los testiculos del ratén silvestre. La
ausencia de proteina se valido, ademas, mediante IF en espermatocitos de ratones wt y
Rad21ls con un anticuerpo anti-RAD21L, detectandose solo sefial fluorescente de RAD21L
en los wt (Figuras 4B). Estos resultados indican que el alelo Rad21/9 provoca la pérdida de

expresion de Rad21/'y por tanto de aqui en adelante se considerara como un alelo nulo.

A B

Testiculos

+H+ /-

Figura 4. Caracterizacion del alelo Rad2ll tg. A)
Andlisis de la transcripcién de Rad21/ por RT-PCR
realizado en testiculos wt y Rad2119 en el que sdlo se
detecta amplificacién en el raton wt. B) IF frente a
SYCP3 y RAD21L en espermatocitos Rad21''s en la
que se comprueba la ausencia de expresion de
RAD21L.

Rad21l1 ORF ==

B-Actin me

Rad21 ORF ==

= y:

Estudio de los ratones Rad21/-

A pesar de que los ratones mutantes son aparentemente normales, cuando se
cruzaron entre si ratones Rad21/”~ no se obtuvieron descendientes. Dado que su
comportamiento sexual es aparentemente normal, la ausencia de descendientes sugiere que
los individuos deficientes para la kleisina son estériles. Para comprobarlo se cruzaron machos
Rad21F- con hembras wt y viceversa. En paralelo y como control se establecieron cruces
también entre ratones wt. Después de dos meses en cruce se obtuvieron camadas en las
jaulas de ratones wt y en las de hembras Rad21F-, con un nimero de descendientes por

camada similar. Sin embargo, los cruces entre machos Rad21F-y hembras wt no dieron lugar a
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descendientes. Estos resultados indican que la ausencia de RAD21L provoca esterilidad en los

machos.

Caracterizacion de la espermatogénesis en ausencia de RAD21L

Para determinar las causas de la esterilidad masculina en los ratones mutantes, se decidié
realizar un andlisis histopatoldgico de testiculos de ratones adultos. Durante su extraccion se
observo que en el raton mutante se produce una reduccién de su tamafio de aproximadamente
un 70 %, comparandolos con los testiculos de ratones wt (Figura 5A). Del mismo modo,
cuando se analizaron histolégicamente se observé que la_estructura y organizacion celular de
los tubulos seminiferos en los machos Rad21F-es similar a la observada en testiculos wt, con
presencia de células de Leydig, células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos. Sin
embargo, los tUbulos del mutante carecen de espermatidas redondas y alargadas y de
espermatozoides (Figura 5A-B). Asi mismo, los conductos del epididimo de los machos
mutantes estan vacios, mientras que en el wt estan repletos de espermatozoides (Figura 5A).
Para verificar si los machos mutantes carecen de células haploides se realizo un estudio de la
ploidia de los testiculos por citometria de flujo. La grafica resultante de este experimento
mostréd que tanto en los machos Rad21/* como en los Rad21l- hay tres picos, uno que
corresponde a las células haploides (79,7 %), otro a las diploides (8,9 %) y el tercero a las
tetraploides (11,4 %). En cambio, los machos Rad21F- carecen del pico correspondiente a las
células haploides (Figura 5C). Por tanto, estos resultados sugirieren que en ausencia de
RAD21L se produce un bloqueo de la espermatogénesis que impide la generacién de las
células haploides. Para determinar si la disminucion del tamario de los testiculos de los ratones
mutantes puede estar originada por defectos en la proliferacién celular de las espermatogonias,
se analizé por IF el marcador de proliferacion PCNA en cortes histolégicos de testiculo. Este
analisis reveld que la tasa de proliferacién de las espermatogonias es similar entre ratones wt 'y
Rad21F- (Figura 5D). Posteriormente y con el fin de determinar si la falta de la kleisina podria
provocar un incremento de la apoptosis de los espermatocitos, se realizé un analisis TUNEL
sobre cortes histoldgicos. Las imagenes obtenidas mostraron que en los tubulos seminiferos de

los ratones Rad21F- hay muchas mas células apoptéticas que en los tibulos de los ratones
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silvestres (Figura 5D). Estos resultados sugieren que la deficiencia de RAD21L provoca
muerte celular de los espermatocitos por apoptosis. La espermatogénesis en el raton es un
proceso dinamico e ininterrumpido, en el que sucesivas rondas de espermatogénesis tienen
lugar cada 8-9 dias, a pesar de que el proceso global dura aproximadamente 34,5 dias. Dado
que el inicio de cada ciclo se produce antes de que el ciclo que le precede haya finalizado, el
epitelio seminifero contiene una mezcla de células germinales en diferentes estadios, estando
las células mas maduras desplazadas hacia el lumen como consecuencia del empuje que
sufren por las nuevas células que entran en el ciclo de la espermatogénesis, las cuales se
localizan basalmente. Por tanto, en cortes histolégicos de los tubulos seminiferos, se pueden
distinguir 12 estadios (I-XIl) de acuerdo al grupo de células germinales que se encuentran
simultdneamente en una seccion del mismo. Siguiendo este criterio de clasificacién basado en
el desarrollo, se comprob6 que la espermatogénesis del mutante estéa bloqueada en estadio IV.
En ratones silvestres el estadio |V se caracteriza por la presencia de espermatidas de los tipos
4 y 14 (numeracion que reciben segin su morfologia y la posiciéon del acrosoma), de
espermatogonias intermedias mitéticas o muy tardias y de paquitenas intermedias (Ahmed &
de Rooij, 2009). Dado que en los testiculos del mutante no hay espermatidas, la identificacion
del estadio en el que se produce la apoptosis masiva de los espermatocitos se llevo a cabo por
la presencia de espermatogonias intermedias grandes a punto de entrar en mitosis (Figura
5A). De forma adicional, para comprobar si este bloqueo de la espermatogénesis se produce
desde la primera ronda meiética (la Unica sincrénica) o si por el contrario afecta a los ratones
como consecuencia de la acumulacion crénica de dafio, se analizaron cortes histolégicos de
crias de 13 y 19 dias, edades en las que se generan las primeras leptonemas y paquinemas
respectivamente. Como se observa en la Figura 5A, la deficiencia de RAD21L no altera la
estructura de los tubulos seminiferos ni la distribucion de las células (espermatogonias, células
de Sertoli, células de Leydig) en los testiculos de ratones de 13 y 19 dias. Ademas, en los
testiculos de ratones de 13 dias, en los que se detectan los primeros meiocitos, no se observan
diferencias entre el ratdon wt y el mutante. Sin embargo, los tubulos del ratén Rad21/- de 19
dias se parecen a los del mutante adulto, ya que se detectan espermatocitos apoptéticos. Es

tos resultados indican que la ausencia de RAD21L no altera la entrada en meiosis, pero
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provoca defectos que promueven un bloqueo de la espermatogénesis entre leptotena y

paquitena, dando lugar a individuos estériles por azoospermia.

A

Rad21/**

s
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Rad21i+/+

1C 2C 4C

Rad21i+/

1C 2C 4C

Rad21i-/-

1C 2C 4C

i Rad21i

) Imagen macroscopica de testiculos y H&E

de cortes de testiculo y de epididimo de ratones wt y Rad21F- adultos. Barra: en los paneles
superiores representa 100 um y en los inferiores 25 um. B) H&E de testiculos Rad21/* y Rad21H-
de 13 y 19 dias de edad. Barras: 100 pm. Flechas: espermatogonia intermedia. Asterisco:
espermatocitos apoptéticos. C) Estudio de la ploidia por FACs de testiculos Rad21/**, Rad21-y
Rad21H-. 1C, 2C y 4C: células haploides, diploides y tetraploides respectivamente. D) Analisis

TUNEL y con anti-PCNA en cortes histoldgicos de testiculos wt y Rad21F-. Barras: 25 um.
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Con el fin de determinar las causas del bloqueo de la espermatogénesis, se llevé a cabo un
estudio exhaustivo mediante IFs sobre esparcidos de espermatocitos Rad21F- frente a
diferentes proteinas implicadas en los distintos procesos de la meiosis. Para determinar el
estadio citologico en el que se produce el bloqueo de la espermatogénesis y valorar cémo
afecta la ausencia de RAD21L al ensamblaje del AE y al proceso de sinapsis, se analiz6 la
distribucién de las proteinas del SC SYCP3 y SYCP1 y se contabilizd el numero de
centrémeros con antisuero anti-ACA (Anti-Centromere Antibody). En las zigonemas wt, SYCP1
aparece en las regiones de sinapsis a modo de pequefios fragmentos que se van alargando
conforme avanza la sinapsis. Después, en paquitena SYCP1 co-localiza completamente con
SYCP3 en los 19 bivalentes autosomicos y la PAR del bivalente sexual (Figura 6A). Sin
embargo, se observd que en los espermatocitos deficientes en RAD21L los AEs de los
cromosomas homélogos estan incompletos, presentan longitudes muy variables y la mayoria
son muy cortos. Ademas, se comprob6 que el ensamblaje de SYCP1 a lo largo de los AE/LEs
también esta alterado, ya que se detectan regiones con sinapsis sin sefial de SYCP1 y
regiones asinapsadas con parches de SYCP1. Como resultado de estas alteraciones, los
espermatocitos mutantes no completan la sinapsis (Figura 6A). La cuantificacion del nimero
de centrémeros por espermatocito muestra que las zigonemas wt presentan entre 30 y 35
sefiales de ACA y este nimero va disminuyendo a medida que la célula avanza hacia
paquinema, en la que se detectan 21 sefiales localizadas en los extremos de los AE/LEs (1
sefial en los autosdmicos y 2 en el par XY). A diferencia de esto, el nimero de sefiales ACA en
los espermatocitos Rad21/- es mayor que las 21 esperadas (30 £ 3,5 sefiales por célula;
Figura 6B). Ademas, en estas preparaciones se detectaron ofras alteraciones como la
presencia de varias sefiales de ACA localizadas a lo largo de una misma region de sinapsis,
regiones de asinapsis intercaladas entre regiones con sinapsis y LEs con forma de anillo con
dos sefiales de ACA juntas (Figura 6B). Tomando todos estos resultados en conjunto se
deduce que, a pesar de que en los espermatocitos de los ratones Rad21F- se inicia el proceso
de sinapsis, estos nunca llegan a un estado de sinapsis completa y sufren un bloqueo en el
estadio citolégico de zigotena. Por esta razdn, los espermatocitos Rad21F- se compararan de

aqui en adelante con zigonemas wt.
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¥

Zigofena - Zigotena -/- Zigotena /-

Figura 6. Estudio de la sinapsis y el bloqueo de la espermatogénesis en machos Rad21l*. IFs
dobles frente a SYCP3 y SYCP1 (A), las proteinas centroméricas (B), ATR (C) o TOPBP1 (D) en
esparcidos de espermatocitos Rad21/* y Rad21F- que muestran el bloqueo del mutante en
zigotena, con mdltiples defectos en la sinapsis. Flechas finas: AEs sin sinapsis localizadas entre
dos regiones de sinapsis. Flecha azul: dos cinetocoros juntos en una misma region de sinapsis.
Cabezas de flechas: AE/LEs formando anillos con dos cinetocoros intimamente unidos. Asterisco:
Cuerpo sexual.
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A pesar de que la espermatogénesis de los mutantes Rad21F- sufre un bloqueo
anterior a paquitena, éste podria estar promovido por ATR y TOPBP, dos proteinas de
reparacion supuestamente implicadas en la maquinaria que monitoriza la recombinacion y en el
bloqueo de paquitena en mamiferos (Perera et al, 2004). Por ello, y con el fin de determinar cé-
mo afecta la falta de RAD21L a la dindmica de ATR y TOPBP1, ambas proteinas fueron
analizadas mediante IFs en esparcidos de espermatocitos. Los resultados muestran que estas
dos proteinas se cargan en zigotena en los AEs no sinapsados. Posteriormente, se observa
que a medida que avanza la sinapsis, tanto ATR como TOPBP1 van desapareciendo de los
autosdmicos y sodlo perduran en el bivalente XY durante toda la paquitena de los
espermatocitos wt, tanto en la cromatina como en el dominio intercromatidico de los
cromosomas (Figura 6C-D). Sin embargo, en las zigonemas del mutante se observa que estas
dos proteinas perduran en los AEs en la regiones de asinapsis (Figura 6C-D). Por tanto, la
localizacion permanente de ATR y TOPBP1 en las regiones libres de sinapsis en los

espermatocitos mutantes podria estar relacionada con el bloqueo de la espermatogénesis.

Dado que ATR y TOPBP1 co-localizan con los AEs en dominios de los cromosomas
con DSBs (Perera et al, 2004), que en el mutante ambas se acumulan en los cromosomas
autosémicos y que la ausencia de Rec8 provoca defectos de reparacion tanto en levaduras
como en raton (Klein et al, 1999; Xu et al, 2005), decidimos determinar si los espermatocitos
deficientes en RAD21L presentan defectos en reparacion. Para ello, analizamos mediante IFs
la histona H2AX fosforilada en su serina 139, la cual se detecta en las DSBs generadas por
SPO11 al inicio de leptotena y desaparece gradualmente a medida que las DSBs son
reparadas. Este andlisis mostré que en las zigonemas de ratones wt yH2AX se detecta por
toda la cromatina y en las paquinemas su sefial se reduce a la cromatina del cuerpo sexual
(Figura 7). Del mismo modo, se observé que en las zigonemas Rad21H-, yH2AX se localiza
por toda la cromatina, aunque su sefial no llega a desaparecer por completo de los
cromosomas autosoémicos (Figura 7). No obstante, dado que las zigonemas del mutante
muestran cierta variabilidad fenotipica, pudimos comprobar que en las mas avanzadas (con

AE/LEs més largos y mayor grado de sinapsis), la sefial de yH2AX se reduce (Figura 7). Este
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resultado indica que la falta de RAD21L provoca la acumulacién de DSBs no reparadas en los

espermatocitos bloqueados.

Figura 7. Estudio de la formacion y reparacion de
DSBs en espermatocitos Rad21l-. IFs dobles frente
a SYCP3 y yH2AX realizadas sobre esparcidos de
espermatocitos Rad21l* y Rad21H- que muestran que
la ausencia de RAD21L no impide la formacion de
DSBs y que en los espermatocitos Rad21F- mas
avanzados (derecha) parte de esas roturas se
reparan. Asterisco: Bivalente XY.

Zigote‘na -/- Zigotena -/-

En el ratén, la formacion de DSBs y la sinapsis entre los homélogos son dos procesos
interrelacionados esenciales para que la recombinaciéon se lleve a cabo (Romanienko &
Camerini-Otero, 2000; de Vries et al, 2005). Ademas, los modelos murinos previos de mutantes
de cohesinas para REC8 y SMC1pB muestran que sus deficiencias provocan defectos en la la
recombinacion, la cual no es capaz de completarse (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005;
Revenkova et al, 2004). Por ello y con el fin de determinar si la falta de RAD21L altera la
recombinacion homédloga en los espermatocitos, decidimos analizar mediante IFs algunas de
las recombinasas que participan en los nodulos de recombinacién en distintos momentos.
Inicialmente se analizd RADS51, caracteristica de los nodulos de recombinacién tempranos
(Moens et al, 1997; Tarsounas et al, 1999). En espermatocitos silvestres, los focos de RAD51
se localizan en los AE/LEs en leptotena y su numero va disminuyendo, hasta que a mitad de
paquitena solo se detectan foci a lo largo del par XY (Figura 8A). En los espermatocitos del
mutante la localizacion de RAD51 es similar a la de los wt en zigotena, sin embargo, los focos
de RAD51 no desparecen de los cromosomas autosdmicos, sino que perduran en todos los
cromosomas (Figura 8A). A medida que avanza la profase, algunos de los nédulos tempranos

maduran a nodulos de transicion, los cuales se caracterizan por la presencia inicial de la protei-
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Figura 8. Estudio de la recombinacion homéloga en machos Rad21l+-. IF dobles frente a SYCP3
y RAD51 (A), RPA (B), MSH4 (C) o MLH1 (D) realizadas sobre esparcidos de espermatocitos
Rad21i+ y Rad21F-. En los mutantes se forman los nodulos tempranos (RAD51) y de transicién
(RPA, MSH4), pero no los nédulos de recombinacion (MLH1). Asterisco: Bivalente XY.

na RPA y los mas tardios por contener MSH4 (Moens et al, 2002), por lo que decidimos
analizar ambas proteinas en el raton Rad21F-. Las IFs frente a RPA muestran que en las
zigonemas del raton wt esta proteina forma focos que co-localizan con los AE/LEs de todos los
cromosomas, mientras que en las paquinemas sélo perduran los focos que se localizan en el
XY y una pequefia parte de los que se formaron en los bivalentes autosémicos (Figura 8B).
Sin embargo, en las zigonemas del mutante los focos de RPA permanecen a lo largo de los
AE/LEs de todos los cromosomas (Figura 8B). Con respecto a MSH4, tanto en los
espermatocitos wt como en los mutantes ésta co-localiza con los LEs en zigotena. No obstante,
se observd que en el mutante su sefial no es tan intensa como en el wt (Figura 8C).
Finalmente, en las paquinemas, una pequefia proporcion de los nodulos de transicion se
convierten en nédulos de recombinacion en las regiones donde posteriormente se formaran los

quiasmas. Dado que MLH1 es una de las proteinas integrantes de los nédulos de
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recombinacion, decidimos analizarla en los ratones mutantes para determinar si la falta de
RAD21L provoca alteraciones en las Ultimas etapas de la recombinacién. Como se observa en
la Figura 8D, en espermatocitos wt MLH1 forma al menos un foco por bivalente. En cambio, en
los espermatocitos del mutante no se detecta ninguna sefial de MLH1. La interpretacion de
todos estos datos en conjunto sugiere que RAD21L es dispensable para el inicio de la
recombinacion y para la formacion de los nddulos de transicién. Para determinar si es la
ausencia de RAD21L la que impide finalizar la recombinacién homologa o es el bloqueo en
zigotena el que no permite proceder a estadios mas avanzados, decidimos hacer uso de una

técnica que permite inducir la transicion de profase | a metafase | in vitro (Wiltshire et al, 1995).

Figura 9. Anélisis de los
quiasmas y la cohesion en
ausencia de RAD21L. IF dobles
con anti-SYCP3 y antisuero ACA
(A) o REC8 (B) en esparcidos de
espermatocitos ~ Rad21/* 'y
Rad21FH- incubados con &cido
okadaico. La falta de RAD21L
impide la formacién de quiasmas
pero no provoca pérdida de
cohesion prematura. DNA tefiido
con DAPI. Los recuadros blancos
se corresponden con la region de
la imagen ampliada a la derecha
de cada célula.
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Figura 10. Estudio de la carga de
subunidades del complejo de
cohesinas en espermatocitos
carentes de RAD21L. IF dobles
- f= frente a SYCP3 y SMC3, SMC1q,
Paquitea +/+ - SMC1p, RAD21, REC8 o STAG3
, : en esparcidos de espermatocitos
Rad21* 'y Rad21F- en las que se
observa que la deficiencia de
RAD21L altera la carga de SMC1a
y STAG3 a lo largo de los AE/LEs.
Asteriscos: Bivalente XY. Flechas:
Regiones de los AE/LEs del ratén
mutante en las que no se detecta
STAG3.

Zigotena /-

Paquitena +/+

Zigotena /-

Zigotena -/- B . Zigotena -/-

Para ello se cultivaron espermatocitos Rad21/** y Rad21/*- con acido okadaico durante 5 h'y
después se analizaron mediante esparcido. Dado que los cromosomas homoélogos en metafase
| solo estan unidos por los quiasmas, la ausencia de recombinacion daria lugar a 40
univalentes. Como se observa en la Figura 9A, las metafases | del ratdon wt presentan 20
bivalentes unidos por al menos un quiasma, con SYCP3 localizado a lo largo del dominio

intercromatidico y dos sefiales centroméricas, una por cada homdlogo. En cambio, en las
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metafases | del mutante los 40 univalentes aparecen sueltos y ademas no hay sefial de SYCP3
en el dominio intercromatidico, lo que indica que no se han formado quiasmas (Figura 9A).
Con el fin de determinar la posible implicacién de RAD21L en el mantenimiento de la cohesion
centromérica, analizamos los centromeros y REC8 en las metafases | inducidas por &cido
okadaico. En la Figura 9B se observa que las metafases | del wt presentan 40 sefiales de ACA
y muestran sefial de REC8 en los centrémeros y por todo el dominio intercromatidico. En las
metafases | del mutante también se cuentan 40 sefales de ACA, no obstante, REC8 no se
detecta a lo largo del dominio intercromatidico. A pesar de ello, esta kleisina si se detecta en
los centromeros de los univalentes. Por tanto, el hecho de que en las metafases | del raton
mutante se cuentan 40 centrémeros con sefial de REC8 sugiere que la ausencia de RAD21L
no provoca pérdida de cohesion centromérica, al menos hasta metafase I. Por dltimo, se
considerd la posibilidad de que la falta de RAD21L pudiera afectar la carga de otras
subunidades del complejo de cohesinas durante la profase | de la espermatogénesis. Para
comprobar esta hipotesis se analizaron por IF las cohesinas que interaccionan con RAD21L:
SMC3, SMC1a/B y STAG3 (Gutiérrez-Caballero et al, 2011) y también las otras dos kleisinas,
REC8 y RAD21, cuya distribucion podria sufrir alteraciones. En las IFs frente a SMC3, RAD21,
SMC1B y REC8 no se observaron diferencias entre los espermatocitos wt y mutantes, ni en la
intensidad ni en su localizacién a lo largo de los AE/LEs (Figuras 10). Sin embargo, las
profases del mutante presentan menos STAG3 que las del wt e incluso en algunos AE/LEs ni
siquiera se detecta su sefial (Figuras 10). Del mismo modo, en el mutante también se detecta
una menor sefial de SMC1a, aunque en este caso la diferencia es mas sutil (Figura 10). Estos
resultados demuestran por primera vez que RAD21L forma un complejo de cohesinas in vivo
con STAG3 y SMC1a.

Caracterizacion de la meiosis femenina en hembras Rad21}-

Como ya se ha mencionado anteriormente, las hembras Rad21F- son fértiles y tienen
camadas similares a las hembras wt. Sin embargo, observamos que a partir de los 6 meses de
edad el numero de crias por camada en las mutantes (5,2 crias) es menor que en las wt (8,9

crias). Ademas, a los 10 meses de edad las hembras Rad21F- son estériles, mientras que sus
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hermanas wt aun son fértiles. La pérdida de cohesién que se produce con la edad en los
oocitos de mamiferos puede afectar al mantenimiento de los quiasmas que todos los oocitos
permanecen arrestados en el estadio de dictiotena o dictiata hasta la ovulacion. Estos oocitos
primarios estan rodeados por células foliculares y epiteliales planas que forman el foliculo
primordial, el cual alberga el oocito para nutrirlo y protegerlo. Poco antes de la ovulacién se
lleva a cabo la primera segregacién meiética y después de la fecundacion se completa la
segunda. En los ovarios de hembras adultas los (Hodges et al, 2005). Por ello y para
determinar si en las hembras Rad21F- la esterilidad precoz se produce por esta causa, se
analizaron los sobrecruzamientos en metafase |. Como se observa en la Figura 11, tanto los
bivalentes de los oocitos wt como los de oocitos Rad21F- tienen al menos un quiasma. Estas
ob observaciones sugieren que la ausencia de RAD21L no provoca una pérdida prematura de
la cohesion en los oocitos. Para intentar determinar las causas de la sub-fertilidad femenina,
decidimos realizar estudios histoldgicos de ovarios de hembras de un afio de edad. En el raton,
la meiosis femenina empieza durante el desarrollo embrionario y se detiene en diplotena, de
forma foliculos primarios crecen y pasan por varios estadios de maduracidn hasta convertirse
en foliculos de Graaf antes de ovular. Después de la ovulacion los foliculos se denominan
cuerpos luteos y constituyen glandulas endocrinas temporales. Como se observa en la Figura
12, en los cortes histologicos de las hembras silvestres de un afio, hay foliculos en distinto
grado de maduracién y cuerpos liteos. Sin embargo, las hembras mutantes presentan ovarios
atrofiados con ausencia de foliculos. Para intentar determinar el origen de esta atrofia
decidimos analizar histolégicamente ovarios de hembras adultas mas jovenes (4 Meses).

Mediante este analisis se observé que el numero de foliculos primordiales en las hembras

Figura 11. Estudio de los sobrecruzamientos en
oocitos deficientes para RAD21L. Tincion con
Giemsa realizada en oocitos Rad21/+y Rad21H-en
metafase |, en los que se observan 20 bivalentes.
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Rad21F- es inferior al esperado para su edad, pero el numero de cuerpos luteos es similar
entre ambos genotipos (Figura 12). Posteriormente, para comprobar en que momento del
desarrollo se produce esta disminucion decidimos analizar ovarios de crias de 6 dias, edad en
la que todos los oocitos han finalizado la profase | y se encuentran arrestados en dictiata De
este modo se observd que en las hembras mutantes la cantidad de oocitos pequefios en la
region externa del cortex esta 4 veces reducida con respecto a un ovario wt (4,1+0,6; n=4). No
obstante, el nimero de oocitos en crecimiento que se encuentran en la regién mas interna del
cortex es similar en ambos genotipos (Figura 12). Estos Estos resultados muestran que la falta
de RAD21L provoca una reduccion del numero de oocitos primarios en el ovario, pero no

provoca alteraciones en su maduracion, ni impide la ovulacion. Por tanto parece probable que

Figura 12. Andlisis histolégico de los
ovarios en hembras Rad21l*. Anélisis
con H&E de cortes de ovarios de
hembras Rad21/* y Rad21F- de 1 afio,
4 meses y 6 dias de edad. La falta de
RAD21L provoca atrofia prematura del
ovario por una reduccion en la dotacion
de oocitos primarios.  Asteriscos:
Cuerpos liteos. Flechas: Foliculos
primordiales. Las barras representan
500um en los ovarios de 4 y 12 meses y
100um en los de 6 dias.
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Figura 13. Estudio de la sinapsis
en oocitos deficientes para
RAD21L. IF doble frente a SYCP3
y SYCP1 en oocitos Rad21k+ y
Rad21H- en paquitena.

Paquitena+/+ | Paquitena-/- Paquitena -/-

la esterilidad prematura de las hembras mutantes se deba a que éstas nacen con una menor
reserva ovarica que las hembras wt. Con el fin de determinar si la pérdida de los oocitos que
sufren las hembras Rad21/- esta asociada a defectos en el proceso de sinapsis, como ocurre
en los machos Rad21/, se realizé un estudio de SYCP3/SYCP1 en oocitos en paquitena. A
diferencia de lo observado en la espermatogénesis, en los oocitos Rad21F- se forman 20
bivalentes, aunque con un grado variable de sinapsis (Figura 13), ya que la mayoria de los
oocitos muestran un ligero defecto en la sinapsis de algunos bivalentes, observandose
pequefias discontinuidades de SYCP1/SYCP3 a lo largo del SC (69 + 4,3 %, n= 30). Estas
alteraciones se observan también en los oocitos wt pero con mucha menor frecuencia (12 £
3,6%) (Figura 13). Estas observaciones indican que RAD21L es prescindible para la sinapsis
en la ovogénesis, a pesar de que su ausencia provoca alteraciones en este proceso. De forma
adicional, para comprobar si en las hembras mutantes también se producen defectos en la
carga de las subunidades del complejo de cohesinas SMC1a y STAG3, éstas se analizaron en
los oocitos mediante IF. A diferencia de lo que se observa en los machos, tanto SMC1a como
STAG3 co-localizan completamente con los LEs de los bivalentes en paquitena y con
intensidades similares en ambos genotipos (Figura 14). Por tanto, la ausencia de RAD21L no

altera la carga de las cohesinas SMC1a y STAG3 en la ovogénesis.
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Figura 14. Estudio de STAG3 y SMC1a en oocitos Rad2ll*. IF dobles frente a
SYCP3 y STAG3 o SMC1a en oocitos Rad21* y Rad21F- en paquitena que no
muestran diferencias entre genotipos.

Generacion de un modelo murino Rad21l- condicional

Dado que la ausencia de RAD21L provoca el bloqueo de la espermatogénesis en zigotena en
el modelo de ratdon knockout constitutivo, no se pudieron analizar las funciones que esta
kleisina desempefia en la cinética cromosémica durante las divisiones meiéticas, por lo que
abordamos el desarrollo de un ratén mutante condicional de tejido. Para ello, se adquirié una
construccion Rad21F- condicional en el KOMP (Knockout Mouse Project, USA; Figura 15).
Esta construccién se linealizé, se electroporé en células ES y mediante seleccion con G418 se
obtuvieron clones resistentes. Para determinar en cuales de ellos se integré por recombinacion
homologa, los analizamos por southern blot con sondas externas a los brazos de homologia.
Posteriormente se analizé el cariotipo de los clones positivos y el de mayor estabilidad
cromosomica (2n= 40) se utilizd para generar los ratones quimeras. Los ratones quimeras se
cruzaron con ratones wt y de este modo se obtuvieron los ratones heterocigotos Rad21/+Fr-BGeo-
Frt loxP-E3-0xP - Seguidamente, para eliminar en el alelo mutante el casete fGeo, flanqueado por
los sitios FRT, se cruzaron ratones Rad21/+Fr-BGeo-FrtioxP-E3-oxP con animales transgénicos para la
recombinasa flipasa (FLP). En el 90% de los descendientes Rad21[/Fri-BGeo-Fit loxP-E3oxP que

heredaron el gen de la FLP, el casete flanqueado por los sitios FRT se escindi6 y se genero un
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Figura 15. Estrategia de gene targeting para la construccion Rad21l condicional. Esquema
que representa la construccion solicitada al KOMP, el alelo Rad21/ wt y alelo Rad21/ mutante
esperado (Rad21/Fr-Geo-Frt loxP-E3oxP) - Sacl: Dianas utilizadas para el genotipado de células ES y
ratones por southern blot utilizando una sonda externa homéloga al exén 5.

nuevo alelo denominado Rad21/lexP-E3oP " que se comporta como un alelo silvestre (Figura
16).

Para comprobar la funcionalidad de los sitios loxP y verificar que al eliminar el exén 3
el alelo que se genera se comporta como un alelo nulo, se llevaron a cabo cruzamiento entre
ratones Rad21[loxP-E&oxP y ratones transgénicos Sox2Cre que expresan la recombinasa en
todas las células del epiblasto a dia E6.5 (Figura 17). Los descendientes con este nuevo alelo
denominado Rad21/2 se cruzaron entre si para obtener animales Rad21/~2, Los descendientes

de este cruce nacen en las proporciones mendelianas esperadas y no muestran alteraciones
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fenotipicas aparentes. Para determinar si los ratones Rad21/~2 son estériles, se cruzaron con
ratones silvestres durante dos meses. En este periodo de tiempo se obtuvieron descendientes
en los cruces de ratones silvestres y en los cruces de hembras Rad27/~2, en nimero similar
con independencia del genotipo, pero no en los cruces de machos Rad21/~2, Con el fin de
caracterizar la espermatogénesis de estos mutantes, llevamos a cabo estudios similares a los
descritos en los apartados anteriores. Como se observa en la Figura 18, los tubulos
seminiferos de los ratones Rad21/~2, asi como sus espermatocitos, son indistinguibles de los
del mutante constitutivo, ya que muestran defectos sinapticos similares y un bloqueo en
zigotena. Estos resultados indican que, funcionalmente, Rad21/2 y Rad21F son alelos nulos

equivalentes.

+ / RGd2I rFRT—ﬂEi'EE-FRT loxP-E3-loxP +/
+ /Rad21['exF-E-ix gy +
’ 1k wt i Neo
x —> . 6,.2kh
Radzl Iﬁ pT—B;%%F RT loxP-E3-loxP
i Flp*

EcoRV gonda
loxp ! __€>

[ >
ac ' 6,2 kb sac I Radzllfl:lzP-EB-l:uP

| TTA

ATG |
l loxp _ lox p

Sonda

Figura 16. Representacion esquematica de la generacion del alelo Rad21|*loxP-E3-loxP, Sacl:
Dianas para el genotipado de los ratones por southern blot con una sonda homéloga al exon 5. Con
este screening se identifican los ratones portadores del alelo Rad21[Frt-BGeo-Frt loxP-E3-oxP  EcoRV:
Dianas utilizadas para el genotipado de los ratones por southern blot utilizando una sonda
homéloga al NEO. Con este segundo genotipado se determina si se ha producido la escision NEO
negativo).
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Actualmente, mediante cruzamientos entre ratones Rad21/oxP-E3-oxPiA y Spo11Cre, se
estan generando ratones Rad21/ condicionales en los que la delecion del gen se produzca a
partir de paquitena para poder abordar la funcién que desempefia RAD21L en la cinética

cromosdmica de las dos divisiones meidticas.

+ / Rad?2 1] oxP-E3-loxP

+/{+/’
@ +/Rad211* =11 kbwt

|54 kb Rad21[1exF-E2-ox
.| 4,4 kb Rad21/%

loxp

Saclhe— 5 Sacl
| | Codon sto|
| 4,4 kb | SQuon swop
@ (AT | generado | Alelo Rad21/" TTA

I loxip |

Sonda

Figura 17. Diagrama que representa la escision del exon 3 del alelo condicional. La escision
del exén 3 provoca un cambio de pauta de lectura de la ORF de Rad21l. Sacl: Dianas utilizadas
para el genotipado de los ratones por southern blot utilizando una sonda homéloga al exon 2. Con
este genotipado se pueden distinguir el alelo wt, el Rad21oxP-E3-oxP y | alelo Rad21/2.

Generacion de un raton doble mutante Rec8--Rad21l--

En S. cerevisiae, Rec8 es esencial para el montaje de los AEs (Klein et al, 1999). Sin embargo,
en raton el ensamblaje del AE se lleva a cabo a pesar de la pérdida de funciéon de RAD21L,
REC8 (Bannister et al, 2004) o SMC1B (Revenkova et al, 2004). La identificacion y
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caracterizacién funcional de RAD21L en ratén, revela que en mamiferos co-existen varios
complejos de cohesinas en meiosis, estando al menos uno de ellos formado por REC8 y el otro
por RAD21L (Gutiérrez- Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011; Lee & Hirano, 2011). Por
ello y con el fin de determinar si en mamiferos las cohesinas son esenciales para el ensamblaje
del AE y del SC, abordamos el desarrollo de una linea de ratones mutantes con pérdida de
funcién simultanea para las dos kleisinas mei6ticas RAD21L y RECS8. Para ello, se cruzaron
nuestros ratones Rad21/*- con ratones Rec8*- proporcionados por el grupo del Dr. Schimenti
(Bannister et al, 2004). Los descendientes de padres doble heterocigotos Rad21/*-Rec8*
nacen en las proporciones esperadas, se desarrollan con normalidad y su apariencia es similar
a la de sus hermanos wt. A pesar de ello, los ratones doble mutantes Rec8"Rad21F-
(denominados dKO-kls) son estériles. Con el fin de caracterizar la espermatogénesis de los
ratones dKO-kls se realizd un analisis histologico de testiculos. Al igual que los mutantes
sencillos Rad21-y Rec8", los testiculos de los dKO-kls muestran una reduccion del tamafio
del 70 % con respecto a ratones silvestres (Figura 19A). El anélisis histolégico de cortes de

testiculo revel6 que, a pesar de que los tibulos seminiferos de los dKO-kls contienen células

Figura 18. Estudio de la
espermatogénesis en los machos
Rad211**. A) H&E de cortes de
testiculo y epididimo Rad211**. Las
flechas sefalan espermatogonias
intermedias tardias y los asteriscos
amarillos espermatocitos en
apoptosis. Barras: 100um. B-C)
Analisis de la sinapsis mediante IF
dobles frente a SYCP3 y SYCPI
(B) o ACA (C) en esparcidos de
espermatocitos  Rad211*®.  Estos
machos muestran un fenotipo
similar a los Rad211 ™.
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de Leydig y de Sertoli y espermatogonias, no producen espermatidas ni espermatozoides y
ademas se detecta apoptosis de espermatocitos (Figura 19B). La presencia de
espermatogonias intermedias tardias y la apoptosis masiva de espermatocitos que no
sobrepasan la etapa de paquitena indican que estos dobles mutantes sufren un bloqueo de la

espermatogénesis en el estadio IV, al igual que los mutantes Rad21F-y Rec8".

A Rec8” Rec8” Rec8”* Rec8/

Rad21l"* Rad21I**Rad21l*Rad21l”  Figura 19. Caracterizacion de los testiculos dKO-
kls. A) Imagenes macroscopicas de testiculos
Rec8+*Rad21*+, Rec8-Rad21l*, Rec8"*Rad21l-y
Rec8-Rad21-. B) Cortes histolégicos procedentes
de los testiculos del apartado A tefiidos con H&E. En
los testiculos dKO-kls se observa una reduccién de
tamafio y un bloqueo de la espermatogénesis
B Rec8%‘Rad21l** Rec8’ Rad21l** similares a los de los ratones mutantes sencillos.

' s Asteriscos amarillos: células apoptoticas. Flechas:
% espermatogonias intermedias tardias. Barras: 100um.

Para estudiar el bloqueo meiético, se realizaron IFs frente a las proteinas SYCP3 y SYCP2.
Como se muestra en la Figura 20A, los espermatocitos del dKO-kls no ensamblan sus AEs y
la sefial SYCP3 solo se detecta a modo de puntos y pequefias barras. Del mismo modo,
SYCP2 tampoco se ensambla en AEs y sélo se detecta en forma de pequefias barras y puntos
que co-localizan con SYCP3. A diferencia de ello, los mutantes sencillos forman AEs, con
SYCP3 y SYCP2 (Figura 20B), que pueden llegar a decorar la longitud completa de un
cromosoma en zigotena. Posteriormente, para comprobar como afecta la ausencia de RAD21L
y REC8 al proceso de sinapsis se analizé por IF la proteina del elemento central SYCP1. A

diferencia de lo que ocurre en los espermatocitos bloqueados de los mutantes Rad21F-y Rec§
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I en los que se ven parches de SYCP1 co-localizando con SYCP3 a lo largo de los AEs, en los
espermatocitos del dKO-kls no se detecta sefial de SYCP1 (Figura 20B). En conjunto todos
estos resultados sugieren que los espermatocitos del ratones dKO-kls estan citologicamente
bloqueados en el estadio de leptotena. Por ello, los analisis comparativos llevados a cabo con
el resto de marcadores meidticos utilizados en este estudio se realizaron frente a leptonemas
de ratones wt y mutantes sencillos. Estos resultados demuestran por primera vez que en
mamiferos las kleisinas mei6ticas son esenciales para el ensamblaje de los AE/LEs.

Seguidamente, para determinar si la falta de estas dos kleisinas altera la funcién de SPO11 al

A B Rec8”*  Rec8" Rec8**  Rec8"
Rad21l** Rad21l** Rad21l” Rad21l”

SYCP2 -
J:H

Rec8** Lepto temprana

Rad21|++

Lepto tardia
Rec8*
Rad21l+

Lepto

Figura 20. Estudio de las proteinas del SC en los espermatocitos dKO-kls. A) Estudio
comparativo entre espermatocitos silvestres en leptotena y los espermatocitos bloqueados dKO-klIs
mediante IF frente a SYCP3. B) IF dobles frente a a SYCP3 y SYCP2 o SYCP1 en esparcidos de
espermatocitos Rec8**Rad21l*, Rec8*Rad21l*, Rec8+*Rad21F-y Rec8-Rad21F-. En ausencia
de las kleisinas meiéticas no se forman AE/LEs, ni se inicia la sinapsis. EI DNA se tifié con DAPI.
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Rec8** Rec8” Rec8*/* Rec8"
Rad21l+* Rad21l** Rad21l” Rad21l”

Figura 21. Analisis de la formacion de DSBs en los espermatocitos dKO-kls. IF dobles
frente a SYCP3 y yH2AX en esparcidos de espermatocitos wt, Rec8*Rad21l*, Rec8*Rad21I-y
Rec8"-Rad21/*.

inicio de la meiosis o la activacion de las rutas de reparacion, analizamos mediante IFs la
histona yH2AX. Como se observa en la Figura 21, yH2AX se localiza difusamente y con una
intensidad similar por el nucleo de todas las leptonemas procedentes del ratén wt, los mutantes
sencillos y el doble mutante. Ademas, en los espermatocitos del doble mutante, yH2AX nunca
desaparece de los cromosomas autosémicos. Por tanto, la ausencia simultdnea de RAD21L y
REC8 no impide que se lleve a cabo el programa de DSBs, ni que se activen las rutas de repa-
racién, aunque la mayoria de las roturas no son reparadas. Posteriormente, para comprobar
por qué las DBS no eran reparadas analizamos el proceso de recombinacion en los

espemtatocitos dKO-kls mediante analisis por IF de la recombinasa RAD51 y su paraloga

Rec8** Rec8' Rec8** Rec8"

Rad21l*/* Rad21l*/* Rad21l” Rad21l”

Figura 22. Analisis de RAD51 en
el ratéon dKO-kls. IF dobles frente
a SYCP3 y RAD51 en esparcidos
de espermatocitos wt, Rec8"-
Rad21i+, Rec8*Rad21-y Rec8"

Rad21F-. En el doble mutante se
produce una reduccién en la carga
de RAD51. ElI DNA se tifid con
DAPI.
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A Rec8** Rec8" B Rec8*'* Rec8
Rad21l* Rad21l” Rad21l" Rad21l”

Figura 23. Analisis de la
carga de DMC1 y RPA en
las leptotenas dKO-kls. IF
dobles frente a SYCP3 y
DMC1 (A) o RPA (B) en
esparcidos de espermatocitos
wt y dKO-kls. La falta de las
dos kleisinas meiodticas no
afecta al nimero de focos de
DMC1, pero provoca una
mayor acumulacion de RPA
en los espermatocitos. DNA
teflido con DAPI.

DVIC1

mei6tica DMC1 (Bishop et al, 1992). El nimero de foci de RAD51 en los espermatocitos
bloqueados del dKO-kls es menor que en las leptonemas de los ratones silvestres, Rad21F-y
Rec8" (dKO-kls: 13,7 + 5,4 vs wt: 110,7 £ 31,8; Figura 22). Sin embargo, el nimero de focos

de DMC1 es similar en los espermatocitos dKO-kls y en los silvestres (53,9 + 19,4 vs 51,8
20,9; Figura 23A). El hecho de que el mutante dKO-kls presente un nimero de focos de DMC1
similar al del wt indica que las DSBs detectadas por yH2AX en leptotena probablemente son in-
ducidas por SPO11. No obstante, dado que DMC1 y RAD51 co-localizan en los nodulos tem-

tempranos (Tarsounas et al, 1999), la reduccion de RAD51 sugiere que en el mutante el inicio
de la recombinacién esta alterado. Para determinar si en los espermatocitos dKO-kls los
nédulos tempranos maduran adecuadamente, se analizé la presencia de RPA. Como se
muestra en la Figura 23B, los espermatocitos dKO-kls presentan mas focos de RPA que los

del wt.

Con el fin de determinar si la ausencia simultanea de REC8 y RAD21L altera la carga de otras
subunidades del complejo de cohesinas, se realizaron IFs en esparcidos de espermatocitos
frente a las cohesinas SMC3, SMC1B, STAG3 y RAD21. En la Figura 24 se observa que en los

espermatocitos de los mutantes sencillos y del wt todas estas subunidades co-localizan con
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SYCP3 en los AEs. En cambio, en el mutante dKO-kls no se detecta sefial de SMC1B, ni de
STAG3 y la sefial de SMC3 se detecta con una intensidad mas tenue co-localizando con
SYCP3. RAD21 es la unica subunidad que presenta una intensidad similar a la que se observa
en los otros mutantes, aunque en el dKO-kls sélo se detecta a modo de puntos y pequefias
barras. Por lo tanto, en mamiferos REC8 y RAD21L son responsables de la formacién de los

complejos de cohesinas meidticos que posibilitan el ensamblaje del AE y del SC.

SYCP3 RAD21 DAPI SYCP3 SMC3 DAPI

Rec8**
Rad21*+

Rec8"
Rad21l**

Rec8*/*
Rad21l”

Rec8"
Rad21l”

SYCP3 SMC1pB DAPI SYCP3 STAG3 DAPI

Rec8**
Rad21l+*

Rec8"
Rad21l**

Rec8'*
Rad21l”

Rec8"
Rad21l

'y
JRR

Figura 24. Analisis de RAD21, SMC3, SMC1B y STAG3 en ausencia de las kleisinas
meidticas. IFs dobles frente a SYCP3 y RAD21, SMC3, SMC1f o STAG3 en esparcidos de
espermatocitos wt, Rec8-Rad21/**, Rec8*Rad21-y Rec8"-Rad21F-. La falta de las dos
kleisinas meitticas impide la carga SMC1B y STAG3, pero no la de RAD21 y, en menor
medida, la de SMC3. DNA tefiido con DAPI.

8

(o)



Resultados

Dado que la cohesién de las cromatidas hermanas depende de los complejos de
cohesinas desde fase S hasta anafase (Guacci et al, 1997; Furuya et al, 1998; Waizenegger et
al, 2000), la deficiencia de dos de las tres kleisinas podria afectar al establecimiento /
mantenimiento de la cohesion de las células germinales o a su replicacion. Para comprobarlo
analizamos la ploidia de de las células de los tubulos seminiferos mediante citometria de flujo.
En la gréfica obtenida se observa que los testiculos dKO-kls presentan una proporcién de
células 4C/2C comparable a la de los machos Rad21F-y wt (Figura 25A), lo que sugiere que la
falta de las cohesinas no perturba la replicacion del DNA. Finalmente, llevamos a cabo un
estudio de la cohesién en los espermatocitos mediante FISH, utilizando sondas especificas
para los cromosomas sexuales. Como se observa en la Figura 25B, tanto los espermatocitos
silvestres como los dKO-kls muestran una Unica sefial para cada cromosoma sexual, lo que
descarta que en el ratdn dKO-kls se produzcan alteraciones en el establecimiento de la

cohesion en fase S o pérdida de cohesién prematura en las leptonemas bloqueadas.

A Rec8** Rad21l'* Rec8”/ Rad21l" Figura 25. Andlisis de |Ia
replicaciéon y la cohesion en la
meiosis de machos dKO-kls. A)
Estudio de la ploidia en testiculos
de ratones wt, Rad21H- y dKO-kls.
B) Estidio por FISH en esparcidos
de espermatocitos wt y Rec8*
B Rad21H- con una sonda homoéloga

al cromosoma Y y una sonda

Rec8*/* Rec8*/* 2004 Recg/-  fomologa al cromosoma X La
Rad21l*/* % Rad21l/- % Rad21l/- ausencia de las kleisinas meidticas
Ve | ° oo S 1000 no provoca defectos de replicacion

| f ) N 4 . r ~
idla_a b A . AL de cohesion. DNA tefiido con
A DAPI.
1c 2c 4cC 1c2Cc 4c 1C 2C 4cC

Estudio de RAD21L en el ratén Sgol2-*-

Recientemente en nuestro laboratorio se desarrollé un modelo murino con pérdida de

funcién de la shugoshina SGOL2 (Llano et al, 2008). En el ratdn, Sgol2 se expresa en el tejido
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somatico y en las gbnadas y se localiza en los centromeros tanto en mitosis como meiosis. A
pesar de ello, los ratones Sgol2- son aparentemente normales, no sufren mortalidad prenatal y
su tasa de supervivencia es similar a la de ratones wt. En concordancia, cuando se analizo la
segregacion cromosomica, la cohesion y la reparacion del DNA en MEFs Sgol2*- no se
detectaron alteraciones, ni siquiera ante el estrés generado por radiacidn y exposicion a drogas
que alteran el huso mitético (Llano et al, 2008). En meiosis, por el contrario, SGOL2 es esencial
para el mantenimiento de la cohesion hasta anafase Il. En ausencia de SGOL2, la subunidad
REC8 del complejo de cohesinas de los centrémeros es cortada por Separasa en anfase |, 1o
que provoca la pérdida de cohesion prematura de las cromatidas hermanas y en consecuencia,
la esterilidad de los ratones Sgol2*-. Debido a que RAD21L se localiza en los centromeros
durante las dos metafases meidticas (Figuras 1 y 2) y que SGOL2 protege complejos de
cohesinas centroméricos en la transicion metafase | - anafase | (Lee et al, 2008; Llano et al,
2008), se decidié analizar si la ausencia de SGOL2 afecta al mantenimiento de RAD21L en los
centrémeros hasta metafase Il. Para ello, se realizaron IFs sobre esparcidos de espermatocitos

de ratones Sgol2-Rec8-myc (originados mediante cruces de nuestra linea de ratones mutantes

Sgol2-/- Rec8-myc
RAD21L

Metafase |
RAD21L RAD21L

Metafase Il

Figura 26. Estudio de RAD21L en las divisiones meidticas en ausencia de SGOL2. IFs
dobles realizadas sobre esparcidos de espermatocitos Sgol2-Rec8-myc frente a RAD21L y
Myc. La falta de SGOL2 altera la carga y/o permanencia de RAD21L en los centromeros de
las metafases | y Il. EL DNA esta tefiido con DAPI.
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Sgol2 y ratones transgénicos Rec8-myc, procedentes del laboratorio del Dr. Nasmyth), con
anticuerpos anti-RAD21L y anti-Myc. Como se observa en la Figura 26, en las metafases Il del
raton Sgol2Rec8-myc, RAD21L esta ausente de los centrémeros, al contrario de lo que se
observa en las metafases Il de ratones silvestres (Figura 2). Ademas se observé que en la
metafase | del ratén Sgol2Rec8-myc (Figura 26) la sefial de RAD21L en los centrémeros es
menos intensa que en una metafase | de un raton wt (Figura 1). Por tanto, el mantenimiento
ylo la carga de RAD21L en los centrémeros en metafase | y en mayor medida en metafase I
son dependientes de SGOL2.

Estudio de los ratones doble mutantes Sgol2--Pttg1-*

En eucariotas, Securina mantiene inhibida a Separasa hasta la segregacion cromosomica
(Funabiki et al, 1996; Zou et al, 1999; Waizenegger et al, 2002). De forma adicional, en S.
cerevisiae Sgo1 colabora con PP2A%% en |a inhibicion de Separasa (Clift el al, 2009). En el
caso de que esta funcién se encontrase conservada en mamiferos, la eliminacién simultanea
de ambos mecanismos inhibitorios podria provocar letalidad o graves defectos en las células
somaticas. Para comprobarlo se generd un raton con pérdida de funcién de SGOL2 y Securina
simultaneamente. Ademas, se analizé la espermatogénesis de ratones carentes de Securina
(Pttg1*), ya que no existen estudios previos que lo hayan abordado a pesar de que se ha

reportado que los ratones Pttg1 presentan hipoplasia del testiculo (Wang et al, 2001).

Generacion de los ratones Sqol2--Pttg1-

Para obtener los ratones deficientes dobles de SGOL2 y Securina se cruzaron ratones
Sgol2*- con ratones Pttg1- (Wang et al, 2001) y posteriormente sus descendientes entre si. En
cada nuevo cruzamiento se calcularon las frecuencias genotipicas y se comprobd que se
ajustan a las esperadas. Los ratones obtenidos Sgol2+-Pttg1+-, Sgol2*-Pttg1--, Sgol2-Pttg1+-y
Sgol2*+Pttg1-- son aparentemente normales y no muestran anormalidades ni en el desarrollo ni

en la supervivencia en comparacion a los ratones wt. Ademas, mediante cruces con ratones sil-
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A

Figura 27. Caracterizacion de los
testiculos Pttgl--. A) H&E en cortes de
testiculo y epididimo de ratones adultos
Pttg1++ y Pttg1-. Los tibulos seminiferos
del mutante no muestran alteraciones. B)
Andlisis TUNEL en cortes de testiculos wt
y Pttg1/- con las células apoptoticas en
rojo y el DNA tefiido con DAPI. La falta de
Securina no incrementa la apoptosis en
testiculos. C) Analisis por FACs en
testiculos Pttg1**y Pitg1+-. En ausencia
de Securina se produce una reduccion del
15,5% de las células haploides.

c Pttgl*/* Pttgl’

n 2n 4n n 2n 4n
71,5% 7,3% 9,2% 56% 13,1% 139%

Debris + células muertas=12% Debris + células muertas=17%

vestres se comprobd que Unicamente los ratones deficientes en SGOL2 son estériles, tanto
machos como hembras. Por lo tanto, dado que los ratones Sgol2--Pttg1+ no sufren mortalidad
ni alteraciones evidentes del fenotipo, probablemente SGOL2 no constituye un nivel adicional
de represion de la actividad de Separasa en mamiferos. A pesar de que la deficiencia de
ambas proteinas pueda provocar alteraciones sutiles en células somaticas, decidimos no
abordar su caracterizacion en profundidad, ya que la ausencia de alteraciones fenotipicas

severas en el raton sugiere que la funcion principal de SGOL2 en el tejido somatico no es
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inhibir a Separasa. No obstante, dadas las alteraciones que se producen en la meiosis de los
ratones Sgol2* y que los ratones Pftg1* muestran hipoplasia en los testiculos, se decidié
caracterizar la espermatogénesis de los ratones Sgol2--Pttg1"- y la de los ratones Pttg1", para
determinar como afecta la falta de Securina a la meiosis masculina y si pudiera existir epistasia

entre ambos genes en la espermatogénesis.

A

Zigotena Paquitena i Zigotena Paquitena

Figura 28. Estudio de la profase I de los ratones Pttg1-+. IFs dobles marcando SYCP3 y SYCP1
(A) o ATR (B) en esparcidos de espermatocitos wt y Pttg1--. La falta de Securina no afecta a la
sinapsis ni a la reparacion de las DSBs.

Caracterizacion de la espermatogénesis en ratones Pftq1--

Con el fin de determinar la causa de la reduccion del tamafio de los testiculos de los ratones
Pttg1+, se analizaron histolégicamente cortes de testiculo y epididimo. Las imagenes obtenidas
muestran que la estructura de los tubulos seminiferos del raton Pttg1+ es similar a la de un
raton wt, con células de Leydig y de Sertoli y con todos los estadios celulares caracteristicos de
la espermatogénesis (Figura 27A). Ademas, el analisis del epididimo mostré que en el ratén
Pttg1+, los conductos presentan espermatozoides en una cantidad aparentemente similar a los
del wt (Figura 27A). Para comprobar si el defecto en el tamafio de los testiculos de los machos
Pttg1-- se produce por un incremento de la apoptosis, se realizd un analisis TUNEL sobre

cortes de testiculos. Los resultados muestran niveles apoptéticos comparables a los del ratén
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silvestre (Figura 27B). Con el fin de determinar si la espermatogénesis del raton Pttg1
presenta alteraciones en la ploidia, se realizé un estudio por FACS en testiculos wt y Pttg1*
(Figura 27C). Las graficas obtenidas muestran que en ambos genotipos se aprecian todos los
picos, correspondientes a las células n, 2n y 4n. Sin embargo, el ratdn mutante sufre una
reduccion de las células haploides (56 vs 71,5 %), mientras que las células diploides y
tetraploides aumentan (2n: 13,1 vs 7,3 %; 4n: 13,9 vs 9,2 %), asi como el debris y/o las células
muertas (17 vs 12 %). Estos resultados conjuntamente con la reduccién del tamafio de los
testiculos sugieren la existencia de un defecto en la meiosis en los ratones deficientes en

Securina.

Intercinesis

Figura 29. Estudio de las intercinesis en ratones Pttgl-+. IFs dobles marcando SYCP3 y las
proteinas centroméricas en aplastados de tubulos seminiferos de ratones wt y Pttg1+-. En el
mutante se observan un mayor numero de sefiales de ACA y de SYCP3 que en el wt. DNA
tefiido con DAPI.

Con el fin de analizar en detalle las posibles alteraciones meidticas, se llevé a cabo un
estudio de las distintas etapas de la espermatogénesis mediante IFs. Para el estudio de la
profase | se analizaron los marcadores SYCP3 y SYCP1 en esparcidos de espermatocitos.
Como se observa en la Figura 28A, en los machos Pttg1”- el ensambaje de SYCP3 desde
leptotena, la carga de SYCP1 a partir de zigotena, la sinapsis de los 19 bivalentes
autosémicos, la formacién del cuerpo sexual y el proceso de desinapsis se dan de forma

similar que en los ratones wt. Seguidamente, para determinar si la falta de Securina provoca
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alteraciones en la reparacion de DSBs, se realizaron IFs frente a ATR. Como se observa en la
Figura 28B, tanto en los espermatocitos wt como en los Pttg1"-, ATR se localiza en los AEs sin
sinapsis en zigotena y Unicamente en el cuerpo sexual en paquitena. Por tanto, estos

resultados sugieren que la ausencia de Securina no altera el ensamblaje del SC ni la

reparacion de las DSBs. Posteriormente, se realizd un estudio de las divisiones meidticas

A Pttgl”

Figura 30. Estudio de la meiosis Il en machos
Pttgl*. IFs dobles marcando SYCP3 y las
proteinas centroméricas en aplastados de
tubulos seminiferos de ratones Pttg1+ (A) y wt
(B). EI DNA esta tefiido con DAPI. Los recuadros
blancos indican la regién de la imagen que se ha
ampliado a la derecha de la prometafase y la
metafase |l. Estas ampliaciones muestran en
mas detalle la presencia de una barra de SYCP3
entre dos cinetocoros hermanos.

Prometafase Il

»

Prometafase I

B Pttgl**

Profase Il |Prometafase Il Metafase Il
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mediante IFs sobre aplastados de tubulos seminiferos con un anticuerpo anti-SYCP3 y
antisuero ACA. En las metafases | del raton Ptfg7" no se detectan alteraciones en el
alineamiento de los cromosomas en la placa ecuatorial, ni defectos en la segregacion
cromosomica en anafase I. Sin embargo, las intercinesis Pttg1 presentan cromocentros
desorganizados, con mas sefiales de ACA y méas barras de SYCP3 que las intercinesis del wt
(Figura 29). Ademas, se detectd un exceso de prometafases I, coincidiendo con una sefial de
SYCP3 mas intensa en los centrémeros que la correspondiente en un wt (Figura 30).
Asimismo, se observé que éstas prometafases dan lugar también a metafases Il alteradas ya
que presentan barras de SYCP3 localizadas en la region intercinetocorica (Figura 30A),

mientras que las metafases |l wt carecen de SYCP3 (Figura 30B). De forma similar, en las

Pttg1/ Telofase Il

B-

| .
u
Figura 31. Estudio de la segunda segregacion meiética
en machos Pttgl*. IF doble frente a SYCP3 y las
proteinas del centromeros en aplastados de tubulos
seminiferos  Pttg1+. A) Telofase Il con dos parejas de
cinetocoros hermanos unidos migrando hacia el mismo
polo y que co-localizan con una barra de SYCP3 (flechas).
B) Espermatidas redondas de distintos tamafios en un
raton Pttg1--. Asterisco: espermatidas similares a las wt. C)

Espermatidas alargadas aneuploides Pttg7-. El DNA se
tifid con DAPI.
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telofases Il del ratoén Pttg1- todavia hay sefial de SYCP3 en forma de barras y en algunos
casos éstas co-localizan con dos cinetocoros hermanos intimamente unidos migrando hacia el
mismo polo (Figura 31A). Finalmente, se observd que las espermétidas de los mutantes
muestran variabilidad de tamafios entre si y se comprobd que algunas de ellas contienen un
numero de sefiales de ACA distinto de 20, mientras que en los ratones wt las espermatidas
tienen 20 sefales de ACA y son similares de tamafio (Figura 31B-C). Para cuantificar estos
defectos realizamos un analisis por FISH de espermatocitos utilizando sondas especificas
frente a los cromosomas sexuales. Como se observa en la Figura 32A, en el ratén Pttg1
algunas de las espermatidas muestran dos sefiales del cromosoma Y, dos sefiales del
cromosoma X o0 ninguna sefial, mientras que las espermatidas del raton wt muestran una
sefial, o bien para el Y o bien para el X (13,13 % vs 0 % wt; n=160). Ademas, el analisis por
FISH de espermatozoides mostré que una fraccion de los Pttg1-- también muestran los mismos
defectos que los observados en las espermatidas (9,35 % vs 0% wt; n=246 Figura 32B). De

forma adicional, se analizé la morfologia de los espermatozoides Pttg1-- mediante tincion con

Pttg1*+ Pttg1/-

CI Pregrr Pttg17

) | A/
‘ - -
( o «

*SondaX

Figura 32. Cuantificacion de las aneuploidias en células post-meiéticas Pttgl* y estudio
morfolégico de los espermatozoides. Analisis por FISH realizado en esparcidos de espermatocitos
(A) y en frotis de espermatozoides (B) con sondas homologas a los cromosomas sexuales. Las
flechas sefialan espermatidas y espermatozoides aneuploides. DNA tefiido con DAPI. C) H&E en
frotis de espermatozoides wt y Ptfg1--. Las imagenes muestran los defectos observados en algunos
espermatozoides del raton mutante.
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A B
pttg1-/-sgol2-/-

Figura 33. Estudio de los testiculos Sgol2/-Pttg1+. A) Imagen macroscépica de testiculos wt y
Sgol2+-Pttg1-+-. Los testiculos del mutante son un 80% mas pequefios que los wt. B) Estudio de la
profase | mediante IFs frente a SYCP3 en esparcidos de espermatocitos Sgol2Pttg1+-. La
ausencia simultanea de las dos proteinas no provoca alteraciones de la profase |. Asterisco:
cuerpo sexual.

H&E y se comprobd que un 15 % muestra alteraciones en la forma y el tamafio de la cabeza
ylo aparecen unidos entre si (Figura 32C). Por lo tanto, todos estos resultados indican que la
ausencia de Securina provoca la no disyuncién de algunas parejas de cromatidas en anafase |l
y como consecuencia se generan alrededor de un 10 % de espermatozoides aneuploides y con

morfologia aberrante.

Caracterizacion de la espermatogénesis en ratones Sqol2”Pttg1

En las células germinales primordiales de ratdn, la relacion estequiométrica entre Securina y
Separasa es tan baja que el mecanismo principal para mantener la inhibicién de Separasa es
la fosforilacion (Huang et al, 2008). Dado que en los testiculos de ratones adultos la relacién
Securina/Separasa es mayor que en el embridén, que la ausencia de Securina provoca
hipoplasia del testiculo y que el mecanismo de inhibicién de Separasa dependiente de Sgo-
PP2Accss (Clift el al, 2009) podria tener un papel importante en la gametogénesis de
mamiferos, decidimos analizar en detalle la espermatogénesis de los ratones Sgol2--Pttg1-.
Para ello, en primer lugar se realizé un estudio de la profase | mediante IFs frente a SYCP3 en
esparcidos de espermatocitos Sgol2-Pttg1+*. Los testiculos de estos mutantes son

aproximadamente un 88 % mas pequefios que los de sus hermanos wt (Figura 33A).
Posteriormente, se observd que en los espermatocitos Sgol2-Pttg1- y wt tanto el

ensamblaje de los AE/LEs como la sinapsis se llevan a cabo de forma similar (Figura 33B).

Seguidamente se analizaron las divisiones mei6ticas mediante IFs sobre aplastados de tibulos
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A Sgol2/Pttgl’

Metafasel

Telofasel
B Intercinesis

Pttgl/Sgol2/ . . .

Figura 34. Estudio de la primera division meiética en machos Sgol2Pttgl+. IF doble frente a
SYCP3y las proteinas centroméricas en aplastados de tibulos seminiferos de ratones Sgol2-Pttg1-+.
A) Metafase | y telofase I. Los recuadros blancos indican la region amplificada a la derecha de cada
imagen con los que se muestran cinetocoros hermanos intimamente unidos en metafase | y
separados prematuramente en telofase |. B) Las intercinesis del Sgol2+Pttg1-- son similares a las wt.
El DNA esta tefiido con DAPI.

seminiferos con un anticuerpo frente a SYCP3 y antisuero ACA. En las metafases | de ratones
silvestres, SYCP3 se detecta a lo largo del dominio intercromatidico de todos los bivalentes y
su sefial es mas intensa en la region centromérica, donde forma un cono invertido bajo los
cinetocoros hermanos de cada homélogo. De forma similar, en las metafases | del raton Sgol2-
-Pttg1-- la sefial de SYCP3 se detecta a lo largo del dominio intercromatidico. Sin embargo, la
sefial centromérica de SYCP3 en forma de cono se sustituye por una pequefia barrita
perpendicular a los cinetocoros hermanos (Figura 34 A). Este fenotipo es caracteristico de los

mutantes Sgol2 (Llano et al, 2008). Seguidamente, se analizaron las intercinesis del mutante
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A Pttg1/-Sgol2-/- B Pttg1/-Sgol2/-

At
Telofase Il
C
Metafase Il

Figura 35. Analisis de la meiosis Il en el mutante Sgol2--Pttgl-. IF doble con anticuerpo anti-
SYCP3 y antisuero ACA sobre aplastados de tibulos seminiferos Sgol2+Pttg1--. A) Analisis entre
prometafase y metafase Il. Flechas: cromatidas hermanas separadas prematuramente. B)
Analisis de la segunda segregacién meidtica. La falta de SGOL2 provoca bloqueo y degeneracién
de una fraccién de las metafases/anafases 1, las cuales carecen de sefial de ACA. El resto de las
metafases Il evaden el bloqueo y dan lugar a chromosome lagging. C) Espermatidas redondas
aneuploides con 1 sefial de ACA (izquierda) y con 28 (derecha). D) Espermatidas alargadas y
espermatozoides con morfologia aberrante (asteriscos). Todos estos defectos son caracteristicos
del raton mutante Sgo/2*. Sin embargo, en estas células no se detecta sefial de SYCP3, a
diferencia de las metafases-anafases Il del ratén Pttg1--. EI DNA esta tefiido con DAPI

Sgol2*-Pttg1 y se observd que éstas no muestran las alteraciones observadas en el mutante
Pttg1+, sino que son similares a las de los ratones wt (Figura 34B). Por Ultimo, se realizé un
analisis de la meiosis Il en el mutante Sgol2"-Pttg1"-. Como se muestra en la Figura 35A, a
diferencia del mutante Pttg1", en el doble mutante Sgol2-Pttg1" no se detecta SYCP3 ni en
prometafase Il ni en metafase Il. No obstante, a partir de prometafase Il se produce la pérdida
de cohesion prematura de las cromatidas hermanas (Figura 35B), caracteristica de la

deficiencia en SGOL2 (Llano et al, 2008). Ademas, se observa que gran parte de las metafases
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Il del mutante Sgol2--Pttg1-- degeneran, ya que pierden la sefial de proteinas del cinetocoro y
los cromosomas se aglomeran (Figura 35B). Sin embargo, algunas de estas metafases |I
progresan a anafases Il con defectos en la segregacion cromosémica (Figura 35B).
Finalmente, se observa que los ratones doble mutantes producen espermatidas redondas,
alargadas y espermatozoides, aunque las espermatidas presentan tamafios muy variables,
morfologias aberrantes y son aneuploides, ya que contienen entre 1 y 40 sefiales de ACA
(Figura 35C-D). Todas estas alteraciones en los espermatocitos Sgol2-Pttg1-- a partir de
prometafase Il fueron observadas previamente en los machos Sgol2”- durante su
caracterizacion (Llano et al, 2008). Todo ello indica que la espermatogénesis de los ratones
Sgol2*+Pttg1-- presenta defectos similares a los descritos en los machos Sgol2-, mientras que
carece de las alteraciones que afectan a los machos Pttg1 entre intercinesis y telofase Il. Por
ello, es probable que al menos parte de las funciones de Securina durante la intercinesis sean

dependientes de complejos de cohesinas formados por REC8 o RAD21L.
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La nueva kleisina RAD21L es especifica de meiosis

En nuestro laboratorio se identificd una nueva kleisina, que por su similitud con
RAD21 fue denominada RAD21L, la cual se expresa de forma abundante en testiculos y en
oocitos y muy ligeramente en tejidos somaticos (Gutiérrez-Caballero et al, 2011).
Bioguimicamente se comprob6 que RAD21L interacciona con SMC3, SMC1a/B y con STAG3
tanto en un sistema de sobreexpresion en células 293 como en extractos de testiculo de ratén
(Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Estos resultados conjuntamente con las observaciones de
que RAD21L co-localiza con los AE/LEs de los meiocitos y que no aparece ni en las
espermatogonias ni en células somaticas de testiculos, indican que esta nueva kleisina es
especifica de meiosis (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). A pesar de que la mayoria de las
subunidades del complejo de cohesinas co-localizan con los AE/LEs (Pezzi et al, 2000; Prieto
et al; 2002; Parra et al, 2004; Prieto et al, 2004), RAD21L es la tnica subunidad que, ademas
de localizarse en los AEs/LEs desde leptotema a diplonema, ha sido detectada en la cromatina
del cuerpo sexual, lo que sugiere que pueda estar implicada en su formacién. En este sentido,
se ha identificado recientemente en roedores la proteina del AE XLR6, la cual comparte gran
similitud con SYCP3 pero cuya localizacién es especifica del bivalente XY. XLR6 se acumula
en el cuerpo sexual en paquitena, tanto en las regiones de asinapsis como formando parte del
nucléolo asociado al XY, y se ha sugerido que esta implicada en el MSCI (Tres, 2005; Tsutsumi
et al, 2011). Al igual que XLR6 podria ser una adaptacion de SYCP3 en los cromosomas
sexuales, los espermatocitos podrian disponer de RAD21L para satisfacer procesos
especificos relacionados con la remodelacion de su cromatina y su regulacion transcripcional.
De forma adicional, la localizacién de RAD21L en la cromatina del cuerpo sexual, asi como su
permanencia en los centrémeros de los espermatocitos en telofase Il, dos propiedades Unicas
de esta nueva kleisina, sugieren aunque solo sea desde un punto de vista citologico, que
RAD21L pueda desempefiar funciones como una proteina individual e independiente del

complejo de cohesinas al que pertenece.

Durante el transcurso de este trabajo otros dos grupos identificaron simultdneamente
RAD21L (Lee & Hirano, 2011; Ishiguro et al, 2011). Ishiguro et al. concluyen que RAD21L se
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elimina gradualmente de los AE/LEs de los autosémas a partir de paquitena tardia, mientras
que segun nuestras observaciones RAD21L desaparece de los autosémas en el momento de
la desinapsis. No obstante, y coincidiendo con nuestros resultados, sostienen que RAD21L
perdura en el dominio intercromatidico del XY y en los centrémeros de todos los cromosomas
hasta anafase . Por el contrario, en la IF llevada a cabo por el grupo de Hirano, RAD21L deja
de observarse a partir de paquitena en los bivalentes autosdémicos y en los AEs del bivalente
sexual. Asi mismo, es especialmente discordante con nuestros resultados la localizacién que
este mismo grupo observa de RAD21. Mientras que en nuestras manos y otras (Prieto et al,
2002), RAD21 se localiza en los AEs/LEs durante toda la profase (de leptotena a diplotena)
coincidiendo por tanto con RAD21L y RECS, el grupo de Hirano sélo detecta RAD21 desde
paquitena hasta diacinesis. Teniendo en cuenta, ademas, que este mismo laboratorio detecta
RAD21L solo en las primeras etapas de la profase (de leptotena a zigotena), concluyen que
RAD21L sustituye a RAD21 entre leptotena y paquitena tardia para promover la recombinacion
entre homdlogos y no entre cromatidas hermanas (Lee & Hirano, 2011). De forma adicional,
ambos grupos muestran que RAD21L, REC8 y RAD21 se localizan de forma discontinua a lo
largo de los AE/LEs, sin solaparse (Lee & Hirano, 2011; Ishiguro et al, 2011). Esta observacién
ha dado lugar al grupo de Watanabe a postular un modelo en “cédigo de barras”, en el cual los
distintos complejos de cohesinas se distribuyen por el cromosoma de forma alterna y discreta
promoviendo el apareamiento. Independientemente de la localizacion de cada una de las
kleisinas en el espacio a lo largo de los AE/LEs de los espermatocitos, la sefial que nosotros
detectamos de RAD21L, REC8 y RAD21 a lo largo de los AE/LEs se mantiene desde de
leptotena a diplotena. Por otra parte, y en lo que a la alternancia de las tres kleisinas a lo largo
de los AE/LEs se refiere, nunca hemos observado una localizacion discontinua, aunque dado
que todos los anticuerpos que hemos utilizado han sido generados en conejo, no se ha podido
analizar su co-localizacion de forma simultanea. En cualquier caso, y dada la controversia
generada, se testd y corrobord, mediante el empleo de ratones nulos y/o de vectores de
expresion en transfecciones transitorias en células 293, que los anticuerpos empleados contra
las tres kleisnas son especificos de cada una de ellas, lo que sustenta nuestras conclusiones
(Herran et al, 2011). De cualquier forma, todas estas discrepancias entre los tres grupos son

dificiles de explicar y pueden deberse a que cada anticuerpo reconozca distintas
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conformaciones de su antigeno y/o a diferencias metodoldgicas en el procesamiento de los

espermatocitos o en la composicién del fijador.

RAD21L es esencial para la espermatogénesis del raton

Con el fin de abordar la funcién que desempefia in vivo la nueva kleisina RAD21L, se
generaron dos ratones deficientes para RAD21L, uno constitutivo y otro condicional. Los
resultados obtenidos en ambos modelos mostraron que RAD21L es prescindible para el
desarrollo embrionario y la supervivencia del raton. Sin embargo, los ratones machos
resultaron ser estériles. Dicha esterilidad no se debié a defectos en la proliferacién de las
espermatogonias 0 a defectos en los tubulos seminiferos, sino a un bloqueo de la
espermatogénesis en zigotena. La manifestacion histoldgica de este bloqueo en la seccion de
un tabulo seminifero es un arresto de la espermatogénesis en estadio epitelial IV. Este tipo de
bloqueo es caracteristico de modelos murinos en los que la pérdida de funcion de la proteina
impide completar los procesos meidticos de sinapsis, reparacion y/o recombinacion, lo que
provoca la apoptosis masiva de los espermatocitos y la esterilidad del raton (Pitmann et al,
1998; Yoshida et al, 1998; de Vries et al, 1999; Edelmann et al, 1999; Baudat et al, 2000;
Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Ahmed et al, 2007).

Los meiocitos de levaduras con defectos en sinapsis y recombinacién evaden el
bloqueo de paquitena en ausencia de las proteinas Pch1, Pch2 (San-Segundo & Roeder, 1999;
2000), Mek1 y Red1 (Bailis et al, 2000), lo que avala su consideracién como un autentico
checkpoint. En mamiferos, sin embargo, hasta la fecha no se han identificado proteinas cuya
deficiencia evada el frecuente bloqueo que se produce en paquitena, por lo que de forma
estricta no se puede hablar de checkpoint de paquitena. A pesar de ello, en el raton, ATR y
TOPBP1 podrian estar implicadas en la maquinaria que monitoriza la recombinacion y en la
promocion del bloqueo de paquitena, ya que en zigotena ambas co-localizan en regiones
asinapsadas y con DSBs. Ademas, en un modelo de ratdén con asinapsis, TOPBP1 aparece
acumulada en los AEs asinapsados de las paquinemas (Perera et al, 2004). En este sentido,

TOPBP1 y ATR se localizan en los AEs de los espermatocitos deficientes en RAD21L
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bloqueados en zigotena. Esta acumulacién de ambas proteinas podria ser, por tanto, el
mecanismo responsable de la activacion del bloqueo de la espermatogénesis que tiene lugar
en los espermatocitos Rad21F- a través del mal llamado checkpoint de paquitena, el cual se
corresponde con el estadio epitelial IV. De forma adicional, dada la supuesta implicacion de
ATR, TOPBP1 y yH2AX en el MSCI (Ichijima et al, 2011; Fernandez-Capetillo et al, 2003), las
alteraciones en su reclutamiento en el bivalente XY provocadas por los defectos de sinapsis en

ausencia de RAD21L podrian también cooperar en el bloqueo (Burgoyne et al, 2009).

RAD21L es dispensable para la generacion de DSBs

Al inicio de la profase | del ratén, la endonucleasa SPO11 produce DSBs
imprescindibles para el inicio de la recombinacién y la sinapsis entre los homoélogos (Keeney et
al, 1997; Baudat et al, 2000). Seguidamente, se activa la transduccién de la sefial en respuesta
a dafo en el DNA dependiente de la quinasa ATM y como consecuencia la histona H2AX es
fosforilada, localizandose en las DSBs. Ello promueve el reclutamiento de multiples proteinas
de reparacion (Mahadevaiah et al, 2001; Bellani et al, 2005). EI hecho de que la sefial de
yH2AX sea similar en leptonemas wt y Rad21F-, sugiere que RAD21L es dispensable para la
induccion del programa de DSBs mediado por SPO11 y la activacién de la ruta de reparacién
dependiente de ATM (Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Bellani et al, 2005). Ademas, la
reduccién de la sefial de yH2AX en los espermatocitos bloqueados mas avanzados
citolégicamente, frente a los bloqueados en un estadio mas temprano (zigotena temprana vs
zigotena tardia) sugiere que RAD21L no es esencial para el inicio de la reparacion de las
DSBs.

RAD21L no es esencial para el inicio de la recombinacion

Para que las DSBs puedan ser reparadas por recombinacion homéloga es necesaria
la reseccion en los extremos 5°, de forma que los extremos 3" quedan como hebras simples.
Esto garantiza la unién de las proteinas de recombinacion RAD51/DCM1 a los extremos 3, las

cuales reconocen hebras simples de DNA y promueven la invasion del cromosoma homologo,
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dando lugar a los denominados nédulos de recombinaciéon tempranos (Moens et al, 1997;
Mimitou and Symington, 2009). A medida que avanza la profase, algunos de estos nédulos
tempranos maduran a nodulos de transicion, caracterizados por la presencia de las proteinas
de reparacion RPA y MSH4 (Moens et al, 2002). Finalmente, en paquitena sélo un pequefio
porcentaje de los nddulos de transicion se convierten en nddulos de recombinacion,
caracterizados por la presencia de MLH1 en los futuros quiasmas (Moens et al, 2007). La
persistente localizacién de RAD51 y RPA en los AE/LEs de los espermatocitos deficientes en
RAD21L, sugiere que los nédulos de recombinacion tempranos y de transicion son capaces de
formarse. Sin embargo, la ausencia de MLH1 indica que la recombinacién no se completa. De
forma similar, los espermatocitos deficientes en las cohesinas meiéticas REC8 y SMC1p
(Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005), en proteinas del SC (de Vries et al, 2005; Shin et al,
2010; Kouznetsova et al, 2011; Schramm et al, 2011) y en otras proteinas de reparacién (Xu et
al, 2003; Roig et al, 2010) tampoco forman focos de MLH1. Por el contrario, y a diferencia de
los machos, las hembras deficientes en algunas de estas proteinas como SMC1B, SYCP3 o
BRCA1 si son capaces de progresar a través de la profase para, finalmente, formar quiasmas
(Revenkova et al, 2004; Yuan et al, 2002; Xu et al, 2003). Por tanto, es posible que todas estas
proteinas no sean esenciales para la formacién de los quiasmas y que en los machos, dado el
dimorfismo sexual existente en los niveles de control de calidad de la gametogénesis (Morelli &
Cohen, 2005), MLH1 no se detecte porque el bloqueo en estadio IV es anterior a su carga en
paquitena (Ashley et al, 2001). Para poder responder a esta pregunta en nuestro mutante, se
cultivaron los espermatocitos deficientes en RAD21L en presencia de acido okadaico, lo que
permite desbloquear la espermatogénesis in vitro. Los resultados que se obtuvieron mostraron
una ausencia de quiasmas en las metafases Rad21F-, lo que sugiere que RAD21L es
probablemente necesaria para la progresion adecuada de la profase y la resolucion de la
recombinacion. En consecuencia, RAD21L podria ser indispensable para la primera
segregacion meiotica de los machos, ya que los quiasmas son necesarios para el alineamiento
de las cromosomas en metafase | y la segregacion equitativa en anafase | (Eaker et al, 2002).
Por el contrario, RAD21L no es esencial en los oocitos, ni para la formacion de los quiasmas ni

para la primera segregacidn cromosomica, ya que las hembras mutantes son fértiles.
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RAD21L no promueve la cohesion de cromatidas hermanas

Para abordar si RAD21L participa en la cohesién de las cromatidas hermanas en
metafases | se empled el modelo in vitro de desbloqueo con &cido okadaico. Los resultados
que se obtuvieron mostraron metafases | caracterizadas por la presencia de 40 univalentes, las
cuales presentaron ademas marcaje de REC8 en sus centrémeros, lo que sugiere que RAD21L
es prescindible para mantener la cohesion. De acuerdo con ello, los oocitos de las hembras

mutantes de RAD21L no presentaron defectos de cohesién centromérica.

La espermatogénesis de los ratones deficientes en REC8 no ha podido ser analizada
para la pérdida de cohesién centromérica debido a su bloqueo en estadio IV y a la ausencia de
estudios in vitro de desbloqueo. De igual manera, en la oogenesis de las ratonas deficientes en
RECS8 no se han analizado los posibles defectos en cohesién por la existencia de un blogueo
en profase que da lugar a atrofia de los ovarios (Xu et al, 2005). Pese a ello, estudios indirectos
y citolégicos indican firmemente, aunque no lo demuestran, que REC8 es la kleisina
responsable de mantener la cohesion centromérica en la meiosis de mamiferos (Revenkova et
al, 2004; Lee et al, 2008; Llano et al, 2008; Tachibana-Konwalski et al, 2010).

El andlisis de los ratones deficientes en SMC1B, la otra cohesina analizada
funcionalmente en el ratdn, ha permitido profundizar en la participacion de esta cohesina en la
cohesion de las cromatidas hermanas. Asi, el desbloqueo de los espermatocitos Smc18+ con
acido okadaico da lugar a una fraccién de células con univalentes formados por 80 cromatidas
sueltas y sin sefial centromérica de REC8 (Revenkova et al, 2004). De forma similar, los
oocitos deficientes en SMC1B presentan pérdida de cohesiéon prematura y esterilidad
(Revenkova et al, 2004). Por tanto, los complejos de cohesinas meiéticas encargados de la

cohesion hasta metafase Il estarian formados por REC8 y SMC1.
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La pérdida de RAD21L provoca defectos en la carga de SMC1a y STAG3 en los

espermatocitos

La deficiencia observada en la carga de la subunidad STAG3 y en menor medida de
SMC1a en los AE/LEs de espermatocitos deficientes en RAD21L, constituye la mejor prueba
de que esta nueva kleisina esta formando in vivo complejos de cohesinas especificos con estas
subunidades. La ausencia de defectos en la carga de SMC1p sugiere, por tanto, que esta
subunidad tiene una mayor versatilidad en su capacidad para formar complejos con las otras
dos kleisinas, pese a que se ha descrito in vitro que RAD21L interacciona de forma similar con
SMC1a y SMC1p (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). De acuerdo con ello, es probable que la
mayoria de los complejos de cohesinas en los que RAD21L esta presente estén formados por
SMC1a, STAG3 y SMC3, de modo que la falta de RAD21L perturbaria la carga del resto de
subunidades y/o su estabilidad en el DNA, o al menos las de las subunidades SMC1a y
STAG3. Ademas, el hecho de que en los espermatocitos bloqueados no se produzca un
incremento en la sefial de RAD21 y RECS8 sugiere que la deficiencia de RAD21L no se

compensa con otros complejos de cohesinas formados por las otras dos kleisinas.

En los oocitos, es de destacar sin embargo, que la falta de RAD21L no altera la carga
de SMC1a ni de STAG3. La posible explicacién para este hecho, no es facil, y menos aun,
testarla experimentalmente. Una posibilidad es que en los oocitos, STAG3 no sea la subunidad
HEAT preferente de RAD21L en el complejo o bien que la mayoria de los complejos de
cohesinas meibticos estén formados por REC8 y SMC1p, aunque, en este caso seria dificil de
explicar que el marcaje de RAD21L en los AEs de los oocitos sea similar al de los
espermatocitos. Finalmente, puede asimismo especularse con la posibilidad de que en los
cromosomas de oocitos, RAD21L no este acomplejada con ninguna subunidad STAG o yendo
aun mas lejos, que no se encuentre formando un complejo canédnico de cohesinas con el resto

de subunidades.

RAD21L produce esterilidad precoz en las hembras

La deficiencia de RAD21L provoca una reduccion en la dotacién de oocitos primarios,

lo cual podria explicar la esterilidad precoz de las hembras mutantes. A pesar de que RAD21L
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es dispensable para la sinapsis, la disminucién de foliculos primordiales observada podria
deberse a defectos en este proceso, ya que el 70 % de los oocitos mostré SC discontinuos y
ausencia de SYCP1 en algunas regiones con sinapsis, frente al 12 % de los wt. A pesar de que
los mecanismos de control de calidad de la ovogénesis se consideran tolerantes en
comparacion con los mecanismos mucho mas exigentes de la espermatogénesis (Hunt &
Hassold, 2002; Cohen et al, 2006; Kolano et al, 2012), los oocitos con defectos son eliminados,
ya que las hembras mutantes de 6 dias sdlo presentan un 25 % de los oocitos esperados para
su edad. Previamente se ha descrito que para que se lleve a cabo el MSUC en los oocitos, los
defectos de asinapsis no deben afectar a mas del 10 % de sus LEs, porque de lo contrario la
concentracion necesaria de BRCA1 para inducir el silenciamiento no es suficiente debido a su
reclutamiento en las regiones asinapsadas (Kouznetsova et al, 2009). Por tanto y dado que los
oocitos mutantes mostraron solo ligeros defectos de sinapsis, es probable que estos se
eliminen por el MSUC en paquitena. De cualquier forma y aunque RAD21L co-localice con los
AE/LEs en oocitos (Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011, este trabajo) y esté
implicada en la formacién del SC, atendiendo a nuestros resultados, esta kleisina parece
desempeniar funciones menos importantes en la oogenesis que en la espermatogénesis. Una
posible explicacién podria ser que la funcion de RAD21L este parcialmente remplazada por
REC8 o RAD21, las cuales co-localizan también en los AEs en los oocitos (Lee et al, 2008).
Otra posible explicacion, que no excluye necesariamente a la primera, radicaria en la funcién
que RAD21L pueda desempefiar en la inactivacion del bivalente XY, dando lugar al cuerpo
sexual. Por tanto, en la oogenesis la presencia de un bivalente formado por dos cromosomas
X, cuyo comportamiento es similar al del resto de bivalentes autosémicos en cuanto a sinapsis

y a la ausencia de MSIC se refiere (Royo et al, 2010), no exigiria la actuacién de RAD21L.

Otras posibles funciones de RAD21L

Dado que las cohesinas estan implicadas en el la regulacién transcripcional (Poleshko
et al, 2010; Nitzsche et al, 2011; Remeseiro et al, 2012), que los espermatocitos presentan una
actividad transcripcional muy baja desde el inicio de zigotena hasta la mitad de paquitena
(Kierszenbaum & Tres, 1974) y que la intensidad de sefial de RAD21L en AE/LEs de los
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bivalentes autosémicos es maxima entre estas dos etapas, RAD21L podria estar implicada en
la reduccion transcripcional de los bivalentes autosémicos. De manera similar, podria también
participar en el silenciamiento del cuerpo sexual entre mitad y final de paquitena, dada su
localizacion en la cromatina y en los AE/LEs del bivalente XY durante estas mismas etapas.
Recientemente se ha propuesto que la proteina MDC1 (Mediator of DNA Checkpoint 1)
actuaria en la formacion del cuerpo sexual en ratén y en el silenciamiento de los cromosomas
XY mediante la dispersion del complejo ATR-TOPBP1 desde el AE del XY a la cromatina del
cuerpo sexual. Asi, la ausencia de esta proteina provoca un bloqueo de la espermatogénesis a
mitad de paquitena con reclutamiento de yH2AX, TOPBP1 y ATR a los AE/LEs del XY
Unicamente y no a su cromatina. Esto ha sugerido que MDC1 sea esencial para la sefalizacién
del MSCI a través del esparcimiento del complejo ATR-TOPBP1 a la cromatina del cuerpo
sexual y la subsecuente fosforilacion por este complejo de H2AX (Ichijima et al, 2011). Por ello
y para abordar la posible funcién de RAD21L en el MSCI, una primera aproximacién podria ser
el estudio de su dindmica en espermatocitos deficientes en MDC1, con el fin de determinar si
se produce una reduccion de su carga en el cuerpo sexual, como ocurre con las proteinas
yH2AX, TOPBP1 y ATR. De forma adicional, el hecho de que a partir de diplotena RAD21L se
relocalice en los centromeros de todos los bivalentes coincidiendo con H3K9me3 (Page et al,
2012), la cual esta vinculada a la formacion de la heterocromatina (Cowell et al, 2002), sugiere

que RAD21L podria, asi mismo, participar en dicho proceso.

Finalmente, otra posible funcién en la que podria participar RAD21L estaria
relacionada con la supuesta implicaciéon del complejo de cohesinas en la carga de la proteina
protectora de la cohesion Shugoshina-like-2 (SGOL2). En este sentido, se ha reportado que la
ausencia de SMC1B provoca una reduccion en la carga de SGOL2 en los centromeros de los
oocitos de raton (Lister et al, 2010). Teniendo en cuenta que el patrén de localizacion de
RAD21L en los centrémeros de las diplonemas, su enriquecimiento en los centromeros del
cromosoma Y en metafase | y que su distribucion centromérica en metafase Il es muy similar al
de SGOL2 y MCAK, la funcién centromérica que RAD21L desempefia podria ser colaborando
en el reclutamiento de SGOL2 y de forma més general, en la organizacién del dominio interno

del centrémero de los cromosomas de los esperrmatocitos.
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La localizacion centromerica de RAD21L en meiosis es dependiente de SGOL2

El hecho de que SGOL2 proteja los complejos de cohesinas centroméricos en meiosis
(Lee et al, 2008), junto con que hayamos observado RAD21L en los centromeros en las dos
divisiones meidticas, nos indujeron a pensar que esta shugoshina también podria proteger a
RAD21L. Para abordarlo, se llevo a cabo un estudio de RAD21L en metafases meidticas de
ratones Sgol2*Rec8-myc, generados a partir de cruzamientos entre ratones Sgol2*- y ratones
transgénicos para Rec8-myc. De esta forma se observd que en ausencia de SGOL2, la sefial
de RAD21L es menos intensa de lo esperado en metafase | y desaparece precozmente en
metafase Il, en vez de mantenerse en los centromeros hasta telofase Il. Dado que en nuestro
laboratorio se ha comprobado mediante un ensayo TNT (un sistema de transcripcidn /
traduccion in vitro) que RAD21L es susceptible al corte por Separasa, SGOL2 podria ser
necesaria para evitar la degradacion prematura de RAD21L en anafase I, como lo es para
RECS (Lee et al, 2008). No obstante, esto explicaria la desaparicion de RAD21L en metafase
[, pero no su reduccion en metafase |. La parcial deslocalizacion de RAD21L de los
centromeros en mefafase | en ausencia de SGOL2, podria ser explicada considerando que
SGOL2 participa en la organizacion de los centromeros en diplotena, primer momento en el
que SGOL2 se detecta en los espermatocitos (Gémez et al, 2007). De forma similar, en esta
misma etapa RAD21L se empieza a acumular en los centrémeros, al igual que SYCP3 (Parra
et al, 2004), la cual sufre también una reduccién en los centromeros de las metafase | Sgol2
(Llano et al, 2008). Por tanto, la carga de RAD21L y SYCP3 en los centrdmeros podria ser
dependiente de SGOL2 y ademas, la de RAD21L y SGOL2 podrian ser interdependientes.

Al contrario que en los machos, RAD21L y SYCP3 estan ausentes de los centrémeros
de los cromosomas de los oocitos en metafase |. Este dimorfismo sexual podria estar causado
por el post-bloqueo de la profase | especifico de la oogenesis que tiene lugar en dictiata (entre
diplotena y diacinesis). A pesar de que el estado de dictiata se considera un lapso de
inactividad para el oocito hasta la ovulacién, en realidad es un periodo transcripcionalmente

activo, al contrario que los estadios anteriores entre zigotena y paquitena, principalmente
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durante el crecimiento y la foliculogénesis (Hyttel & Madsen, 1987). Esto nos sugiere que la
descarga irreversible de proteinas que formaban parte de los AE/LEs como SYCP3 y RAD21L,
que tiene lugar durante este periodo, se produce como consecuencia de la reorganizacion y
des-condensacion de la cromatina, necesario para su transcripcion (Voronina & Wessel, 2003).
La recondensacion que tiene lugar en diacinesis previa a metafase | se produce partiendo de
un estadio (dictiata) en el que los LEs del SC estan ausentes, lo que imposibilita la
relocalizacion centromérica que tiene lugar durante la diacinesis de los espermatocitos (este
trabajo; Parra et al, 2004).

Los ratones Rad21122 feno-copian la esterilidad de los Rad211*

El bloqueo que sufren los espermatocitos Rad21/- en zigotena nos impidié determinar
las posibles funciones que RAD21L lleva a cabo en estadios posteriores. Dada su localizacién
en los centromeros de los cromosomas en las dos divisiones meiéticas, la pérdida de RAD21L
podria provocar alteraciones en la segregacion cromosdmica que den lugar a otros problemas
reproductivos menos severos que la azoospermia. Por ello, decidimos generar un alelo
condicional de RAD21L que nos permitiese eliminar RAD21L ulteriormente al bloqueo de
paquitena. Como paso previo, se comprob6 que los ratones Rad21/~2, knock-out constitutivos,
generados mediante cruzamientos con la cepa delecionadora Sox2Cre, fenocopiaban a los
Rad21IF- previamente desarrollados. Una vez confirmada la nulidad y equivalencia del nuevo
alelo, se procedio a la generacién de un ratén mutante condicional mediante cruzamientos de
los ratones Rad21/oxPE3-oxPIA con ratones Spo11-Cre, un transgénico que expresa la
recombinasa Cre bajo el promotor de Spo71 y cuya expresion mas elevada se produce en
paquitena (Pellegrini et al, 2011). En la actualidad se esta llevando a homocigosis la mutacién

condicional en presencia del transgen.

RAD21L y fertilidad humana

Como ocurre en los ratones, la pérdida de RAD21L podria ser responsable de

problemas de fertilidad en humanos y permanecer silenciada hasta la aparicion de la
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esterilidad, dada su aparente dispensabilidad somatica. La pérdida de funcion de esta kleisina
en humanos provocaria muy probablemente esterilidad masculina por azoospermia, dada la
conservacion de los procesos reproductivos fundamentales entre raton y humanos (Liska,
2003; Yan, 2009). Ademas, de producirse, la existencia de otro tipo de mutaciones que solo
causen una pérdida parcial de su funcion podria provocar alteraciones sutiles en la
segregacion cromosdmica durante las divisiones meiéticas dando lugar a la produccion de
gametos aberrantes. En el caso de la reproduccidn femenina, la falta de RAD21L podria ser la
responsable de algunos casos de menopausia precoz vinculados a una reduccion en el nimero
de ovocitos (Goswami & Conway, 2005). En cuanto a las aneuploidias asociadas a la edad,
uno de los problemas reproductivos mas importantes en salud publica, parece poco probable
que esta kleisina pueda tener una implicacion directa (Hodges et al, 2005), ya que si en
humanos RAD21L se comporta de forma similar que en el ratén, ésta desaparece después de
la profase | y probablemente no participe en la formacién de los quiasmas ni en la cinética

cromosomica.

Los complejos de cohesionas meiéticos son esenciales para la formacioén del AE

En levaduras, la pérdida de Rec8 o de Smc3 (Klein et al, 1999) y mas recientemente
en C. elegans la pérdida simultdnea de sus tres kleisinas meidticas Rec8, COH-3 y COH-4
(Severson et al, 2009), impide el ensamblaje del AE. Por el contario, en mamiferos, dado que
los mutantes murinos de REC8 y SMC1B son capaces de ensamblar sus AE/LEs hasta
paquitena temprana, se ha considerado que los complejos de cohesinas no son esenciales
para ello y por tanto, su funcion meiética no estaria conservada en todos los eucariotas
(Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005). La identificacion durante este trabajo de una nueva
kleisina meidtica con funciones esenciales durante la gametogenesis nos permitio la posibilidad
de testar experimentalmente esta presuncion. Para ello, mediante cruzamientos genéticos se
generaron ratones doble mutantes para REC8 y RAD21L. La eliminacién de los complejos de
cohesinas meidticos resultante provocéd un bloqueo de la espermatogénesis en leptotena, que
se reflejo histologicamente en un estadio del desarrollo epitelial IV. Los espermatocitos

resultantes presentaron incapacidad para ensamblar sus AEs. Ademas, los espermatocitos
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dKO-kls Unicamente presentaron sefial de RAD21 con intensidad comparable a la de los
mutantes sencillos, mientras que no se detectd sefial para las restantes subunidades meiéticas
del complejo de cohesinas SMC1B y STAG3. Estas observaciones conjuntamente con que
SYCP2 y SYCP3 son prescindibles para que SYCP1 se ensamble (Yuan et al, 2000; Pelttari et
al, 2001; Yang et al, 2006) y viceversa (de Vries et al, 2005), sugieren que en mamiferos los
complejos de cohesinas serian esenciales para el ensamblaje de los elementos estructurales
SYCP3 y SYCP2 de los AEs. Por tanto y dado que la eliminacion simultdnea de SYCP3 y
SYCP1 no imposibilita la carga de las cohesinas meidticas SMC1B, REC8 y STAG3 en las
estructuras axiales residuales (Kouznetsova et al, 2011), los complejos de cohesinas meidticos

de mamiferos no solo forman parte del SC, sino que son la estructura principal del mismo.

Los complejos de cohesinas meidticos son prescindibles para la cohesion

Los complejos de cohesinas son esenciales para el establecimiento de la cohesién en
fase S y su mantenimiento hasta anafase (Sumara et al, 2000; Waizenegger et al, 2000;
Uhimann, 2003). En consecuencia, la pérdida de dos de sus tres kleisinas podria afectar al
establecimiento de la cohesién y a su mantenimiento en los meiocitos o a la replicacion de los
pre-meiocitos. Sin embargo, y como se demostré con la presencia de la poblacién 4n de
espermatocitos mediante el analisis por FACs de las poblaciones celulares de los tubulos
seminiferos del doble mutante, la ablacién genética de los complejos de cohesinas meidticos
no impide la replicacion del DNA en los pre-meiocitos. Asimismo, mediante FISH con dos
sondas pericentroméricas del X y del Y se descarté que hubiese pérdida de cohesion de las
cromatidas hermanas en los espermatocitos bloqueados. Estos resultados concuerdan con que
RAD21L no forma parte de los complejos de cohesinas implicados en cohesién y con que los
espermatocitos bloqueados Rec8 no presenten mas de 40 sefiales centroméricas (Bannister
et al, 2004; Xu et al, 2005). Por tanto, aunque REC8 y SMC1B mantengan la cohesion
centromérica en meiosis, es posible que éstas no establezcan cohesion hasta después de
paquitena, ya que los espermatocitos bloqueados Smc18+, al igual que los Rec8", tampoco
muestran mas de 40 sefiales centroméricas (Revenkova et al, 2004). Por otra parte, en el caso

de que en mamiferos se produzca un apareamiento entre cromatidas similar al apareamiento

115



Discusion

somatico que tiene lugar entre homoélogos en células meiéticas tempranas de levaduras (Brar
et al., 2009), imposibilitaria distinguir la pérdida de cohesion en un bloqueo tan prematuro como

leptotena.

El inicio de la recombinacion homdloga es dependiente de los complejos de cohesinas
meidticos

Dado que los procesos de recombinacion meidtica se encuentran estrechamente
relacionados con el ensamblaje de los AE/LEs, se abordd su estudio haciendo uso del mutante
deficiente en kleisinas meidticas. El anlisis de los DSBs en los meiocitos del dKO-kls medido
indirectamente a través de la IF con yH2AX, revel6 una intensidad fluorescente similar a la de
un meiocito silvestre. Por tanto, esta observacion constituye la primera evidencia de que los
complejos de cohesinas meidticos de mamiferos son prescindibles para la funcion de SPO11 al
inicio de la meiosis. Esto coincide con la observacion citoldgica de que las DSBs en los
espermatocitos de raton se generen antes de que las cohesinas sean detectadas a lo largo de
los AEs (Mahadevaiah et al, 2001). Seguidamente, analizamos la carga de las proteinas que
integran la maquinaria de recombinacién temprana e intermedia en ausencia de cohesinas
meioticas. Los analisis por IF llevados a cabo en los espermatocitos bloqueados dKO-kls
mostraron un menor numero de focos de RAD51 que en los wt, pero igual nimero de focos de
DMCH1, probablemente debido a defectos en el inicio de la recombinacién homéloga. Ambas
proteinas, RAD51 y DMC1, son las dos recombinasas que forman los filamentos de
nucleoproteinas que inician la invasién del cromosoma homélogo y la recombinacién en
meiosis (Tarsounas et al, 1999). Por tanto, el hecho de que DMC1 no esté alterada sugiere que
ambas recombinasas estdn reguladas por mecanismos diferentes que pueden ser
genéticamente diseccionados. Ademas, la presencia de focos de DMC1 en ausencia de
cohesinas meiodticas es una prueba indirecta de que las DSBs que se observan en los
espermatocitos bloqueados se llevaron a cabo de forma especifica por la endonculeasa
SPO11.
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A pesar de que RPA es una proteina caracteristica de nédulos intermedios, los cuales
aparecen en estadios meidticos mas avanzados que leptotena (Ashley et al, 2004), los
espermatocitos dKO-kls presentaron un mayor nimero de focos de RPA que los wt. Esta
acumulacién prematura de RPA puede ser debida a que el defecto en la carga de RAD51 en
los extremos 3" provoque su acumulacion, ya que RPA se une a los extremos 3 justo después
de la reseccién y rapidamente es desplazada por RAD52 para permitir la unién de RAD51 a
RAD52 en esas regiones (Summers et al, 2011). De forma similar, en otros mutantes con
pérdida de funcion de proteinas de reparacién/recombinacion como TRIP13/PCH2, TEX15 y
BRCA2 también se ha descrito una reduccion de RAD51 y un incremento de RPA en los
espermatocitos (Roig et al, 2010; Yang et al, 2008; Sharan et al, 2004). Por tanto, la carga de
RAD51 en las DSBs podria ser dependiente de otras proteinas de reparacién/recombinacion y

éstas a su vez depender de las cohesinas meidticas.

El bloqueo en estadio IV es independiente del estadio citolégico de los espermatocitos

La deficiencia simultanea de RAD21L y REC8 provoca un bloqueo de la meiosis en
estadio epitelial IV y el arresto de los espermatocitos en el estadio citolégico de leptotena. Este
arresto es el mas temprano descrito hasta la fecha en modelos de ratones con pérdida de
funcién de cohesinas (Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005), proteinas del SC (Yuan et al,
2000; de Vries et al, 2005, Yang et al, 2006; Shin et al, 2010) o proteinas de
reparacion/recombinacion (de Vries et al, 1999; Pittman et al, 1998). Sin embargo,
independientemente de que el arresto meiético tenga lugar en leptotena, zigotena (Yoshida et
al, 1998; de Vries et al, 1999) o paquitena (Baudat et al, 2000; Schramm et al, 2011), la
eliminacion de los espermatocitos mutantes bloqueados por apoptosis siempre se produce en
el estadio IV. En este sentido, la vision mas aceptada defiende que los meiocitos cuentan con
un mecanismo de regulacién auténomo que induce la entrada en apoptosis si en paquitena el
espermatocito tiene defectos de sinapsis que bloquean la formacién del cuerpo sexual. En
referencia a esto, se ha postulado que defectos en el MSCI podrian ser los responsables de la

eliminacién de los espermatocitos bloqueados en estadio IV, debido a que la no inactivacion
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del cromosoma Y conlleva la expresion de genes proapoptoticos presentes en este
cromosoma, lo que induciria la entrada en apoptosis (Burgoyne et al, 2009, Royo et al, 2010,
Vernet et al, 2011). Alternativamente, puede también pensarse que las sefiales que inducen la
entrada en apoptosis no dependan exclusivamente del espermatocito. Dado que la
espermatogénesis tiene lugar a expensas de las células de Sertoli (Mancini et al, 1967), es
posible que éstas participen en el control de calidad que tiene lugar durante la
espermatogenesis y/o que el estadio IV sea el momento en el cual se requiera un intercambio
de sefiales entre el espematocito y la célula de Sertoli para proseguir con su maduracion, de tal
forma que los espermatocitos bloqueados sean incapaces de responder a dichas sefiales, lo

que dispararia su entrada en apoptosis (Barchi et al, 2005).

SGOL2 no es esencial en ausencia de Securina

En mamiferos, Securina es prescindible para la cohesion de células somaticas y para
la supervivencia del organismo (Mei et al, 2001; Wang et al, 2001; Pfleghaar et al, 2005), a
pesar de que por su funcién como inhibidor de Separasa hasta anafase podria pensarse que
es esencial (Ciosk et al, 1998; Waizenegger et al, 2000; Nagao et al, 2004). En S. cerevisiae,
Securina tampoco es esencial para la vida (Yamamoto et al, 1996). Ademas, en este
organismo Separasa estd regulada por otro mecanismo de inhibicién independiente de
Securina mediado por Sugoshina-1 y PP2AceS5 (Clift et al, 2009). Teniendo en cuenta este
doble mecanismo de regulacion, se abord6 el desarrollo de un ratén doble mutante para
SGOL2 y Securina en busca de un posible mecanismo de inhibicién similar en el raton. Sin
embargo, la pérdida simultinea de ambas proteinas no provocéd letalidad ni defectos
fenotipicos severos, 1o que sugiere que SGOL2 no estd inhibiendo a Separasa en células
somaéticas de ratén. Por tanto, Separasa se encontraria regulada por los dos mecanismos
previamente conocidos; a través de su inhibidor Securina, y por fosforilaciéon de sus residuos
Ser 1121y Thr 1341 dependiente del complejo CDK1/Ciclina B (Stemmann et al, 2001; Gorr et
al, 2005), aunque en las células germinales primordiales del ratdén se ha reportado que la

inhibicion de Separasa se lleva a cabo solo por fosforilacion (Huang et al, 2008).
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Los machos Sgol2--Pttg1-- muestran los mismos defectos en la espermatogénesis que

los Sgol2-+

Los ratones Sgol2- y Sgol2-Pttg1 generados mediante cruzamientos genéticos de
los mutantes sencillos fueron aparentemente normales aunque presentaron infertilidad (Llano
et al, 2008). En ausencia de SGOL2, los complejos de cohesinas centroméricos son eliminados
prematuramente por Separasa en anafase |. En consecuencia, en metafase Il las cromatidas
hermanas carecen de la cohesion centromérica, lo que da lugar a una ausencia de tension que
impide que los cromosomas se alineen en placa (Bernard et al, 2001; Kitajima et al, 2004;
Rabitsch et al, 2004). Como consecuencia, en las metafases Il de estos mutantes las proteinas
del SAC BUBRT1, implicada en la activacion del MCC (Chao et al, 2012) y CENP-E, que
estabiliza los microtibulos capturados por los cinetocoros (Parra et al, 2002; Weaver et al,
2003), se mantienen localizadas en los centromeros. A pesar de esta activacion cronica del
SAC, casi la mitad de los espermatocitos sobrepasan el bloqueo y tras una anafase II
aberrante finalmente dan lugar a espermatozoides morfolégicamente normales, pero con un
contenido cromosémico casi aleatorio (1 a 40 cromatidas) (Llano et al, 2008). De igual forma, la
ausencia de Securina en un fondo genético nulo para SGOL2 provoco perdida de cohesién en
metafase Il que dio lugar a anafases/telofases Il con retrasos de los cromosomas, a un reparto
no equitativo del material genético y finalmente a gametos aneuploides. A pesar de que por
azar estos mutantes puedan producir espermatozoides euploides, su proporcion
probablemente sea tan baja que la probabilidad de que fecunden un évulo es casi nula, lo que

explicaria que los machos Sgol2*y Sgol2--Pttg1+- sean estériles.

La ausencia de Securina provoca aneuploidias en los espermatozoides del raton

Los ratones Pttg1- son fértiles, aunque presentan hipoplasia del testiculo (Wang et al,
2001). A pesar de que en levaduras Securina esta involucrada en la reparacién del DNA
(Nagao et al, 2004), en la formacién de las DSBs, en la recombinacién homologa y en la
formacion del SC (Cooper et al, 2009), los espermatocitos Ptfg7"- no mostraron ningin defecto
notable en el apareamiento, sinapsis, recombinacion y desinapsis durante la profase |. El

andlisis ulterior que se llevo a cabo mediante FISH utilizando una sonda del cromosoma X'y
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otra del cromosoma Y que permitia seguir la segregacion de un bivalente durante la
gametogenesis, , mostréd un 10 % de gametos aneuploides. Las células mas tempranas en las
que se observaron aneuploidias fueron las espermatidas redondas. El patron de sefiales FISH
que se observo, 2 sefiales del X, 2 sefiales del Y o ninguna sefial por célula, unicamente es
compatible con que los errores de segregacién ocurran durante la segunda divisién meidtica.
De acuerdo con ello, el analisis de las divisiones mei6ticas mostro defectos durante la segunda
segregacion, debido a la no disyuncion de algunas cromatidas hermanas en una pequefia
proporcién de divisiones, pero no en metafase-anafase |. Dado que en las metafases |I
deficientes en Securina no se observaron cromatidas sueltas, que sus cromosomas alinean
adecuadamente en placa y que durante anafaseftelofase Il no se produce retraso de los
cromosomas nhi micronucleos, Securina es prescindible para mantener la cohesion de los
cromosomas en meiosis, al igual que ocurre en fibroblastos y células ES de raton (Mei et al,
2001; Wang et al, 2001; Huang et al, 2005). Sin embargo, nuestros trabajos mostraron que en
ausencia de Securina se producen defectos en la organizacion de los centromeros durante la
intercinesis, y probablemente por eso, los espermatocitos del mutante presentan SYCP3
centromérica hasta telofase Il, mientras que en los wt esta ausente desde prometafase II. Por
tanto, es posible que en el raton Pttg7" las aneuploidias surjan como consecuencia de los

defectos en la remodelacion centromérica que tiene lugar en intercinesis.

Previamente y en base a su localizacion, se ha sugerido que SYCP3 podria estar
implicada en la mono-orientacién durante la primera division meiética (Parra et al, 2004) y en
ese caso, su eliminacion de los centromeros a partir de intercinesis probablemente promoveria
la bi-orientacion. No obstante, el hecho de que sélo una pequefia proporcién de anafases |l del
mutante sufran defectos de segregacion, considerando que todas las metafases Il observadas
mostraron sefial de SYCP3, sugiere que la permanencia de SYCP3 no provoca la no
disyuncion de los cromosomas por este mecanismo. Sin embargo, la acumulacion de esta
proteina y, de forma mas general, la desorganizacion de otras proteinas centroméricas,
podrian dificultar el anclaje de los microtubulos en prometafase I, lo que explicaria la
prolongacion de esta etapa en los mutantes. Ademas, una pequefa fraccion de las metafases

Il podria ser mas susceptible a estos defectos en los centromeros, lo que provocaria las
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anomalias en la segregacién. En caso de que asi fuera, las crométidas hermanas que migran
hacia el mismo polo lo harian por mono-orientacién mediada por anclajes sintélicos de los
microtUbulos (Yuan et al, 2010). De forma adicional, las alteraciones en la remodelacion de los
centromeros podrian disminuir la accesibilidad de REC8 frente a las kinasas CK1 y DDK o
frente a Separasa. En cualquier caso, y dado que los espermatocitos Sgol2#-Pttg1+ no
presentan las alteraciones de los ratones Pttg1--en los centromeros, la funcion que desempefia
Securina en su remodelacion probablemente es dependiente de los complejos de cohesinas
con REC8 ylo RAD21L. De acuerdo con ello, es posible que Securina participe en la
eliminacién o relocalizaciéon de SYCP3 en intercinesis, la cual se ensambla sobre las
cohesinas, como hemos mostrado en el ratdn dKO-kls. En consecuencia, en los
espermatocitos mutantes para Securina, SYCP3 perduraria hasta telofase Il y en los Sgol2-*
Pttg1--, al no haber cohesinas a partir de metafase I, la reorganizacién de SYCP3 no se llevaria
a cabo.

En conclusion, nuestros estudios han revelado que RAD21L, una nueva kleisina
meidtica recientemente identificada en nuestro laboratorio, es esencial para la
espermatogénesis y esta asociada a insuficiencia ovarica prematura en el raton. A pesar de
que los datos obtenidos han sugerido que RAD21L no estd implicada en cohesion, su
localizacion y/o permanencia en los centrdmeros es dependiente de SGOL2. Ademas, hemos
demostrado que los complejos de cohesinas meiéticos son esenciales para el ensamblaje de
los AEs y el SC en mamiferos y, por tanto, que esta funcion esté conservada evolutivamente
desde levaduras. De forma adicional hemos comprobado que la falta de Securina provoca
aneuploidias en un 10 % de los espermatozoides y que probablemente parte de su funcién es

dependiente de complejos de cohesinas meioticos.

Nuestros resultados suponen un pequefio paso mas para el desciframiento de los
mecanismos moleculares que integran la meiosis del raton. Dado que la meiosis humana no
puede ser analizada funcionalmente de forma directa, la mejor alternativa actual para
profundizar en su conocimiento es, sin duda, a través de la extrapolacion de los resultados
obtenidos con modelos murinos mutantes. En este sentido, Rad21/ y Sgol2 pueden afiadirse

como genes candidatos a la larga lista de infertilidades humanas huérfanas y como posibles
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dianas en programas para el desarrollo de nuevos métodos anticonceptivos masculinos.
Asimismo, la posible existencia de mutaciones que provoquen la pérdida parcial de funcién en
SGOL2, RAD21L o de alteraciones que provoquen la pérdida total de funcion de Securina

podrian ser responsables de una fraccién de las aneuploidias congénitas humanas.
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Conclusiones

1. RAD21L es una kleisina meittica que forma complejos de cohesinas in vivo al menos con las
subunidades STAG3 y SMC1a.

2. RAD21L es la unica subunidad del complejo de cohesinas que se ha detectado en la
cromatina del cuerpo sexual y en telofase |I.

3. La pérdida de RAD21L provoca esterilidad completa en los ratones macho y esterilidad
precoz en las hembras.

4. RAD21L es esencial para la sinapsis y para la formacién de quiasmas en los machos y su
deficiencia provoca un bloqueo de la espermatogénesis en zigotena.

5. RAD21L es prescindible para la sinapsis en las hembras, pero su ausencia provoca una
reduccion en la dotacién de foliculos primordiales.

6. Los complejos de cohesinas mei6ticos forman la estructura principal para el ensamblaje

del AE, el SC y la recombinacién homéloga en mamiferos.

7. La carga ylo permanencia de RAD21L en los centromeros de los cromosomas meiéticos es
en parte dependiente de SGOL2.

8. La doble deficiencia de SGOL2 y Securina es viable en el raton.

9. La deficiencia de Securina provoca aneuploidias en los espermatozoides por la no
disyuncion de cromatidas hermanas durante la segunda division meidtica.

10. La funcién de Securina en la reorganizacién de los centrémeros en intercinesis es
probablemente dependiente de complejos de cohesinas meidticos.
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Meiosis is a fundamental process that generates new combinations between maternal and paternal genomes and haploid
gametes from diploid progenitors. Many of the meiosis-specific events stem from the behavior of the cohesin complex
(CQ), a proteinaceous ring structure that entraps sister chromatids until the onset of anaphase. CCs ensure chromosome
segregation, participate in DNA repair, regulate gene expression, and also contribute to synaptonemal complex (SC)
formation at meiosis by keeping long-range distant DNA interactions through its conserved structure. Studies from yeast
to humans have led to the assumption that Scc1/RAD21 is the a-kleisin that closes the tripartite CC that entraps two DNA
molecules in mitosis, while its paralog REC8 is essential for meiosis. Here we describe the identification of RAD21L, a
novel mammalian CC subunit with homology to the RAD21/REC8 a-kleisin subfamily, which is expressed in mouse testis.
RAD21L interacts with other cohesin subunits such as SMC1a, SMC13, SMC3 and with the meiosis-specific STAG3 protein.
Thus, our results demonstrate the existence of a new meiotic-specific CC constituted by this a-kleisin and expand the

view of REC8 as the only specific meiotic a-kleisin.

During meiosis, two successive rounds of chromosome segrega-
tion occur with a single round of replication, which leads to the
production of haploid gametes from diploid progenitors.! This
ploidy reduction is achieved by meiosis-specific events such as
pairing, synapsis, crossing over between homologs, suppression
of sister centromere separation during the meiosis I (reductional
division) and separation of sister chromatids in meiosis II (equa-
tional division). Sister chromatid cohesion is mediated by a ring-
shaped proteinaceous complex named the cohesin complex (CC),
which entraps the sister chromatids from its establishment at the
S-phase of the cell cycle until its opening at the onset of ana-
phase.?® The distinct patterns of chromosome dynamics between
mitosis and meiosis II (biorientation) and meiosis I (monoritenta-
tion) stem in part from a meiosis-specific mechanism of protec-
tion of the centromeric cohesion®” and from differences in the
composition of the CC between the somatic and the germline
lineages.

The mammalian CC is composed of four proteins: two mem-
bers of the family of structural maintenance of chromosome
proteins (SMCla and SMC3 at mitosis, and SMCla or SMC13
and SMC3 at meiosis), one a-kleisin subunit (SCCI1/RAD21 at

mitosis and/or REC8 at meiosis) and a HEAT repeat domain
protein (STAGI or STAG2 at mitosis and STAGI, STAG2 or
STAGS3 at meiosis).®’ This proteinaceous complex is supposed to
form a tripartite ring that can be cleaved at the a-kleisin subunit
(either RAD21 or REC8) by the action of separase.® The activ-
ity of this protease plays a crucial function in the metaphase to
anaphase transition.” In addition to the structural components
of the CC, there are several cohesin-interacting proteins that
regulate the dynamics of CC such as PDS5 (two paralogs exist
in mammals PDS5A and PDS5B), WAPAL, Sororin, the loading
factor NIPBL/SCC2, the lysine acetylases ESCO1/ESCO2 and
the yeast lysine deacetylase Hosl1.12

An important aspect of the cohesins in meiosis, apart from its
function in chromosome dynamics, is related to their contribu-
tion to the assembly of the SC and eventually, in the generation
of the axis-loop structure of meiotic chromosomes, which sup-
ports synapsis, recombination and segregation.’" The assembly
of the axial element (AE) of the SC after DNA replication is one
of the earliest events of meiosis. In mammals, the cohesin sub-
units RAD21, REC8, SMC3, SMCla, SMCI and STAG3 and
WAPAL decorate the AEs of the SC from its assembly at leptotene
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Hs_Rad21lL MFYTHVLMSKRGPLAKIWLAAHWEKKLTKAHVFECNLEITIEKILS—=====—==—=—=—= PKVKIALRTSGHLLLGVVRIYNRKAKYLLADCSEAFLKMKMTFRPGLVDLPKENFEASYN 106
MmﬁRaleL MFYTHVLMSKRGPLAKIWLAAHWEKKLTKAHVFECNLEITIQKIIS- —PKVKIALRTSGHLLLGVVRIYNRKAKYLLADCSEAFLKMKMTFRPGLVDLPKENFEAAYN 106
Mm_Rad21 MFYAHFVLSKRGPLAKIWLAAHWDKKLTKAHVFECNLESSVESIIS- —PKVKMALRTSGHLLLGVVRIYHRKAKYLLADCNEAFIKIKMAFRPGVVDLPEENREAAYN 106
HS_Rale MFYAHFVLSKRGPLAKIWLAAHWDKKLTKAHVFECNLESSVESIIS——=-—==—==—=——= PKVKMALRTSGHLLLGVVRIYHRKAKYLLADCNEAFIKIKMAFRPGVVDLPEENREAAYN 106
Mm_Rec8 MFYYPNVLQRHTGCFAT IWLAATRGSRLVKREYLNVNVVKTCEEILNYVLVRVQPPVAGLPRPRESLYLSAQLQIGVIRVYFQQCQYLVEDIQHI LEHLHRAQLRIRI DMEEADLPSLLL 120
HS_Rec8 MFYYPNVLQRHTGCFAT IWLAATRGSRLVKREYLRVNVVKTCEEILNYVLVRVQPPQPGLPRPRFSLYLSAQLQIGVIRVYSQQCQYLVEDIQHI LERLHRAQLQIRIDMET-ELPSLLL 119
&
RAD21/REC8 N terminus domain
Hs_Rad21L  --AITLPEEFHDFDT--QNMNATDVSEHFTQNQSRPEEITLRENFDNDLLFQAESFG----EESEILRRHSFFDDN-ILLNSSG-—--PLIEHSSGSLTGER-SLFYD--~SGDGFGDEG 209
Mm_Rad21L ~ --TITLPEEFHDFEI--YNINEIDISEPLAQNQSRPEEITLREEYSNDLLFQAGSFG----DEPEILRRHSFFDDN-ILMNSSG----LVVEHSSGSFAEEK-SLFFD---NGDGFGDEG 209
Mm_Rad21l --AITLPEEFHDFDQPLPDLDDIDVAQQFSLNQSRVEEITMREEVGNI ST LQENDFGDFGMDDREIMREGSAFEDDDMLYSTSASNLLLEPEQSTSNLNEKMNHLEYEDQYKDDNFGEGN 224
HS_Rad2l --AITLPEEFHDFDQPLPDLDDIDVAQQFSLNQSRVEEITMREEVGNI ST LQENDFGDEGMDDREIMREGSAFEDDDMLYSTTTSNLLLESEQSTSNLNEKINHLEYEDQYKDDNFGEGN 224
Mm_Rec8 PNCLAMMETLEDAPEPFFGKMSVDPRLPSPFDI PQIRHLLEAAT PEKTRKETLPEATPDPRKPDRTLATVQSPEV I TLQEAEP TRMLQTEGEQDLPET SRGDLELLIAEKDDATLLEERQ 240
HS_Rec8 PNHLAMMETLEDAPDPFFGMMSVDPRLPSPFDI PQIRHLLEAAI PER-VEEI PPEVPTEPREPERI PVTVLPPEAIT I LEAEPTRMLEIEGERELPEVSRRELDLLIAEEEEATLLEIPR 238
-—>
Hs_Rad21lL AAGEMIDNLLQDDQONILLED--MHLNREISLPSEPPNSLAVEPDN-=-—==—=—==- SECICVPENEKMNETILLSTEEEGFTLDP—--—-— IDISDIAEKRKGKKRRLLIDPIKELSSKVI 311
Mm_Rad21L AAGEMIDNLLQDE-STFLEE--AYLNKEVSLPPELPSSIMVEPGN-—-—==—=—=—- SDDQCIPEDEEINEITLLSNEDEGFTLDP- —-IDDLDIADRRRRKKRRLLVDPVKEISSKAM 310
MmﬁRale DGGILDDKLISNNDGGIFDDPPALSEAGVMLPEQPAHDDMDEDDNGSLGGPDSPDSVDPVEPMPTMTDQTTLVPNEEEAFALEP————-— IDIT-VKETKAKRKRKLIVDSVKELDSKTI 337
HS_Rale DGGILDDKLISNNDGGIFDDPPALSEAGVMLPEQPAHDDMDEDDNVSMGGPDSPDSVDPVEPMPTMTDQTTLVPNEEEAFALEP—————— IDIT-VKETKAKRKRKLIVDSVKELDSKTI 337
Mm_Rec8 RGRLLRQRRASLPLDESREEPRALEGAGLVSALSPPAPAQVEGIQEALPGQVFPPEVOKMTGWEPGALLTEVT PPQELRLPAPPSTEKRLPSLORPLPRRHRRRQLLFWDKETQI SREKE 360
HS_Rec8 LPPPAPAEVEGIGEALG----— PEELRLTGWEPGALLMEVTPPEELRLPAPPSPERRPP--VPPPPRRRRRRRLLEWDKETQISPEKF 319
Hs_Rad2lL  HKQLTSFADTLMVLELAPPTQRLMMWKKRGGVHTLLSTAAQDLIHAELKMLEFTKCF---LSSGFKLGR: KMIQKESVREEVGNQ- -NIVETSMMQEPN---- 403
Mm_Rad21L ~ HRQLASFMDTLMVLDLAPPTQRLMMWKKRGGVDMLLSTATODLINDELKMLETKCF---LSSDYKLA-—-=-=--~= KLTLKESVRKEVGNQ=========-=-— QIAEPSVMGEPN---- 401
Mm_Rad21 RAQLSDYSDIVTTLDLAPPTKKLMMWKETGGVEKLFSLPAQPLWNNRLLKLEFTRCLTPLVPEDLRKRRKGGEADNLDEFLKEFENPEVPREEQQOPQOOQPQPQRDVIDEPIIEEPSRLQD 457
HS_Rad2l RAQLSDYSDIVTTLDLAPPTKKLMMWKETGGVEKLFSLPAQPLWNNRLLKLFTRCLTPLVPEDLRKRRKGGEADNLDEFLKEFENPEVPREDQQQQHQQ----RDVIDEPIIEEPSRLQE 453
Mm_Rec8 EEQLQTGAHCWEYPVAQPPKR--—~~ MLTSPAELFRTPTLSGWLPPELLGLWTHCAQ-~VPQRMLRQRP—-=-==~ QLETEETVEEERAAD-—=—=-======== EEERRKTEALS---- 448
HS_Rec8 QEQLQTRAHCWECPMVQPPER--—-~ TIRGPAELFRTPTLSGWLPPELLGLWTHCAQ--PPPKALRR ELP EEAAA EEERRKIEVPS---- 398
Hs_Rad2lL ~ ----- YQQELSK----PQTWKDVIGGSQHSSHEDTNKNINSEQDIVEMVSLAAEES SLMNDLFAQEIEYSPVELE-———-—=—=—====-— SLSNEENIETERWNGRILQMLN-RLRESNK 498
Mm_Rad2lL ~ —---- SHSELDQ----PQDWKDVTDESVGSFQENVNMNVNSEQDI LGMI S PAVEGLSSMNGS LAQEN-~CPAELE-———=—=—=—==-=-— SSGSKONTEAEKWNQRLFQTLN-VLREENK 494
Mm_Rad21l SVMEASRTTIEESAMPPPPPQGVKRKAGQI DPEPSIPPQOVEQMEI PPVELPPEEPPNICQLI PELELLPEKEKEKEKEKEEEEEEEDEDASGGDQDQEERRWNKRTQOMLHGLQRALAK 577
HS_Rad2l SVMEASRTNIDESAMPPPPPQGVKRKAGQI DPEPVMPPQOVEQME I PPVELPPEEPPNICQLI PELELLPEKEKEKEKEKEDDEEEEDEDASGGDQDOEERRWNKRTQOMLHGLORALAK 573
Mm_Rec8 ~ ——-—-- EIEVLREAQEPSGPLMLSSELSLEAAEDEKSRTSLI PP-EWWAWSEEGQPEPPALPMLPELPEVPMEMP PRPE----- LSSEAVLRAVALKLQA 536
HS_Rec8 ------ EIEVPREALEPSVPLMVSLEISLEAAEEEKSRISLIPPEERWAWPEVEAPEAPALPVVPELPEVPMEMP LVLPPELELLSLEAVHRAVALELQA 492
Hs_RaleL MGMQSFSLMKLCRNSDRKQAAAKFYSFLVLKKQLAIELSQSAPYADITIATMGPMFYNI 556
Mm_Rad2lL MGMQSFSLKKLCRNSDRKQAAAKFYTLLILKKHRAIELSQSVPYADIIATVGPMFYKM 552
Mm_Rad21l TGAESISLLELCRNTNRKQAAAKFYSFLVLKKQQATELTQEEPYSDIIATPGPRFHII 635
HS_Rad2l TGAESISLLELCRNTNRKQAAAKFYSFLVLKKQQATELTQEEPYSDITATPGPRFHII 631
Mm_Rec8 NKELDFSSLVPPLSP-RKLASRVEFYLLLVLSTQKILLVEQQKPYGPLLIRPGPKFP— 591
HS Rec8 NREPDFSSLVSPLSP-RRMAARVFYLLLVLSAQQILHVKQEKPYGRLLIQPGPRFH-~ 547
- & S
Conserved region of Rad21/Rec8-like protein
Figure 1. Alignment of the three members of the a-kleisin family (RAD21L, RAD21 and REC8) from mouse (Mm) and human (Hs). The mouse and
human ORFs of RAD21L, RAD21 and REC8 were translated and the proteins aligned using CLUSTAL. The mouse RAD21L protein has 56% similarity
(41% identity) with mouse RAD21 and 35.7% similarity (21% identity) with mouse REC8 and contains the two Pfam domains present in RAD21/REC8
a-kleisins; the so-called “RAD21/REC8 N-terminus domain” (expanding from residues 1 to 111) and a C-terminus domain named “Conserved region of
RAD21/RECS like proteins” (expanding from residues 496-548 in the mouse). These domains are underlined. The regions deleted in the mutant mouse
proteins A, RAD21Land A, .. RAD21 are bolded and underlined in the corresponding sequence.

to the full synapsed lateral elements (LEs) at pachytene.'®*' It is
not until diakinesis when most of the structural components of
the AEs/LEs are partially removed including cohesins.?? Based
on the inability of yeast Rec8 mutants and meiotic-kleisin-defi-
cient C. elegans (Rec8, COH-3 and COH-4) to form AEs, it is
becoming widely accepted that cohesins play a pivotal role in the
AE assembly.?*** However, this requirement is not so evident in
mammals since it has been observed that REC8-deficient mice
are able to assemble AEs in male and female meiocytes.”> This
fact has been attributed to the coexpression of several a-kleisins in
mammalian meiocytes, as is the case for C. elegans, which would
be masking the essential and conserved function of cohesins in
AE assembly.” In this work we describe the molecular cloning
and biochemical characterization of RAD21L, a novel mam-
malian protein of the CC with homology to the RAD21/RECS8
a-kleisin subfamily. This novel a-kleisin interacts with other

cohesin subunits such as SMCla, SMC1B, SMC3 and with the
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meiosis-specific STAG3 but not with STAG1/2. The Rad21l
transcript is detected by northern blot analysis only in testis.
Accordingly, RAD2IL protein is expressed in mouse meiocytes
localizing to the AEs/LEs of the SC.

Results and Discussion

Based on the existence of paralogs for most of the cohesin sub-
units in mammals, and given the fact that other species such as
C. elegans have five different kleisins, we searched for paralogs
of the RAD21/RECS in silico using their conserved N-terminal
and C-terminal domains (see Methods). A new ORF encod-
ing for a new protein was obtained from mouse and human by
RT-PCR (552 and 556 residues respectively, accession numbers
HQG603827 and HQ603828) of RNAs from testis and from the
MCEF7 cell line respectively. Recently, it has been annotated by
the Ensembl as Rad21/ (BC171911 Gene Bank). Herein, we will
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Figure 2. Model of the cohesin complex and mouse tissue expression
pattern of Rad21l. (A) Schematic representation of the ring-like model of
the mammalian CC and the cohesin-regulator WAPAL. In the ring model
of the CC two members of the SMC family (SMC1a/ and SMC3) associ-
ate with one a-kleisin subunit that closes the ring (RAD21 or REC8) and
with a HEAT repeat domain protein (STAG1, STAG2 or STAG3). (B) RT-PCR
of RNAs from the indicated mouse tissues was analyzed by agarose gel
electrophoresis using primers S2 and AS2 to amplify a 352 bp fragment
of Rad21l. RT-PCR of a fragment of the B-Actin RNA was used as control.
(C) Tissue expression of murine Rad21/ by northern blot.
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use the name RAD21L. The mouse RAD2IL protein shows
56% similarity with mouse RAD21 and 35.7% similarity with
mouse RECS8, and contains the two Pfam domains present in
RAD21/RECS8 a-kleisins (Fig. 1). In its paralog RAD21, these
domains interact with the head of SMCla/(3 and SMC3, locking
the CC (Fig. 2A).

In order to determine the Rad21/ transcription pattern in
mouse, we carried out RT-PCR of RNAs from different mouse
tissues. The amplified product, indicative of positive transcrip-
tion, was obtained in testis, intestine, brain, bone marrow,
cerebellum and ovary (Fig. 2B). Given the non-quantitative
measurement of this RT-PCR procedure (35 cycles), we under-
took a quantitative analysis by a classical northern blot technique
of these positive tissues. The results obtained showed only a
transcript of RAD2IL in testis (3.5 Kbs approximately), being
undetectable in the remaining tissues (Fig. 2C). Since oocytes
are not the predominant cell type in whole ovary extracts, we can
not rule out that oocyte could also express RAD21L at moderate
levels (see below). From these results, we conclude that RAD21L
is expressed very weakly in a variety of somatic tissues, being
the testis the only organ with a moderate level of transcription.
Interestingly, this situation is also mirrored in the pattern of
transcription of REC8 (which is widely accepted to be meiosis-
specific) in somatic tissues with an unknown function such as in
thymus (www.symatlas.org). Taking together our results of the
transcription analysis of RAD21L, we anticipate that this novel
a-kleisin could be playing a major reproductive function in the
mouse.

Given the absence of cellular models in the male germline
that enable studies of gain and loss of function, we first made
use of a heterologous system. Human Embryonic Kidney (HEK)
293T cells were transiently transfected with an expression plas-
mid encoding RAD2IL tagged at the N terminus and sub-
jected to immunoprecipitation (IP). The two prominent bands
obtained were identified by mass spectrometry as SMCla and
SMC3 (Fig. 3A). The efficiency and specificity of the immuno-
precipitated proteins were comparable using an expression vector
of Rad21. The reciprocal interaction was validated by western
blot (Fig. 3B). Similarly, RAD21L was also able to interact with
SMCIB as well as with SMCla (Fig. 3C and D). In order to
validate the observed interactions using this overexpression
model, we confirmed that transfected RAD2IL was targeted to
the nucleus and bound to chromatin in a way similar to that
expected for a cohesin subunit (Fig. 3E and F).

Aside from the structural subunits of the CC, several addi-
tional above mentioned regulatory factors such as PDS5 and
WAPAL have been demonstrated to play important roles in
the dissociation of most cohesins from sister chromatids at the
mitotic prophase in the so-called sister chromatid resolution.?*?
Recently, the region of interaction of STAGI with RAD21
has been mapped and proposed to be needed for the assembly
and function of WAPAL to the CC.?® Thus, we next sought to
examine whether RAD2IL is also able to interact with these
subunits. For this purpose, we transiently expressed Rad21/
in HEK 293T cells as well as two novel engineered expressing
vectors with deletions at the region of interaction of RAD21
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with STAG1?® and at the corresponding homologous region of
RAD21L (A Rad21]and A Rad21). We did not observe

345,365 372,392
interaction of RADZIL/A%,%SRADZIL with STAG1 and/or
STAG?2 nor with WAPAL, whereas RAD21 was able to interact
572,30, RAD21) was

not, further supporting the specificity of our assay (Fig. 4A-C).

with these proteins and its negative control (A

Owing to the tetrapartite structure of the cohesin core complex
and to the expression of RAD2IL at testis, we asked whether
STAGS3 could be the HEAT repeat domain protein that inter-
acts with this new a-kleisin. Interestingly, RAD2IL was able to
interact with STAG3 (Fig. 5A). This interaction is also observed
with RAD21 and is not mediated via the same domain that
interacts with STAG1/STAG?2. In order to validate these interac-
tions in vivo, we carried out IP using antibodies directed against
RAD2IL in testis extracts. SMC3, SMC1B and STAG3 but not
STAGI were co-precipitated with RAD21L. Similarly, RAD21L
were co-precipitated with SMCla and SMC3 (Fig. 5B and C).
Taken together, we thus conclude that the new a-kleisin
RAD2IL is able to interact with SMCla/B, SMC3 and STAG3
as a new bona fide element of the CC (Fig. 5D) but with dis-
tinctive properties such as its inability to interact with STAGI,
STAG2 and WAPAL.

We next determined the subcellular localization of RAD21L
in meiocytes using two antibodies raised against the C-terminus
end of the protein (see Methods for details). To do that, we car-
ried out an analysis of mouse spermatocytes/oocytes spreads
using immunofluorescence (IF) colocalization of RAD21L and
SYCP3, a structural component of the AEs/LEs that enables
meiosis staging. The results showed that RAD21L is located at
the AEs and LEs of spermatocytes and oocytes (Fig. 6), similarly
to other cohesin subunits such as REC8 and RAD21."" Thus
endogenous RAD21L protein is detected and locates to the SC of
both spermatocytes and oocytes.

These conclusions are consistent with two very recent reports
(appeared while this manuscript was being edited) using other
reagents and strategies.””?* In these studies, the same ORF was
also identified. The protein, named RAD2IL by these two inde-
pendent groups, is likewise shown to be located at the AEs/LEs
of the SC of spermatocytes and oocytes.?”?* In these works, the
pattern of transcription is restricted to reproductive tissues and
no transcription was detected in somatic tissues. These discrep-
ancies with our study could be due in part to different sensitivi-
ties between the RT-PCR assays. Nevertheless, in both reports,
the protein RAD21L is also showed to interact with SMCla/(3,

SMC3 and STAGS3 in testis extracts®*** which is also the tissue
found to express the new protein.

Given that all the cohesin subunits are expressed simultane-
ously in testis, is very plausible that different CCs could coexist
within the same cell at the same time following the tetrapartite
ring model: SMCl1(a or B)-SMC3-o-Kleisin(RAD21, REC8
or RAD21L)-STAG(1, 2 or 3) suggesting specific CC program
during mammalian meiosis. From our results, we provide experi-
mental evidences showing that RAD21L is able to constitute a
meiotic-specific CC with SMC3-SMCla/B-STAG3.

Finally, we analyzed the genetic relationship of RAD21L with
their paralogs RAD21 and REC8 by using an in silico analysis of
sequenced genomes from sea urchin to humans. This evolutionary
analysis shows that RAD2I1L is most likely a paralog of RAD21
and is present from bony fish to mammals including reptiles and
birds but was lost by the amphibian lineage (Fig. 7). From this
analysis, it is interesting to also note the surprising absence of
RECS in the avian lineage, which suggests that RAD2IL could
have functionally replaced the meiotic function of RECS.

In summary, we provide evidences that RAD2IL is a new
a-kleisin related with RAD21 which is only expressed at mod-
erate levels in spermatocytes/oocytes. Given the localization of
RAD21L at the AEs/LEs of the SC during prophase I and its abil-
ity to interact specifically with the meiotic-specific STAG3, we
suggest that this a-kleisin participates in the composite molecu-
lar processes that are sustained by the SC such as DNA-looping
and compaction, pairing, synapsis and recombination. The func-
tional analysis of a gene-targeted mutation of RAD21L in mouse
will undoubtedly shed light on the role that this o-kleisin plays

in mammalian gametogenesis.
Methods

Identification and molecular cloning of a novel paralog of the
RAD21/REC8 family of proteins. In silico search (tBlastn)
with the conserved -30 residues N-terminal and ~40 residues
C-terminal domains of the REC8 and RAD21 proteins against
the genome databases of mouse and human, identified two puta-
tive exons (corresponding to the ATG and STOP codons) pres-
ent in most mammals, separated apart in the mouse by 23 Kbs
of genomic sequence. Rad21/ ORF was PCR amplified from
c¢DNA obtained from mouse testis using the following prim-
ers S1 5-ATG TTC TAC ACT CAT GTG CTT ATG-3" and
AS1 5-TCA CAT CTT ATA GAA CAT TGG TCC C-3". The

Figure 3 (See opposite page). Biochemical characterization of RAD21L and nuclear localization of the overexpressed protein. HEK 293T cells were
transfected or cotransfected with the indicated expression vectors or empty vector. IP was performed with the indicated antibody. Input (20 p.g)
and IP samples were resolved by SDS-PAGE and silver stained (SILVER) or western-blotted (WB) with the indicated antibody. Inmunoprecipitation of
Flag-RAD21/Myc-RAD21 was used in all the experiments as positive control. (A) The two endogenous proteins that immunoprecipitate with Flag-
RAD21L and Flag-RAD21 (positive control) were analyzed by mass spectrometry showing to be SMC1a and SMC3. (B) Endogenous SMC1a and SMC3
immunoprecipitate transfected Flag-Rad21 and Flag-Rad21L. (C) RAD21L immunoprecipitates with Flag-SMC1. (D) RAD21L interacts with either
SMCla or SMC1. Cells were cotransfected with Rad21/ together with Myc-Smcla and/or Flag-Smcip. IP was performed with anti-RAD21L, anti-Myc or
anti-Flag and was analyzed by immunoblotting with the indicated antibody. (E) Nuclear localization of RAD21L. IF detection of transfected RAD21L
in HEK 293T cells with an antibody against RAD21L. Nuclei were counterstained with DAPI. (F) Transfected RAD21L is found in the chromatin-bound
fraction. HEK 293T cells were transfected with Flag-Rad21/ and chromatin was isolated and digested with micrococcal nuclease to release chromatin-
bound proteins. Both nuclear-soluble fraction (soluble) and chromatin-bound fraction (chromatin) were resolved by SDS-PAGE and blotted with anti-
Flag. Antibody against Lamin A/C was used as positive control of the soluble fraction. EV, Empty vector; IP, Inmunoprecipitation; WB, western blot;
R21, a-RAD21; L, «-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse IgG.
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Figure 4. STAG1, STAG2 and WAPAL do not interact with RAD21L. HEK 293T cells were transfected or cotransfected with the indicated expression vec-
tors or empty vector. IP was performed with the indicated antibody. IP samples were resolved by SDS-PAGE and western-blotted with the indicated
antibody. Imnmunoprecipitation of Flag-A, , . ,RAD21 was used as negative control in the co-immunoprecipitation with STAGT and STAG2. Flag-
RAD21L does not immunoprecipitate HA-STAG1 (A), Flag-STAG2 (B) and Flag-WAPAL (C). EV, Empty vector; IP, Immunoprecipitation; WB, western blot;
R21, a-RAD21; L, a-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse IgG; Rad21A, Amy392 RAD21; Rad21IA, Am';ss RAD21L.

human Rad21/ ORF was reverse amplified from RNA extracted ~ Accession numbers HQ603827 and H(Q603828) which have
from the MCF7 cell line using the S2 5-CAG GCA ACA TGT been recently annotated by the Ensembl and named Rad21/
TCT ACA CAC ATG T-3" and AS2 5'-CAG AAA TTC CAG (BC171911). The gene is composed of 13 exons and spans over
TGA TGC CAT AAA T-3' primers. The human and murine 26 and 23 kbs in human and mouse genomes respectively and is
ORFs encode for proteins of 552 and 556, respectively (residues located in a syntenic chromosomal segment at 20p13 and 2G3.
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Figure 5. Analysis of the interactions of the subunits of the cohesin complex with RAD21L and proposed model of the new cohesin complex. (A) Flag-
RAD21L and Flag-RAD21 immunoprecipitate Myc-STAG3 and the IP is not disturbed by the deletion of the interacting region in RAD21 (RAD21A) or

in its counterpart region in RAD21L (RAD21LA). (B and C) Whole testis extracts were immunoprecipitated with the corresponding antibody. (B) En-
dogenous RAD21L interacts with SMC proteins. (C) RAD21L immunoprecipitates SMC proteins and STAG3 but not STAGT. (D) Proposed model of the
CC following the most accepted ring configuration in which RAD21L would interact with SMC1 and SMC3 and with the STAG3 subunit but not with
WAPAL. EV, Empty vector; IP, Immunoprecipitation; WB, western blot; R21, a-RAD21; L, a-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse

Generation of plasmids. Full-length ¢DNAs encoding
Rad21l, Rad21 and Wapal were RT-PCR amplified from murine
testis RNA. SmcIf and Stagl cDNAs were obtained from an
IMAGE ¢DNA clone. Full-length cDNAs were cloned into the
pcDNA3, pcDNA3 x2Flag, pCEFL HA or pcDNA3.1 Myc-
His (-) mammalian expression vectors. The Rad21/ and Rad21
mutants (A, Rad2lland A, Rad21) with a deletion at the
region that interacts with STAGI, were generated by directed
mutagenesis. The pRevIRE 9Myc-Rad21, Myc-Smclo and Flag-
Stag2 expression plasmids were kindly provided by Dr. J. Gregan
(Max F. Perutz Laboratories, University of Vienna), Dr. M.B.
Kastan (St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis) and
Dr. D. Pati (Texas Children’s Hospital), respectively.

Antibody production. We have generated two different Abs
in the same species (rabbit) using two different antigens. Rabbit
aRAD2IL-AP was raised against a peptide of RAD21L-CNS
HSE LDQ PQD WKD. Rabbit aRAD21L-ARP was raised
against a recombinant protein expressed in E. coli correspond-
ing to residues 344 to 552 (located at the C-terminus end). IgGs
were purified using the Amersham IgG purification Kit. The
specificity of both Abs was tested against mouse RAD21 and
RECS. For this purpose, we carried out immunofluorescence
and western blotting using Human Embryonic Kidney (HEK)
293T cells transfected with a plasmid expressing REC8, RAD21
and RAD21L. Cells were fixed similarly to the spermatocytes to
mimic the conditions of spermatocyte spreads. Both antibodies
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showed to specifically recognize RAD2IL and did not cross-
react neither with RAD21 or REC8. Both RAD21 and RECS8
were detected simultaneously with an epitope tagged at either
N or C terminus to validate that they were successfully trans-
fected and expressed. Both antibodies were used to validate the
results of the IF and IP data presented throughout this work.
Immunoprecipitation and antibodies. HEK 293T cells
were transiently transfected and whole cell and nuclear extracts
were prepared and cleared with protein G Sepharose beads (GE
Healthcare) for 1 h. Antibody was added for 2 h and immuno-
complexes were isolated by adsorption to protein G Sepharose
beads for 1 h. After washing, beads were loaded on reducing 8%
polyacrylamide SDS gels and proteins were detected by western
blotting with the indicated antibodies or silver staining followed
by mass spectrometry of the excised and digested bands of interest.
Coimmunoprecipitation of WAPAL with cohesins was analyzed
using ditiobis succinyl propionate (DSP, 1 mg/ml 10" at 37°C)
to stabilize their labile protein complexes.’’ Immunoprecipitation
of the endogenous protein was performed using whole extracts
of testis as previously described in reference 32, but with the
addition of 5 mM B-mercaptoethanol. Immunoprecipitations
were performed using rabbit aRAD2IL AP IgG (1:500), rab-
bit aRAD2IL ARP IgG (1:500), mouse oFlag IgG (5 ng;
F1804, Sigma-Aldrich), rabbit aMyc Tag IgG (4 ng; #06-549,
Millipore), rabbit a RAD21 IgG K854,% (1:500), rabbit aSMCla
serum K988,%% (1:250), rabbit aSMC3 serum K987, (1:250),
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Figure 6. RAD21L is located at the LEs of the SC of mouse meiocytes. (A) Double immunolabeling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) in a wild-type
spermatocyte at early pachytene. (B) Double immunolabeling of RAD21L and SYCP3 in a pachytene oocyte.

mouse aHA.11 IgG MMS-(5 pL, aprox. 10 wg/l mg prot;
101R, Covance), ChromPure mouse IgG 015-000-003 (5 pg),
ChomPure rabbit IgG (5 pg/l mg prot.; 011-000-003, Jackson
ImmunoResearch), rabbit aSMC3 agarose immobilized S300-
060 (4 pg/1 mg prot.) and rabbit aSMCla agarose immobilized
(5 pg/1 mg prot., S300-055, Bethyl). Primary antibodies used for
western blotting were mouse oFlag IgG (F1804, Sigma-Aldrich)
(1:10,000), rabbit aHA IgG (H6908, Sigma-Aldrich) (1:1,000),
rabbit aFlag IgG (1:800; F7425 Sigma-Aldrich), mouse aMyc
obtained from hybridoma cell myc-1-9E10.2 ATCC (1:5), rab-
bit aRAD21 serum K854,%* (1:10,000), rabbit «t RAD21L serum
(1:8,000), rabbit aSMCla serum K988,%* (1:8,000), rabbit
aSMC3 serum K987, (1:8,000). Secondary horseradish perox-
idase-conjugated a-mouse NA931V (GE Healthcare) or a-rabbit
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#7074 (Cell Signaling) antibodies were used at 1:10,000 and
1:2,000 dilution, respectively. Antibodies were detected by using
Immobilon™ western Chemiluminescent HRP Substrate from
Millipore.

Chromatin fractionation. HEK 293T cells were transfected
with Flag-Rad21/. Chromatin fractionation was performed as
previously described in reference 36. Thereafter, proteins of
nuclear-soluble fraction and chromatin-bound fraction were
separated by SDS-PAGE and immunoblotted with mouse aFlag
IgG (1:10,000; F1804 Sigma-Aldrich) or mouse aLamin A/C
(Manlac-1) (1:100, provided by Dr. G. Morris, Oswestry, UK).

Transcription analysis of Rad21/ in several tissues. In the
absence of ESTs from mouse and very few from humans, we ana-
lyzed the transcription by RT-PCR using 5 pg of RNA from
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Figure 7. Phylogenetic tree of presumed RAD21L, RAD21 and REC8 orthologs. The database sequence accession number of each protein is presented
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Table 1. Protein-gene identification

Species Group Abrev. Rad21L1 Rad21 Rec8
Homo sapiens Hominid Hs +/this work HQ603827 +/060216 +/Q8C557
Mus musculus Rodent Mm +/this workHQ603828 +/Q61550 +/095072
Sus scrofa Laurasiatheria Ss +/ENSSSCP00000007658 +/ENSSSCP00000006424 +/ENSSSCP00000002187
Monodelphis domestica Marsupial Md +/ENSMODP00000024381 pp/chr3:389108458-389129090 +/ENSMODP00000034072
Gallus gallus Birds Gg +/ENSGALG00000006186 +/Q5ZLK3 -
Taeniopygia guttata Birds Tg +/ENSTGUP00000007091 +/ENSTGUP00000012686 =
Meleagris gallopavo Birds Mg +/ENSMGAP00000008199 +/ENSMGAP00000013148 =
Anolis carolinensis Reptile Ac P/ENSACAP00000008231 +/ENSACAP00000010827 P/ENSACAP00000003857
Xenopus tropicalis Amphibia Xt = +/ENSXETP00000044903 +/ENSXETG00000014620
Danio rerio Fish Dr +/ENSDARP00000074083 +/Q7ZW30 :;Es:g:gggggggg;:gg
Oryzias latipes Fish ol +/ENSORLP00000018323 +/ ENSORLG00000005535 pp
Takifugu rubripes Fish Tr +/ENSTRUP00000007429 +/ENSTRUP00000017209 pp
Ciona intestinalis Tunicate Ci = +/ENSCINP00000022121 p/ENSCINP00000021677
Ciona savignyi Tunicate Cs = p/ENSCSAVP00000001613 p/ENSCSAVG00000004732
strongylocentrotus Echinoderm Sp - +/xp_001176016 +/XP_001200458
purpuratus

The presence of genomic sequences coding for full protein is indicated with a “+." When most of the full protein is present in the translated genomic
sequence is indicated with a “p,” whereas the existence of only genomic sequences coding for part of the protein is denoted with “pp” and were not
used in the alignment but only as a first hint of its likely existence in that species. -, indicates the absence of the protein in the genome.

kidney, liver, lung, muscle, bone marrow, cerebellum, brain,
thymus, uterus, intestine, ovary, spleen, heart and testis, and
reverse-transcribed into cDNA using oligo dT. PCR was per-
formed using primers S2 5-TGG CTT GCA GCT CAC TGG
GA-3' and AS2 5-GGT TCT GAG CAA GGG GCT CCG-3'
(amplicon size 352 bp) (located at exons 1 and 4 respectively).
As control, B-actin was also amplified (5-GCT CCG GCA
TGT GCA A-3', 5-AGG ATC TTC ATG AGG TAG T-3'). 40
g of total RNA was electrophoresed under denaturing condi-
tions, blotted to Genescreen Plus membrane (Perkin Elmer) and
hybridized with the ORF of RAD21L labelled by random prim-
ing with dCTP.%*

MALDI-TOF mass spectrometry analysis. Bands of inter-
est were manually excised and in-gel digested with tryp-
sin. Tryptic peptides were analyzed on a Bruker Ultraflex
MALDI-TOF mass spectrometer and searched against NCBI
database. Mowse scores with a value greater than 66 were con-
sidered as significant (p < 0.05). The Proteomics Laboratory
at IBMCC is a member of ProteoRed funded by Genoma
Espafia.

Immunocytology. Testes were detunicated and processed for
spreading using a “dry-down” technique.”” Oocytes from foetal
ovaries (E17.5 embryos) were digested with collagenase, incubated
in hypotonicbuffer, disaggregated, fixed in paraformaldehyde and
incubated with the indicated antibodies for immunofluorescence.

1486 Cell Cycle

Primary antibodies used for immunofluorescence were rabbit
aRAD2IL AP IgG (1:5), rabbit a-RAD21L ARP IgG (1:5) and
mouse aSYCP3 IgG (Santa Cruz, sc-74569) (1:100). Secondary
antibodies used were TRITC a-mouse (115-095-146)/a-rabbit
(111-025-144), FITC-a-mouse (115-095-146)/a-rabbit (111-
095-045) (Jackson ImmunoResearch).

Phylogenetic analysis. Rad21/ orthologs were identified by
BLASTP searches of Genbank and other genome webs such as
Ensembl. The selected orthologs can be found in Table 1. Amino
acid alignments were done with ClustalW, using the default set-
tings. The phylogram tree was constructed by using the neigh-
bor-joining method with Poisson correction. The reliability of
internal branches was assessed by using 1,000 bootstrap with the
computer program MEGA4.
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The cohesin subunit RAD21L functions in meiotic
synapsis and exhibits sexual dimorphism in

fertility
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The cohesin complex is a ring-shaped proteinaceous struc-
ture that entraps the two sister chromatids after replica-
tion until the onset of anaphase when the ring is opened
by proteolytic cleavage of its a-kleisin subunit (RAD21 at
mitosis and REC8 at meiosis) by separase. RAD21L is a
recently identified o-kleisin that is present from fish to
mammals and biochemically interacts with the cohesin
subunits SMC1, SMC3 and STAG3. RAD2I1L localizes along
the axial elements of the synaptonemal complex of mouse
meiocytes. However, its existence as a bona fide cohesin
and its functional role awaits in vivo validation. Here, we
show that male mice lacking RAD21L are defective in full
synapsis of homologous chromosomes at meiotic prophase
I, which provokes an arrest at zygotene and leads to total
azoospermia and consequently infertility. In contrast,
RAD21L-deficient females are fertile but develop an age-
dependent sterility. Thus, our results provide in vivo
evidence that RAD2IL is essential for male fertility
and in females for the maintenance of fertility during
natural aging.
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Introduction

Structurally, the somatic cohesin complex consists of four
subunits: two members of the family of proteins responsible
for the structural maintenance of chromosome (SMCla and
SMC3) that heterodimerize, one kleisin subunit that closes
the ring (Scc1/RAD21) and is the substrate for the protease
separase, and a HEAT repeat domain protein (SA1/STAGI1 or
SA2/STAG2). In vertebrates, during prophase, most of the
cohesins are dissociated from the chromatid arms by phos-
phorylation of the STAG1/2 subunit by PLK1 (polo-like-
kinase 1) (Losada et al, 2002; Sumara et al, 2002). The
remaining centromeric cohesins are released from chromo-
somes at the onset of anaphase by the cleavage of RAD21 by
separase (Musacchio and Salmon, 2007).

During meiosis, two rounds of chromosome segregation
follow a single round of replication to generate haploid
gametes. The first meiotic division differs from mitosis in
that homologous chromosomes pair, synapse, recombine and
segregate to opposite poles as a result of their mono-orienta-
tion. The second meiotic division is similar to mitosis since
the two recombined chromatids segregate to opposite poles
(bi-orientation). During the onset of anaphase I, loss of sister
chromatid arm cohesion occurs following separase-depen-
dent cleavage of RECS, that replaces RAD21 during meiosis
(Kudo et al, 2006, 2009). However, centromeric cohesion is
maintained by the protective action of shugoshin-like-2 pre-
venting separase-mediated cleavage of REC8 (Llano et al,
2008). This mechanism enables bi-orientation of recombined
homologues. Once chromosomes have congressed at the
metaphase II plate, separase is reactivated and centromeric
cohesin complexes are released to allow chromatid segrega-
tion. In addition to REC8 (Parisi et al, 1999), a meiotic
paralogue of RAD21, there are also meiosis-specific mamma-
lian paralogues of SMCla, and STAG1-2, that is SMC1f and
STAGS3, respectively (Prieto et al, 2001; Gruber et al, 2003).

Aside from these canonical functions, the cohesin com-
plexes also participate in somatic homologous recombination
between sister chromatids allowing the assembly of recom-
binational repair complexes, as well as recombination
between homologous chromatids by assembly of the synap-
tonemal complex (SC) in meiocytes (Klein et al, 1999;
Hartsuiker et al, 2001). The SC consists of a proteinaceous
structure, the axial element (AE), allowing the association of
each pair of sister chromatids. After pairing, the AEs are
called lateral elements (LEs) to which transverse filaments
(TFs) associate to give rise to the tripartite SCs. The SC
provides the structural framework for synapsis, double-
strand break (DSB) repair and exchange between homolo-
gues (Henderson and Keeney, 2005). During prophase I, most
if not all, cohesin subunits expressed in mammalian sperma-
tocytes colocalize with SYCP3, a structural AE/LE component
(reviewed in Suja and Barbero, 2009). In fission and budding
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yeast, the RAD21/Sccl a-kleisin of the cohesin complex is
replaced by the meiosis-specific REC8 protein. Yeast rec8
mutants exhibit premature sister chromatid separation during
prophase I, that are defective for the assembly of the SC
(Klein et al, 1999). It has been assumed that most eukaryotes
display a dual a-kleisin system (REC8 versus RAD21) similar
to the well-studied system of Schizosaccharomyces pombe and
Saccharomyces cerevisae, aside from the notable exception of
Caenorhabditis elegans (Severson et al, 2009). Very recently,
we and two other groups have biochemically characterized a
new member of the o-kleisin family of proteins, RAD21L
(Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011; Lee
and Hirano, 2011). RAD21L, is a paralogue of RAD21 and it
is transcribed more abundantly in testis and has been postu-
lated to be a canonical cohesin subunit. RAD21L interacts
with SMC3, SMCla/B and STAG3 (Gutiérrez-Caballero et al,
2011; Ishiguro et al, 2011; Lee and Hirano, 2011).
Consequently, the protein is localized to the AEs/LEs in
meiocytes.

From the four meiotic-specific cohesins described (RECS,
STAG3, SMC1p and RAD21L), loss of function mouse
models for REC8 (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005) and
SMCI1B (Revenkova et al, 2004) have been developed. REC8
mutant male and female mice are sterile and show severe
defects in synapsis, and chiasma formation (Bannister et al,
2004; Xu et al, 2005). SMC1p-deficient males show a pachy-
tene arrest whereas mutant females present a premature
loss of cohesion at metaphase II that leads to sterility
(Revenkova et al, 2004).

In this work, we describe the precise localization of
RAD21L in mouse spermatocytes and its functional charac-
terization by a gene targeted mutation in the mouse. We
provide cytological and in vivo evidence showing that the
roles of RAD21L differ from those of RAD21 and RECS8, and
that RAD21IL is as essential as REC8 for driving the initial
steps of prophase I in male meiosis. RAD21L-deficient males
show a defect in chromosome synapsis at prophase I, which
provokes an arrest at a zygotene-like stage leading to total
azoospermia. In contrast, RAD21L-deficient females are fer-
tile but develop an age-dependent sterility. Thus, our results
demonstrate for the first time that the recently identified
RAD21L is a functionally relevant meiotic a-kleisin, which
is essential for male fertility and for the maintenance of
fertility during natural aging.

Results and discussion

Immunolocalization of the RAD21L protein

The recently identified third member of the a-Kkleisin protein
family in mammals, RAD21L, is expressed in spermatocytes
throughout meiosis I (Ishiguro et al, 2011; Lee and Hirano,
2011), with some discrepancies in relation with its time of
disappearance (pachytene versus metaphase I). In order to
assess the localization of RAD21L, we carried out a detailed
analysis of mouse spermatocytes spreads using immunofluor-
escent (IF) antibodies. RAD2IL was first detected at the
leptotene stage as short threads that colocalized with
SYCP3 along developing AEs (Figure 1A-D). During zygo-
tene, RAD21L colocalized with SYCP3 at both the autosomal
AEs/LEs, and the unsynapsed AEs of the sex chromosomes
(Figure 1E-H). In early pachytene, RAD21L was detected as
lines along the autosomal SCs where it colocalized with
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SYCP3. Further signals for RAD21L were found at the pseu-
doautosomal region of homology between the sex chromo-
somes, where their AEs are synapsed. Furthermore, there was
some additional staining in the unsynapsed AEs of the XY
bivalent (Figure 1I and J). By late pachytene, there was an
increase in RAD2IL labelling on the sex chromosomal AEs
and on the chromatin of the sex body (Figure 1K and L). This
localization contrasts with the observed weak staining of
RECS at the AEs of the sex chromosomes at pachytene (see
asterisks in Figure 7Q and R). In early diplotene, the intensity
of the RAD21L labelling decreased along the desynapsing and
still synapsed LEs (Figure 1M-P) to finally disappear by mid-
diplotene (Figure 1Q and R). Concomitantly, RAD21L label-
ling began to accumulate at centromeres (Figure 10-T) while
it was progressively lost from the AEs and the chromatin of
the sex chromosomes (Figure 1M-T). During diakinesis,
RAD21L was highly enriched at the centromeres of all auto-
somes and was not detected along the desynapsed LEs.
However, there was a faint RAD21L signal at the unsynapsed
AEs of the sex chromosomes (Figure 2A and B). This pattern
of RAD21L distribution remained during metaphase I (Figure
2C-F). At higher magnification, metaphase I autosomal bi-
valents show RAD2IL signal at their centromeres but the
labelling did not completely colocalize with SYCP3 at the
inner centromere domain (ICD) (Figure 2G-I). With regards
to the metaphase I sex bivalent, a faint RAD21L signal was
observed along its interchromatid domain (Figure 27J).
In addition, the centromeric RAD21L signal at the Y was
larger than that at the centromere of the X chromosome
(Figure 2J). The labelling of RAD21L was similar for both
metaphase I and anaphase I (Figure 2F and K). During the
second meiotic division, RAD21L was detected as a pair of
brightly stained spots at the centromeres of metaphase II
chromosomes (Figure 2L), and as single spots in segregating
chromatids at anaphase II (Figure 2M).

Our results partially agree with those very recently re-
ported on the distribution of RAD21L in mouse spermatocytes
by Ishiguro et al (2011) and to a lesser extent with those
reported by Hirano’s group (Lee and Hirano, 2011). However,
there are some differences with respect to the distribution
pattern of RAD21L along the AEs/LEs. Besides the remark-
able divergence in the timing of disappearance of RAD2IL
during meiosis I (pachytene versus metaphase I), these two
groups described that RAD21L and RECS localize as discon-
tinuous (mutually exclusive) lines along zygotene AEs/LEs
and pachytene SCs. Based on this, Ishiguro et al (2011) have
proposed a cohesin ‘barcode’ model where meiosis-specific
cohesin complexes with either RAD21L or REC8 have intrin-
sic and alternating loading sites along the AEs/LEs, which
might facilitate homologous pairing. However, our antibodies
detected continuous lines along SCs. These discrepancies
might be due to differences in image acquisition, different
sensitivity of the antibodies used, or dilutions employed.
This aspect will need further clarification.

The three kinds of cohesin complexes comprised of
RAD21, RAD2IL or REC8 might have different functions
during both meiotic divisions since their distribution and
dynamics are different not only during prophase I, but also
during metaphase I and metaphase II. For instance, in
metaphase II chromosomes, RAD21L appears as two separate
signals at each centromere (Figure 2L), which is in contrast to
RAD?21 that has not been detected at centromeres (Parra et al,

©2011 European Molecular Biology Organization
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Figure 1 Distribution of RAD21L during prophase I. Double immunolabelling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) in spread spermatocytes.
(A-D) During leptotene, RAD21L appears as a succession of small dots that colocalize with SYCP3 along developing AEs. (E-H) During
zygotene, RAD21L and SYCP3 colocalize along AEs/LEs. Sex chromosomes (X, Y) have still not synapsed. (I-L) RAD21L colocalizes with
SYCP3 along autosomal SCs and sex chromosomes (XY) AEs. In late pachytene (K, L), RAD21L appears enriched at the chromatin of the
sex body (XY) and at their AEs. (M-P) In early diplotene, RAD21L vanishes along desynapsing autosomal LEs, but is still enriched at the sex
AEs and at the sex body (XY). (Q-T) In mid and late diplotene, RAD21L appears at the centromeres and along the sex AEs, and faintly at the sex

body (XY).

2004), while REC8 appears at the ICD as one spot between
sister kinetochores consistent with its role in centromere
cohesion (Kudo et al, 2006). While the distribution of
RECS8 is consistent with its function in maintaining both
arm and centromere cohesion during the two meiotic divi-
sions (Kudo et al, 2006, 2009; Tachibana-Konwalski et al,
2010), the localization of RAD21 and RAD21L suggests
that they might have different roles. In this regard, the
accumulation of RAD2IL at centromeres during diplotene,
its enrichment at the centromere of the Y chromosome
during metaphase I, and its distribution at metaphase II
centromeres is strikingly similar to the distribution of the
shugoshin-like-2 (Gémez et al, 2007; Llano et al, 2008) and
MCAK (Parra et al, 2006) during male mouse meiosis. Thus,
the enrichment of RAD21L at centromeres during diplotene
might contribute to the assembly of the ICD (Parra et al,
2009).

©2011 European Molecular Biology Organization

Gene disruption of Rad21l

To address the function of RAD21L and to validate genetically
that it constitutes a functional subunit of a novel meiotic
cohesin, we created a targeted mutation of the murine Rad21!
locus by an insertional strategy that disrupts the open reading
frame (ORF) of the locus (Supplementary Figure S1A and B;
Adams et al, 2004). Heterozygous targeted mice transmitted
the mutation to the offspring at Mendelian frequencies
(1:2:1). RT-PCR was used to evaluate the interruption of
the ORF of the Rad21l gene in the homozygous targeted mice
(Supplementary Figure S1C; see Materials and methods). The
absence of the protein in these homozygous targeted mice
was also validated using two different antibodies, which
were specific against RAD21L (Supplementary Figures S1E
and S2; Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Consequently, sper-
matocytes from homozygous targeted mice did not show
RAD21L immunofluorescence (Supplementary Figure S1D).

The EMBO Journal

3



RAD21L exhibits sexual dimorphism in fertility
Y Herrén et al

RAD21L

RAD21L , _

LR
=

-

Early
‘\diakinesis

Figure 2 Distribution of RAD21L during diakinesis and meiotic divisions. Double immunolabelling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) and
counterstaining of chromatin with DAPI (blue) in spread spermatocytes. (A-F) During early diakinesis (A, B) and metaphase I (C-F), RAD21L
is present at the centromeres of all chromosomes and at the interchromatid domain of the sex bivalent (XY). Arrowheads mark the
enlargements of SYCP3 along the X chromosome in diakinesis, and the large agglomerates of SYCP3 in the cytoplasm of metaphase I
spermatocytes. (G-I) Enlargements of three selected metaphase I bivalents. RAD21L is enriched at the centromeres but does not completely
localize with SYCP3, and is not present at the interchromatid domain where SYCP3 is detected. (J) Selected metaphase I sex bivalent. RAD21L
appears as a faint signal along the interchromatid domain and as bright signals at the centromeres. The RAD21L signal at the centromere of the
Y chromosome (Y) is larger than that present at the X chromosome (X). (K) RAD21L partially colocalizes with SYCP3 at anaphase I
centromeres. Arrowhead marks an SYCP3 agglomerate. (L, M) RAD21L appears as a pair of signals at metaphase II centromeres (L) and as

single signals at anaphase II centromeres (M).

Heterozygous targeted mice showed neither cellular nor
aberrant organismal phenotypes (indicative of the lack of a
gain of function). Thus, we concluded that the mutation is
functionally a null allele of Rad21l.

Histological analysis and male infertility in Rad21I~'~
mice

Rad21l™’~ mice developed normally and displayed no overt
phenotype. However, while female mice lacking RAD21L
were fertile, males were sterile since they failed to produce
offspring. Testes from Rad2l1l/~ mice were on average
70% smaller than those from wild-type mice, and their
epididymides lacked spermatozoa (Figure 3A and B).
Histopathological analysis revealed an absence of postmeio-
tic cell types despite of the presence of spermatogonia, and
Sertoli and Leydig cells (Figure 3A). Within a mouse testis,
the seminiferous epithelium contains a mixture of germ cells
at various developmental stages. Staging of each tubule
section is defined (from I to XII) according to the group of
associated germ cell types that are present (Russell, 1990).
Following this criteria, mutant mice appeared to be arrested
at stage IV of the epithelial cycle (Figure 3A). FACS analysis of
whole cells from seminiferous tubules was carried out and

4 The EMBO Journal

sustained the prophase I arrest by the absence of the haploid
compartment in Rad211™/~ testes (Figure 3B). In order to rule
out proliferation defects in spermatogonia, PCNA immunos-
taining of wild-type and Rad21l™/~ tubules was performed
and no differences in the basal layer of PCNA-positive cells
were found (Figure 3C). Given the lack of spermatozoa, we
carried out TUNEL staining and showed that the prevalence
of apoptotic cells in Rad21l/~ tubules was higher than in
wild type (Figure 3C). Finally, studying the histology of the
testis, it became clear that spermatogenesis proceeds appar-
ently normal up to prophase I. Then, in stage IV, there is a
massive apoptosis of spermatocytes. Extensive apoptosis was
also observed at 19 days of age (Figure 3D), indicating that
spermatocytes of the first wave of spermatogenesis were
already affected. Thus, we conclude that RAD21L is essential
for spermatogenesis in the mouse and its deficiency provokes
total azoospermia that leads to infertility.

SC morphology and synapsis in mutant spermatocytes
To functionally analyse the infertility in the mutant mice and
to more precisely characterize the meiotic arrest, we first
studied the assembly of the SC. Spermatocytes spreads were
studied and staged by staining for SYCP3. It appeared that in

©2011 European Molecular Biology Organization
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Figure 3 The absence of RAD21L provokes azoospermia. (A) The deficiency of RAD21L promotes a complete block of mouse spermatogenesis.
Genetic ablation of Rad21l leads to a reduction of the testis size, and an arrest of spermatogenesis in epithelial stage IV, identified by the
presence of intermediate spermatogonia (arrows) about to divide into B spermatogonia. Massive apoptosis of spermatocytes (asterisks) can be
seen. The spermatogenic arrest leads to empty epididymides and azoospermia. Bar in upper panels, 100 um and in lower panels, 25 pm. (St)
Seminiferous tubules. (Ep) Epididymides. (B) Abnormal ploidy of Rad21l™/~ spermatocytes. FACS analysis of cells from seminiferous tubules
showing the absence of the haploid compartment in Rad211 ™~ testes. (C) Immunohistochemical detection of proliferating cells with anti-PCNA
and apoptotic cells by TUNEL staining show the absence of proliferative defects and an increase of apoptotic cells in Rad21/~/~ seminiferous
tubules, respectively. Bar in both panels, 25 pm. (D) Tubule degeneration in juvenile mice (13 days postpartum (d.p.p.) and 19d.p.p.) lacking
RAD2IL and spermatogenic arrest prior to pachytene studied by histology of testes from Rad21l™/* and Rad21l™/~ males. At 13d.p.p.,
spermatogenesis has reached to late zygotene and at 19 d.p.p. to late pachytene. Spermatocyte apoptosis (asterisks) was first seen in 19 d.p.p.

the absence of RAD21L, synapsis between homologues was
not completed (Figure 4A and B). To determine the extent of
the disruption of synapsis, we monitored the distribution of
the TF protein SYCP1 as colabelling of SYCP3 and SYCP1
highlights regions of synapsis in wild types. Mutant sperma-
tocytes did not proceed beyond =zygotene-like stage
(Figure 4A). This blockade was further supported by the
absence of immunolabelling for the mid-pachytene-specific
histone variant HIT (Supplementary Figure S3), supporting
the observed arrest at epithelial stage IV as determined by
histological analysis (Figure 3A). Using SYCP3 staining of the
zygotene-like spermatocytes from Rad21l/~ mice, we ob-
served discontinuous/fragmented stretches of AEs that did
not progress to the expected 19 fully synapsed autosomal
bivalent chromosomes (Figure 4A and B). Furthermore, a
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fraction of the arrested spermatocytes displayed ring-like
structures (Figure 4B, arrowhead) and synapsis between
non-homologous chromosomes occurred (Figure 4A and B,
arrows). To further analyse the synaptic defects, we investi-
gated the centromere distribution by immunolabelling with a
human anti-centromere antibody (ACA) (Figure 4B). In wild-
type leptotene spermatocytes, the number of centromere
signals never exceeded 40. As synapsis progressed, these
centromeric foci diminished to 21 (19 signals from synapsed
autosomes + 2 signals of the XY bivalent) at pachytene
when homologous pairing of autosomes is complete and their
centromeres are very closely juxtaposed (Figure 4B).
In Rad2ll™/~ zygotene-like spermatocytes, we scored on
average 30+ 3.5 foci (30 nuclei analysed). This result also
points to a deficient synapsis between homologues, at least at
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Figure 4 Rad21l”/~ spermatocytes show defects in synapsis. (A) Double labelling of SYCP3 (red) and SYCP1 (green) showing
fragmented AEs/LEs with aberrant synapsis and with patches of SYCP1 in mutant spermatocytes (arrow) as compared with their wild-type
control. (B) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and kinetochores (anti-centromere autoantibody, ACA (green)) in Rad211*/* and
Rad211™/~ spermatocytes. In wild-type spermatocytes, the number of ACA signals is reduced from 40 to 21 between zygotene to pachytene
stage. These signals localize at one end of the AEs/SCs. In Rad211™/~ spermatocytes, synapsis is incomplete and the number of ACA signals is
always higher than 21. The presence of some centromeres along the same synapsed region (blue arrow), some unsynapsed AEs between
synapsed regions (arrow) and the presence of ring structures formed by chromosomes with two neighbouring centromeres (arrowhead) are
indicatives of non-homologous synapsis. (C, D) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and ATR or TOPBP1 (green) in wild-type or Rad21l™”/~
spermatocytes. In wild-type spermatocytes, ATR (C) and TOPBP1 (D) proteins localize to unsynapsed AEs. At pachytene, these proteins only

appear at the sex body. In Rad21l/~ zygotene-like spermatocytes, these proteins remain accumulated at AEs. *Sex body (XY).

their centromeric regions (Figure 4B). In order to further
study this failure of synapsis, we stained spermatocytes for
the kinase ATR and the DNA-binding protein TOPBP1 as these
reliably stain the unsynapsed AEs/LEs at leptotene-zygotene
and the unsynapsed AEs and the chromatin of the sex body at
pachytene (Perera et al, 2004). Moreover, TOPBP1 and ATR
also accumulate at the unsynapsed AEs of mutant spermato-
cytes with a meiotic arrest such as Dmcl/~ and MshS "/~
spermatocytes (Barchi et al, 2005). Our immunolabelling
results on wild-type spermatocytes revealed that ATR and
TOPBP1 appeared as foci along the unsynapsed leptotene and
zygotene AEs/LEs, whereas at mid-pachytene both proteins
were restricted to the sex body (Figure 4C and D). RAD21L-
deficient and wild-type spermatocytes showed a similar

6 The EMBO Journal

number of ATR and TOPBP1 foci at leptotene and zygotene
AEs. However, as meiosis arrested at a zygotene-like stage in
Rad2117/~, these foci also persisted and were not eliminated
(Figure 4C and D). In summary, RAD21L deficiency in mouse
spermatocytes leads to abnormal AEs/LEs, which are frag-
mented and poorly aligned/synapsed (a large number of AEs
are kept individually), some stretches of AEs and LEs are
decorated with SYCP1 and synapsis between non-homolo-
gous chromosomes occurs.

Defective DSB processing in the mutant spermatocytes
The absence of REC8 leads to severe defects in DSB proces-
sing in yeast and to a lesser extent in mouse meiosis (Klein
et al, 1999; Xu et al, 2005). Taking into account these data
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Figure 5 DSB-associated proteins in Rad211~/~ spermatocytes. (A, B) Double immunolabelling of SYCP3 (red) with y-H2AX (blue) and
RADSI (green) in wild-type and Rad21l ™/~ spermatocytes. In wild-type zygotenes, y-H2AX (A) labels the chromatin and RADS1 (B) labels
multiple foci on the AEs/LEs. At wild-type pachytene, y-H2AX labelling is reduced to the sex body and RAD51 foci are restricted to the XY
bivalent. In RAD21L-deficient spermatocytes, y-H2AX (A) and RADS51 (B) labelling is sustained in the zygotene-like-arrested spermatocytes.

*Sex body (XY).

and the arrest observed in the Rad21l mutant, we studied
whether RAD21L deficiency promotes a deficit in the repair of
the programmed DSBs generated by the nuclease SPO11 at
early leptotene, a frequent cause of meiotic arrest (Viera et al,
2009). Thus, we first monitored the formation of DSBs and
analysed the presence of y-H2AX histone variant, which is
phosphorylated at prophase I in response to the SPOI11-
induced DSBs in an ATM-dependent manner. At zygotene,
y-H2AX labelling was equally strong in both Rad21l/~ and
Rad211™/™" spermatocytes (Figure 5A). As pairing proceeds,
v-H2AX staining diminished in wild-type pachytene sperma-
tocytes and appeared mainly at the chromatin of the sex body
(Figure 5A). However, in Rad21 I/~ spermatocytes arrested at
a zygotene-like stage, the y-H2AX labelling remained in the
chromatin of synapsed and unsynapsed chromosomes,
although this staining was reduced when compared with an
earlier zygotene-like stage (Figure 5A). This result suggests
an accumulation of unrepaired DSBs and/or asynapsis in
Rad211~/~-arrested spermatocytes.

We next analysed the kinetics of proteins involved in this
DSB-induced signalling cascade. After DSBs are induced,
RADSI1 is recruited to these early recombination nodules,
which promotes homologous strand invasion (Mimitou and
Symington, 2009). In wild-type zygotene spermatocytes,
RADS1 assembles on the AEs/LEs of bivalents and disappears
towards pachytene, with the exception of the unsynapsed sex
AEs (Figure 5B). In Rad2Il/~ zygotene-like spermatocytes,
RADS51 immunolabelling was similar to wild-type zygotene
controls (Figure 5B). These results suggest that RAD51 no-
dules are sustained in mutant spermatocytes either because
RAD2I1L is required for their resolution or because meiotic
progression arrests before the stage at which this process take
place because of the synapsis defects.

Subsequently, we determined the distribution of the repli-
cation protein A (RPA) in RAD21L-deficient spermatocytes.
RPA is a single-strand DNA-binding protein that interacts with
RAD51 during the strand exchange and appears after RADS51
at the AEs/LEs (Moens et al, 2007). We observed a large
number of RPA foci in both Rad211™/~ and wild-type zygotene
spermatocytes (Supplementary Figure S4A). In wild-type
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pachytene spermatocytes, RPA foci were present mainly
over the synapsed LEs of the autosomes and more abun-
dantly along the pseudoautosomal region of the sex chromo-
somes. In RAD21L-deficient zygotene-like spermatocytes, the
RPA foci were mainly present at the LEs similar to wild-type
zygotene controls (Supplementary Figure S4A).

Finally, we analysed the presence of MLH1 foci in mutant
spermatocytes. MLH1 is a component of the postreplicative
mismatch repair system and the number of its foci during
pachytene matches those of chiasmata (Moens et al, 2007).
MLH1 foci were absent in Rad2ll/~ zygotene-like nuclei
(Figure 6A), while one/two MLH1 foci per bivalent were
observed in wild-type pachytene nuclei. Based on these
results, we studied the recombination intermediary protein
MSH4 since it mediates the transition from the initial recom-
bination proteins RPA to MLH1 (Santucci-Darmanin et al,
2000). In Rad21l™/~ zygotene-like spermatocytes, MSH4 sig-
nal was slightly decreased to that found in wild-type controls
(Supplementary Figure S4B), suggesting that early/intermedi-
ate steps of recombination might be already altered in
RAD21L null spermatocytes.

Okadaic acid-induced metaphase I-like spermatocytes

We further investigated whether crossing over (CO) and
chiasmata could be formed in the absence of the meiotic
arrest that precludes the Rad2Il™/~ spermatocytes to enter
into pachytene, as well as the involvement of RAD2IL in
centromeric cohesion. To this end, we exposed the mutant
spermatocytes to the PP2A inhibitor okadaic acid (OA), to
allow in vitro transition from pachytene to metaphase I
(Wiltshire et al, 1995). After OA treatment of wild-type
spermatocytes, there was a rapid induction of SC disassem-
bly, bivalent separation and chiasmata formation, which does
not affect centromere cohesion. Treated wild-type spermato-
cytes revealed 20 bivalents, positive for SYCP3 immunolabel-
ling at the interchromatid and centromeric domain, with two
pairs of unseparated sister kinetochores, which were stained
with ACA serum, and at least one chiasma (Figure 6Ba-c).
In contrast, OA-treated Rad21l ™/~ spermatocytes displayed 40
unattached univalents with a characteristic labelling for
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Figure 6 The deficiency of RAD21L prevents CO and does not affect centromeric cohesion. (A) Double immunolabelling of SYCP3 (red) with
MLH]1 (green). MLH1 foci are absent at the AEs/LEs of Rad211~/~ spermatocytes whereas at least one focus is present along each autosomal SC
in wild-type pachytene spermatocytes. (B) Double immunolabelling of SYCP3 or REC8 (red) with ACA (green) and DAPI (blue) in wild-type and
Rad21l”/~ spermatocytes. OA-induced metaphase I plates of wild-type spermatocytes give rise to 20 bivalents each with two opposed
centromere signals (Ba-Bc, Bg-Bi), whereas Rad211~/~ spermatocytes lead to 40 separated centromere signals (Bd-Bf, Bj-Bl). The absence of
spermatocytes with >40 independent signals of ACA (Bd-Bf) and REC8 (Bj-Bl) revealed the preservation of the centromeric cohesion in the
absence of RAD21L. Islets represent magnification of one wild-type bivalent and some Rad21l/~ unjoined chromosomes.
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SYCP3 only at the centromeric domain (Figure 6Bd-f) (20
cells per individual; 3 individuals from each genotype).
To further demonstrate that centromeric cohesion was not
affected by the absence of RAD21L, we stained these pseu-
dometaphases with REC8 and ACA and showed that REC8
staining persisted at centromeres in metaphase I-like sperma-
tocytes from Rad211™/~ mice (Figure 6Bj-1). Altogether, these
results reveal that the DSBs can start as part of the meiotic
recombination programme in the absence of RAD21L, but
they are not processed appropriately and accumulate in an
intermediate unrepaired state before reciprocal recombina-
tion and CO take place. The observation of 40 rather than 80
centromere signals associated with separated chromatids is
indicative of the persistence of centromeric cohesion. These
results are in agreement with the apparent release of RAD21L
from the desynapsed LEs at diplotene, whereas RAD21 and
REC8 persist and do not relocate to centromeres (Eijpe et al,
2003; Parra et al, 2004), suggesting that RAD21L-containing
cohesin complexes are not required for maintaining sister
chromatid arm cohesion from diplotene up to the metaphase
I/anaphase I transition. These results, together with the
preferential localization of RAD21L at the sex chromosomal
AEs at the expense of REC8 (Figure 7Q and R), make it
tempting to speculate that RAD21L is involved in the arrange-
ment of specific cohesin complexes that despite not partici-
pating in arm chromosome cohesion have important roles in
the assembly of the SC, progression of synapsis and recom-
bination and in sex body formation in spermatocytes.

In Smcif~/~ mice, metaphase II chromosomes from oo-
cytes and metaphase I OA-induced chromosomes from sper-
matocytes are defective in centromere cohesion (Revenkova
et al, 2004). This chromosomal phenotype has not been
analysed in Rec8 mutant mice since males (in the absence
of OA experiments) and females show a premature arrest
prior to pachytene due to a lack of full homologous synapsis.
However, it is widely assumed that RECS8 is the essential
kleisin involved in chromosome cohesion in meiosis I and II
based on the phenotype of Rec8 null mutant models in several
species (Klein et al, 1999; Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005;
Severson et al, 2009). This is also confirmed using genetically
modified mice with mutations in the Rec8 gene (Kudo et al,
2009; Tachibana-Konwalski et al, 2010). Although the OA-
induced chromosomes from Rad21l~/~ spermatocytes do not
fully resemble metaphase I stage with a functional meiotic
spindle, the maintenance of centromeric cohesion under
these experimental conditions in Rad21l mutant spermato-
cytes (Figure 6Bd-f and Bj-1), together with the cytological
localization of RAD21L in metaphase I and II (Figure 2D, F
and L), indicates that RAD21L is not involved in chromosome
cohesion in males. Thus, and although not strictly demon-
strated in all of these experimental models, it is very likely
that the only a-kleisin supporting chromosome cohesion in
mammalian meiosis is REC8 by forming a cohesin complex
with SMC3, SMC1f and STAGS3.

Cohesion complexes in mutant spermatocytes

RAD21L has recently shown to be a component of the cohesin
complex together with SMCla/fB, SMC3 and STAG3
(Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011;
Lee and Hirano, 2011). Therefore, also considering the
stoichiometric relationship of each subunit within a cohesin
complex, the genetic ablation of RAD2IL could alter the
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loading at the cohesin axis of other subunits. We thus under-
took a direct analysis of the presence of different cohesin
subunits in the absence of RAD21L. There was no substantial
variation in the loading of REC8, SMC1B, RAD21 or SMC3
along the cohesin axis at the AEs/LEs in mutant zygotene-like
spermatocytes (Figure 7F, N, P and V). However, the exis-
tence of STAG3, and to a lesser extent SMCla, was partially
reduced from leptotene to =zygotene-like arrest when
compared with wild-type spermatocytes (Supplementary
Figures S5 and S6; Figure 7H and X). In mouse testis extracts,
it has been shown by immunoprecipitation analysis that
STAG3 associates with the three o-kleisins (Ishiguro et al,
2011; Lee and Hirano, 2011). We now provide in vivo evidence
that lack of RAD21L is sufficient to promote a partial loss of
STAG3 from the AEs/LEs. Overall, these data show that
RAD21IL is interacting in vivo with STAG3, leading to a
functional and meiosis-specific cohesin complex, together
with SMC3 and SMCI, that is essential for the synapsis of
homologous chromosomes.

From a more functional point of view, STAG3 is normally
assembled in the AEs/LEs of REC8-deficient spermatocytes
(Bannister et al, 2004). Taken together, and given the impos-
sibility to analyse spermatocytes in Rad2] /~ mice due to
their embryonic lethality (Xu et al, 2010), these results
strongly suggest that RAD21L is quantitatively an important
a-kleisin involved in STAG3 complexing.

Telomere behaviour in mutant spermatocytes

The formation of a cluster of telomeres very early during
meiotic prophase is important for accurate pairing and re-
combination (Scherthan, 2001). Mice deficient for the cohesin
SMC1p show an incomplete attachment of telomeres to the
nuclear envelope (Adelfalk et al, 2009). We therefore inves-
tigated telomere distribution in RAD21L-deficient spermato-
cytes. We analysed this feature on squashed spermatocytes to
preserve the separation of peripheral and internal nuclear
domains. While in wild-type pachytene spermatocytes, all
telomeric signals were close to the nuclear envelope
(Supplementary Figure S7Aa), in Rad2l1l™/~ zygotene-like
spermatocytes some telomeric signals (from 1 to 6) appeared
within the nucleus (Supplementary Figure S7Ab and c
and B). These results indicate that in the absence of
RAD21L, the attachment of telomeres to the nuclear envelope
is partially misregulated.

The function of SMC1p in telomere protection rather than
its role in AE assembly may be responsible for defective
bouquet formation (Adelfalk et al, 2009). It is unclear
whether the mild telomere disorganization observed is due
to the general reduction of functional cohesin complexes
caused by the loss of the subset of cohesin complexes
containing RAD21L or due to the lack of RAD21L, specifically.

Meiosis in mutant female mice

In contrast to RAD21L-deficient males, Rad21l™/~ females
were fertile up to 6 months of age and generated healthy
offspring with litter sizes similar to wild-type females.
However, the mutant females exhibited premature onset of
subfertility around this age, showing on average 5.2 pups per
litter compared with 8.9 in wild-type females. Around 10
months of age, Rad21l”/~ females became sterile, whereas
their wild-type counterparts remained fertile. To analyse the
underlying loss of fertility with age, we conducted IF and
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Figure 7 Immunolabelling of the cohesin subunits SMC3, SMCla, SMC1p, RAD21, REC8 and STAG3 in Rad21l*/* and Rad21l™/~
spermatocytes. Double immunofluorescence of SYCP3 (red) with either SMC3, SMCla, SMC1fB, RAD21, REC8 or STAG3 (green) in wild-
type or Rad211™/~ spermatocytes. In wild-type pachytene spermatocytes, the cohesins SMC3 (B), SMCla (D), SMCIp (J), RAD21 (L), REC8 (R)
and STAG3 (T) colocalize with SYCP3 (A, C, I, K, Q, S) along the autosomal SCs and sex AEs with the exception of RECS8 labelling at the XY
bivalent, which is weaker in comparison with SYCP3. In Rad21l /" -arrested spermatocytes, the intensity and localization of the fluorescent
signal corresponding to SMC3 (F), SMC1p (N), RAD21 (P) and REC8 (V) along the AE/LEs of the zygotene-like chromosomes is comparable to
their wild-type controls and coincident with SYCP3 (E, G, M, O, U). However, the fluorescent signal of STAG3 (X) is notably decreased and
absent in some regions where SYCP3 (W) labelling is present (arrows), whereas the intensity of the SMCla (H) labelling is only partially
reduced and delocalized. *Sex body (XY).
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histological analysis of oocytes and ovarian sections. RAD21L
has been localized to the AEs/LEs of the SC from early
leptotene to pachytene, with loss of staining at later stages
such as dictyate and metaphase I (Ishiguro et al, 2011).
However, despite the fact that in oocytes the lack of
RAD21L did not fully abolish synapsis as observed in sper-
matocytes and that fully synapsed bivalents were observed
with a normal loading of STAG3 and SMCla at their AE/LEs
(Supplementary Figure S8A), a high proportion of the pachy-

Pachy +/+
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tene oocytes showed a slight defect in synapsis as determined
by discontinuities in the labelling of SYCP3/SYCP1 at the
synapsed LEs of the pachytene chromosomes (69 +4.3% of
cells in Rad21l™/~ versus 12+3.6% in wild type, N=30,
at 17.5d.p.c. of age; Figure 8A). Chiasmata maintenance
requires meiotic cohesion from vyeast to mammals
(Buonomo et al, 2000; Hodges et al, 2005). The cohesin-
dependent mechanism for stabilizing sites of CO and centro-
meric cohesion is altered in an age-dependent manner

Pachy —/-

Figure 8 Female meiosis. (A) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and SYCP1 (green) in pachytene oocytes from wild-type and mutant
females showing normal (middle) and abnormal pairing (right). (B) Ovaries from RAD21L-deficient mice show atrophy with fibrosis and
depletion of follicles. Comparative histological analysis of ovaries from Rad21 [/~ and wild-type mice at 6 days (P6), 4 months (4 m) and 12
months (12m) of age. Arrows indicate follicles and asterisks corpora lutea. Bar represents 500 pum in 4 m and 12 m, and 100 um in P6.
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leading to chromosome missegregation and aneuploidy
(Hodges et al, 2005; Revenkova et al, 2010). Diakinesis/
metaphase I chromosomes from RAD21L-deficient oocytes
were normal and 20 bivalents were always observed
(Supplementary Figure S8B), indicating that RAD2IL is not
involved in chromosome cohesion during female meiosis.
Taken together, these results suggest that a cohesion defect
was not the underlying cause of the age-dependent infertility
(Hodges et al, 2005; Chiang et al, 2010; Lister et al, 2010). Next,
we comparatively studied the histology of ovaries from 12-
month-old wild-type and mutant female mice and observed
remarkable differences. While control ovaries showed more
than five follicles at different stages of folliculogenesis and
several corpora lutea, mutant ovaries displayed atrophy with a
complete loss of primordial follicles (Figure 8B). In 4-month-
old mice, the mutant ovaries presented a reduced number of
follicles but a similar number of corpora lutea as wild-type
littermates (Figure 8B). Thus, the ratio between the numbers
of follicles and the numbers of corpora lutea is reduced in the
Rad211~/~ when compared with controls. To further delineate
at which stage during development this reduction is achieved,
we histologically analysed ovaries from 6-day-old females
(P6), a time point at which all oocytes are already arrested
in dictyate (Peters, 1969). A four-fold decrease (4.1%0.6,
N=4) in the number of small oocytes in the outer cortex
where primordial follicles occur was found in Rad21l™/~
compared with Rad21l™/". However, no substantial differ-
ences in the numbers of growing oocytes in the preantral stage
of follicle development, which occupy the inner part of the
cortex, were observed (Figure 8B; Peters, 1969). This demon-
strates that young mutant females are able to ovulate physio-
logically in a similar way as the controls, and predicts that
females will exhaust their pool of oocytes earlier than their
wild-type counterparts leading to premature infertility.

In terms of human disease, this pathology resembles
premature ovarian failure and its aetiology includes a strong
genetic component (Shelling, 2010). In addition, women who
suffer from ovarian failure after cancer chemotherapy or
older healthy women also demonstrate a strikingly similar
atrophy of the ovaries as we here observed in Rad21l™/~
female mice (Meirow et al, 2007).

Sexual dimorphism in fertility in mouse mutants

Defects in early stages of the meiotic prophase I are common
in several mouse mutants where meiotic genes have been
ablated, these include Spoll, Sycp3, Sycp2, Fkbp6 and Trip13
(Baudat et al, 2000; Yuan et al, 2000; Crackower et al, 2003;
Yang et al, 2006; Li and Schimenti, 2007). Smclp and Rec8
null mice are the only cohesin-deficient mice analysed meio-
tically and are infertile, while Rad21 null mice are not viable
(Xu et al, 2010). REC8-deficient mice fail to maintain inter-
homologous synapsis, which leads to meiotic arrest in both
genders (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005). SmcIf mutant
mice show an arrest in pachytene stage in males, whereas
females have weaker synapsis defect allowing progression up
to the second division but they show unjoined chromatids
due to a loss of centromeric cohesion (Revenkova et al,
2004). The RAD21L-deficient males generated and analysed
in the present study reveal a phenotype as severe as the one
observed in the Rec8 mutant male mice, which also show a
zygotene-like arrest. However, the subfertility of the RAD21L-
deficient females is much milder than in SMC1f and REC8
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female mice (Bannister et al, 2004; Revenkova et al, 2004;
Xu et al, 2005).

Sexual dimorphism in meiotic genes has been previously
observed in SYCP3 and SYCP2 mutant mice, where males are
infertile whereas females are only subfertile (Yuan et al, 2000,
2002; Yang et al, 2006). This dimorphism has been attributed
to a very weak synapsis surveillance mechanism and a
reduced stringency of the spindle assemble checkpoint in
oocytes in comparison to spermatocytes (Hunt and Hassold,
2002; Nagaoka et al, 2011), but this can also be explained by
the prolonged prophase arrest following bivalent formation,
which lasts from birth until ovulation. After this long-term
arrest of oocytes at dictyate, most of the components of the
former AEs/LEs of the disassembled SC do not remain/
relocate to the centromere or to the interchromatid domain
of the bivalents at the next metaphase I. For instance, SYCP3,
SYCP2 and RAD21 have been localized at the AEs/LEs of the
SC during both male and female mouse meiosis, and also at
the centromeres of metaphase I bivalents in spermatocytes
(Offenberg et al, 1998; Parra et al, 2004; Ishiguro et al, 2011)
but not in oocytes (Hodges et al, 2001; Tachibana-Konwalski
et al, 2010). Likewise, RAD21L disappears from the AEs/LEs
at dictyate and never labels the centromeres of metaphase I
bivalents in oocytes (Ishiguro et al, 2011). In agreement with
this, RAD21L-deficient females do not show premature loss of
cohesion at metaphase I (20 bivalents are observed;
Supplementary Figure S8B) and are therefore fertile. Thus,
it can be speculated that mutations in this set of proteins
(SYCP2, Yang et al, 2006; SYCP3, Yuan et al, 2000; Yuan et al,
2002; and RAD2IL, this study), yield male infertility and
female subfertility not only because of differences in the
checkpoints between genders, but also because these pro-
teins are not part of the segregation machinery of the
chromosomes during female meiosis. This difference be-
tween male and female meiosis might contribute to the
vulnerability of the female meiotic process by increasing
the likelihood of premature sister chromatid separation.

From the spermatogenic point of view, it has been claimed
that the meiotic sex chromosome inactivation (MSCI) that
takes place in the sex bivalent in mid-pachytene spermato-
cytes can underlie the dimorphic infertility of several mouse
mutants with a common type IV meiotic arrest (Barchi et al,
2005; Mahadevaiah et al, 2008). Recently, it has been eluci-
dated that when MSCI fails at mid-pachytene, two pro-
apoptotic transcription factors located at the Y chromosome
(ZFY1/2) drive pachytene-arrested spermatocytes into a pro-
grammed cell death (Royo et al, 2010). We postulate that
these same genes could also lead to the apoptosis observed in
other mouse mutants with a developmental stage IV arrest,
which are blocked well before MSCI take place at mid-
pachytene. For instance, both DMC1- and SPO11-deficient
spermatocytes arrest at developmental stage IV and their
spermatocytes show similar level of apoptosis; however,
their arrest corresponds to zygotene and to a mid-pachytene
prophase, respectively (Yoshida et al, 1998; Baudat et al,
2000). Thus, we believe that the activation of the apoptotic
programme in zygotene-like-arrested mutants, such as
Rad21l™/~ spermatocytes, can be caused by the expression
of these and/or other unidentified pro-apoptotic genes for an
indefinite lapse of time during the zygotene-like arrest.

Finally, it has been highlighted that the sexual dimorphism
in fertility is dependent on those proteins that affect the
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organization of the AEs/chromatin of the male XY bivalent
(Kolas et al, 2005). This observation is also consistent with
RAD2I1L playing a specific role in the pairing and the devel-
opment of the sex body.

In yeast and vertebrates, a dual model of the ring closure of
the cohesin complex by the kleisins REC8/RAD21 has long
been accepted (Klein et al, 1999; Sonoda et al, 2001; Kudo
et al, 2006; Tachibana-Konwalski et al, 2010). This model has
been challenged by the existence of three meiosis-specific
paralogues of the o-kleisins family of proteins in C. elegans
(REC8, COH3, COH4). Similarly in mammals, the observed
severity and penetrance of the phenotype in mice lacking
RAD2I1L is comparable to the genetic ablation of the canoni-
cal meiotic kleisin REC8 in mouse spermatogenesis
(Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005), further demonstrating
that these Kkleisins are not redundant and are similarly
important in male meiotic prophase. Overall, these results
provide in vivo evidence for the functional relevance of the
a-kleisin RAD21L in SC assembly, homologous recombina-
tion, and synapsis during mammalian meiosis and suggest a
re-examination of the contribution of the a-kleisin paralogues
in mammalian meiosis.

Materials and methods

Immunocytology

Testes were detunicated and processed for spreading using a
conventional ‘dry-down’ technique or squashing (Parra et al, 2004).
Oocytes from fetal ovaries (E17.5 embryos) were digested with
collagenase, incubated in hypotonic buffer, disaggregated, fixed in
paraformaldehyde and incubated with the indicated antibodies for
immunofluorescence (see Supplementary data). Both polyclonal
antibodies against RAD21L (Gutiérrez-Caballero et al, 2011) were
used indistinctly for the IF and western blot data presented
throughout this work. In all the cases, the results were validated
with both antibodies.

Mice

We developed a non-conditional mutant mouse by standard gene
targeting methods using an insertional strategy. Briefly, two
homology arms separated apart by a gap were PCR amplified from
a BAC clone enclosing RAD21L and cloned into the plasmid
pS’HPRT (Adams et al, 2004). The targeting vector was linearized at
a new restriction site generated between both ends flanking the gap,
and electroporated in ES cells following standard procedures (see
Supplementary data). The genetic background under which the
mutation was analysed is a mixed BL6/129. The handling,
maintenance and care of the animals, as well as all procedures
performed in this study, were in accordance with the institutional
guidelines (CSIC and USAL). Rad21!"/~ and Rad21l*/* were used
as controls in all the experiments throughout the study. To simplify,
we only show the Rad211"/* and Rad211™/~ results.

FACS analysis

Wild-type, Rad211*/~ and Rad21l™/~ testicular cells preparation
and their DNA content measurement were performed by a standard
procedure (Kudo et al, 2009).
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OA assay

Testes from wild-type and Rad21l™/~ were detunicated and cultured
as previously described (Revenkova et al, 2004). Briefly,
5 x 10 cell/ml were plated in 35 x 10 mm? culture dishes containing
complete culture medium supplemented with 25 mM HEPES. Cells
were cultured at 32°C for 5-6h with 5pM OA (Sigma-Aldrich).
Spreading and immunofluorescence were performed as previously
mentioned.

Telomeric analysis

Squashed tubules were double immunolabelled with SYCP3 and
RAP1. For each nucleus, partial Z projections of the top, equator
and bottom portions were captured using an Olympus DP70 digital
camera controlled by AnalySIS software (Soft Imaging System). All
projections result from the superimposition of 15 focal planes
throughout a certain nuclear region.

Histology

For adult male histological analysis, mice were perfused and their
testes/ovaries were processed into serial paraffin sections and
stained with haematoxylin-eosin. For TUNEL assay, sections were
deparaffinized and apoptotic cells were detected with the In Situ
Cell Death Detection Kit (Roche) and counterstained with DAPI.
Apoptotic cells were pseudocoloured in green. Immunohistochem-
ical detection of proliferating cells with «-PCNA ab29 (1:200,
Abcam) involved antigen retrieval with citrate buffer at pH 6.0. For
histological studies of 13 and 19 days mice, testes were fixed in
Bouin’s fixative.

Giemsa staining of diakinesis-stage mouse oocytes

To analyse crossovers at diakinesis, we did chromosome prepara-
tions of oocytes (n>15 per female) from three females of 18 weeks
of age from each genotype following the method described
previously (Kan et al, 2008).

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online
(http://www.embojournal.org).
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ohesin is a conserved multisubunit protein com-
plex that participates in chromosome segregation,
DNA damage repair, chromatin regulation, and
synaptonemal complex (SC) formation. Yeast, but not
mice, depleted of the cohesin subunit Rec8 are defective
in the formation of the axial elements (AEs) of the SC, sug-
gesting that, in mammals, this function is not conserved. In
this paper, we show that spermatocytes from mice lacking

Introduction

In mammalian spermatogenesis, a subset of spermatogonia
undergoes a terminal round of DNA replication and then
enters meiosis. Meiosis is a specialized process in which two
successive rounds of chromosome segregation and cell divi-
sions occur without intervening DNA replication. This re-
duces the number of each chromosome from four copies in
the meiocyte to one copy in haploid gametes. At the initiation
of the prophase I, a proteinaceous structure called the axial
element (AE) begins to form along replicated sister chroma-
tids. Subsequently, the AEs of homologues become juxta-
posed by transverse element proteins (e.g., SYCP1, beginning
in zygonema), and the paired axes joined by transverse ele-
ments form the tripartite synaptonemal complexes (SCs) that
connect all homologues at pachynema (Yang and Wang,
2009). This dynamic protein complex provides the structural
framework in which homologous chromosomes undergo
close juxtaposition and repair of double-strand breaks (DSBs)
by recombination. Subsequently, but before the first meiotic
division, homologues desynapse but retain stable connections
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the two meiosis-specific cohesin subunits RAD21L and
REC8 were unable to initiate RAD51- but not DMC1-
mediated double-strand break repair, were not able to
assemble their AEs, and arrested as early as the leptotene
stage of prophase I, demonstrating that cohesin plays an
essential role in AE assembly that is conserved from yeast
to mammails.

formed by resolution of certain recombination events as
crossovers (visible as chiasmata). In most organisms, chias-
mata are required to enable proper orientation of homologues
on the meiosis I spindle before the first meiotic division. Sister
chromatid cohesion distal to crossovers maintains chiasmata
at their initial positions until anaphase 1.

During meiosis, sister chromatid cohesion is lost in two
consecutive steps. Loss of chromosome arm cohesion in ana-
phase I releases the linkage between homologues, allowing
them to segregate to opposite poles (Page and Hawley, 2003).
However, maintenance of centromeric cohesion by the action of
Shugoshin-like—2 in mammals ensures the generation of tension
by the proper attachment of sister chromatids to the meiosis 1I
spindle, enabling their proper segregation to opposite poles
(Llano et al., 2008; Gutiérrez-Caballero et al., 2012).

During the mitotic cell cycle, sister chromatid cohesion
is mediated by the multisubunit cohesin complex between
S phase and anaphase (Gruber et al., 2003; Unal et al., 2007;
Haering et al., 2008; Zhang et al., 2008). Structurally, the mi-
totic cohesin complex comprises four core proteins: SMCla,
SMC3, RAD21, and a HEAT repeat domain protein (STAG1

© 2012 Llano et al. This article is distributed under the terms of an Attribution—
Noncommercial-Share Alike-No Mirror Sites license for the first six months after the pub-
lication date (see http://www.rupress.org/terms). After six months it is available under a
Creative Commons License (Aftribution-Noncommercial-Share Alike 3.0 Unported license,
as described at http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).
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and STAG2; Watanabe, 2005; Hirano, 2006). SMCla and
SMC3 are members of the structural maintenance of a chro-
mosome family of ATPases, which heterodimerize in an anti-
parallel orientation. The a-kleisin subunit RAD21 closes the
ring cohesin complex and is the substrate of the protease sepa-
rase (Uhlmann et al., 2000). There are meiosis-specific mam-
malian paralogues of RAD21, SMCla, and STAG1-2, namely,
REC8 and RAD21L, SMCI1p, and STAG3, respectively
(Parisi et al., 1999; Prieto et al., 2001; Gruber et al., 2003;
Gutiérrez-Caballero et al., 2011), which lead to a variety of
meiosis-specific cohesin complexes (Ishiguro et al., 2011;
Gutiérrez-Caballero et al., 2011). Interestingly, yeast Rec8 is
necessary for stepwise release of sister chromatid cohesion in
meiosis, and this role is widely conserved across eukaryotes
(Klein et al., 1999; Golubovskaya et al., 2006; Severson et al.,
2009). Furthermore, the analysis of yeast mutants of Rec8
revealed additional functions in AE assembly, pairing of
homologues, synapsis, and recombination (Klein et al., 1999;
Watanabe and Nurse, 1999).

In mammals, cohesins colocalize and interact with the
structural AE components SYCP3 and SYCP2 (Suja and
Barbero, 2009). However, there is disagreement as to whether
the mammalian cohesin complex is an integral part of the AE
itself (Eijpe et al., 2003) or constitutes a different structure
of the chromosomal core (Pelttari et al., 2001). Mouse sper-
matocytes lacking SMC13, REC8, or RAD2I1L are able to
assemble AEs but undergo meiotic arrest at the zygotene or
early pachytene stages, with partially synapsed chromosomes
(Bannister et al., 2004; Revenkova et al., 2004; Herran et al.,
2011). REC8 is also dispensable for AE and SC assembly in
many higher eukaryotes, suggesting that cohesin may not be
universally required for AE assembly (Bhatt et al., 1999;
Bannister et al., 2004). However, Caenorhabditis elegans
depleted of the three meiosis-specific kleisins (Rec8, COH-3,
and COH-4) are unable to form AEs, similar to yeast bear-
ing rec8A or smc3A alleles (Klein et al., 1999; Severson
et al., 2009). These results suggest that this AE assembly
function might be obscured in other higher eukaryotes, such
as mammals, owing to the involvement of multiple kleisins
(Gutiérrez-Caballero et al., 2011; Ishiguro et al., 2011; Lee
and Hirano, 2011).

To better understand the role that cohesins play in
AE and SC assembly in mammals, we performed a genetic
depletion of the two meiosis-specific kleisins REC8 and
RAD21L in mice (Bannister et al., 2004; Herrdn et al., 2011).
Our results reveal that either of these kleisins is each suffi-
cient for association of the AE proteins SYCP3 and SYCP2
with chromosomes and that AE formation fails only in mice
lacking both kleisins. This failure to assemble AEs leads to
accumulation of cells with leptotene-like morphology, which
is, to the best of our knowledge, the earliest arrest of mouse
spermatogenesis ever reported. This evidence indicates that
meiotic cohesin complexes are essential structural components of
the AE from yeast to mammals. In addition, we show that mei-
otic cohesins function downstream of the SPO11-mediated DSB
formation and upstream of RADS51- but not DMC1-mediated
DSB repair.

JCB

Results and discussion

Mice lacking RADZ21L and RECS8 develop
normally but are infertile

Mice lacking either of two meiosis-specific cohesin subunits,
RECS8 or RAD21L, show similar defects in meiosis. To test for
possible overlap in the functions of these two kleisin proteins,
we generated kleisin double-knockout (dKO) mice. Rad211™"~
Rec8~, henceforth dKO-kls animals, were obtained from crosses
of double heterozygotes (Rec8"~ and Rad211"'") in the expected
Mendelian ratios and analyzed. dKO-kls mice developed nor-
mally and displayed no overt defects besides infertility. As ex-
pected from the phenotypes of the single Rec8 and Rad21l
mutants, all the dKO-kls mice (n = 11) were infertile (unpub-
lished data; Bannister et al., 2004; Herran et al., 2011). The
testes from dKO-kls mice were reduced in size, weighing 30 +
3 mg at 6-8 wk of age compared with 103 + 8 mg in wild-type
males (Fig. 1 A and Table S1). Furthermore, histological exam-
ination of testes from 6—8-wk-old dKO-kls males revealed sem-
iniferous tubules that were always devoid of postmeiotic cell
types, despite the presence of spermatogonia, and Sertoli and
Leydig cells (Fig. 1 B and not depicted). Similar defects were
also observed in the Rec§-deficient and Rad21L-deficient mice
(Fig. 1, A and B; Bannister et al., 2004; Herran et al., 2011).

Meiotic kleisins are essential for the
formation of AEs in spermatocytes
We staged and examined spermatocyte spreads by immuno-
localization of SYCP3. In the absence of RAD21L and RECS, AE
assembly and synapsis between homologues were disrupted
very early (Fig. 1, C and D). dKO-kIs spermatocytes arrested at
a leptotene-like stage (100% of cells) were characterized by the
punctate aggregates of SYCP3. In contrast, thin threads were
observed in late leptotene spermatocytes from wild-type and
single mutant mice (Fig. 1, C and D). SYCP2, another axial pro-
tein, colocalized with SYCP3 in these aggregates (Fig. 1 D).
Antibodies against SYCP1 were used to determine whether trans-
verse components of the SC assembled in dKO-kls mutant sper-
matocytes. The aggregates of AE proteins did not show reactivity
with SYCP1 antibodies, indicating an absence of transverse fila-
ment assembly (n = 120; Fig. 1 D). In agreement with previous
studies, spermatocytes of Rad21l and Rec8 single mutant mice
arrested at a zygotene-like stage, displaying several fragmented
AFEs and some partially synapsed lateral elements (LEs) that
never progressed to the expected 19 fully synapsed autosomal
bivalent chromosomes observed in wild-type pachynema (un-
published data; Bannister et al., 2004; Herran et al., 2011).
Tubule section in wild-type mice can be categorized in
stages running from I to XII according to the spectrum of germ
cell types that are present (Russell et al., 1990). Following these
criteria, dKO-kls, Rad2 11, and Rec8 mutant mice appeared to be
arrested at stage IV of the seminiferous epithelium cycle (Fig. 1 B;
Herrén et al., 2011). In wild-type tubules, stage IV typically corre-
sponds to midpachynema. At this stage, mutant spermatocytes
that fail to complete recombination and/or chromosome synap-
sis will usually undergo apoptosis (de Rooij and de Boer, 2003).
As examples, MSH5-, DMCI1-, or SPO1 1-deficient spermatocytes
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Figure 1. Absence of RAD21L and REC8 arrest mouse spermatogenesis in early prophase 1. (A) dKO-ls mice show a 70% reduction in testes size compared
with wild type. Similar reductions are observed in Rad2 1/~ and Rec8 7~ males. (B) Mutation of both Rad2 1/ and Rec8 elicits an arrest of spermatogenesis
at stage IV characterized by intermediate spermatogonia (arrows) in a representative section of a seminiferous tubule. Massive apoptosis of spermatocytes
(condensed nuclei indicated by asterisks) and absence of mature spermatozoa/spermatids are observed in the dKO-xkls tubules. A similar arrest is observed
in seminiferous tubules from singly mutant Rad21/ and Rec8 mice. (C) Inmunolabeling for SYCP3 in spermatocytes from a wild-type mouse at early and
late leptonema and spermatocytes arrested at a leptotene-like stage from a dKO-kIs mouse. (D) dKO-kls spermatocytes arrested at the leptotene-like stage
show absence of chromosomal synapsis. Double immunolabeling for SYCP3 and SYCP2 or SYCP1 shows SYCP3/SYCP2 aggregates without synapsis
as indicated by the lack of SYCP1 labeling in double mutant spermatocytes. Spermatocytes from Rad21/~/~ (zygotene-like arrest), Rec8 7/~ (zygotene-like
arrest), and wild-type (zygotene stage) mice show AEs and synapsed LEs with stretches of SYCP1. Bars: (A) 5 mm; (B) 25 pm; (C and D) 100 pm.
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Figure 2. Meiotic cohesins are dispensable for DSB formation but not for normal loading of RAD51. (A) Double immunolabeling of SYCP3 and y-H2AX.
In wildtype spermatocytes, y-H2AX labels the chromatin from leptonema to pachynema when the signal disappears from autosomal chromosomes and
remains only on sex body chromatin (not depicted). In the single and dKO-kls mutants, y-H2AX also labels leptotene chromatin. (B) Double immunolabel-
ing of SYCP3 and RADS51. In wild-type spermatocytes and spermatocytes of single Rad2 1/ or Rec8 mutants, RAD51 localizes to AEs/LEs at leptonema. In
Rec87/~ Rad21/"/~ spermatocytes, there is an 8.5-fold reduction in the number of RAD51 foci. Bars, 100 pm.

arrest at stage [V, but the terminal stage was described as zygo-
nema, late zygonema, and midpachynema, respectively, based
on the progression of synapsis (Yoshida et al., 1998; de Vries
et al., 1999; Baudat et al., 2000). Interestingly, dKO-kls sper-
matocytes arrest at a stage best described as leptonema be-
cause they lack AEs yet remain viable up to stage IV. The
absence of later stages indicates that these spermatocytes
then undergo apoptosis, likely caused by activation of meiotic
checkpoints. Thus, disruption of the meiotic cohesin complexes

leads to absence of AEs, which elicits spermatocyte death after
an extended leptotene-like stage.

We next sought to determine how recombination mechanisms are
affected by the absence of RAD21L and RECS8. Programmed
DSBs that initiate meiotic recombination are normally generated
by the nuclease SPO11 at the early leptotene stage (Keeney, 2001).
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Figure 3. Normal loading of DMC1 and RPA accumulation at leptonema-
arrested dKO-kls spermatocytes. Double immunolabeling of SYCP3 and
DMCT or RPA. (A) In wild-type and dKO-kls spermatocytes, DMC1 protein
localizes to AEs/LEs at leptonema. (B) In dKO-kls spermatocytes, there is a
threefold increase in the numbers of RPA foci at the leptotene-like arrest in
comparison with wild-type spermatocytes. Bars, 100 pm.

We analyzed break formation in mutant spermatocytes using
antibodies against the y-H2AX, a histone variant that is phos-
phorylated during early prophase I in response to SPO11-induced
DSBs in an ATM-dependent manner (Mahadevaiah et al., 2001).
As seen in Fig. 2 A, 100% of leptotene-like arrested spermato-
cytes from dKO-kls mice showed a positive staining that was
similar to that observed in the wild-type mice (87 + 30 vs. 92 + 56;
Table S1). This suggests that the formation of programmed
DSBs is not markedly altered in dKO-kls mice. However, the
presence of y-H2AX staining in all the arrested spermato-
cytes from dKO-kls animals indicates that breaks are not
repaired efficiently.

We further analyzed the recombination process to ad-
dress why DSBs are not repaired in the double mutant sper-
matocytes. After DSBs are induced, the broken ends are
resected, and the strand invasion enzymes RAD51 and DMC1
are recruited to the resulting single-strand DNA overhangs to
promote homologue pairing and DNA repair (Symington and
Gautier, 2011). In wild-type leptotene spermatocytes, RAD51
and DMC1 assemble on the AEs/LEs of bivalents and dis-
appear toward pachynema, with the exception of the unsyn-
apsed portions of the sex chromosome AEs (Tarsounas et al.,
1999). As shown in Fig. 2 B, wild-type spermatocytes showed
70-150 RADS1 foci (111 + 32). In contrast, the dKO-kls con-
tained only a few RADS1 foci (14 £ 5, P < 0.05; Table S1). Next,
we monitored the loading of DMC1, a meiosis-specific para-
logue of RADS1. In wild-type spermatocytes, both recombinases
colocalize extensively such that most recombination-associated
foci contain both proteins (Tarsounas et al., 1999). Intriguingly,
immunofluorescence with a DMC1-specific antibody revealed
no detectable difference in numbers of DMCI1 foci between
wild type and dKO-kls in leptonema (52 + 20 vs. 54 = 19;
Table S1 and Fig. 3 A). The presence of an equivalent number
of DMC1 foci in double mutant leptotene spermatocytes im-
plies that the y-H2AX labeling in the dKO-kIs spermatocytes
is very likely generated by the meiotic SPO11 nuclease.

Next, we determined the distribution of the replication
protein A (RPA) in dKO-kls spermatocytes. RPA is a single-
stranded DNA-binding protein that enhances the formation of
RADS51 and DMCl filaments in vitro. RPA is first detected in
few foci at leptonema. The initial binding of RPA to single-
strand DNA at the resected ends of DSBs is supposed to be too
transient to be cytologically detected by immunofluorescence
because RPA is rapidly displaced by RAD51/DMCI (Yang et al.,
2008). Subsequently, after RAD51/DMC1 loading, abundant
RPA foci are detected in the synapsed regions of the LEs at
zygonema (Krogh and Symington, 2004; Moens et al., 2007).
Intriguingly, despite failure to proceed beyond leptonema, RPA
foci were increased threefold in the dKO-kls spermatocytes rel-
ative to wild type (55 £ 19 vs. 18 £+ 10, P < 0.05; Table S1 and
Fig. 3 B), which is very likely caused by the sharp reduction in
the loading of RADS1 (Fig. 2 B; Roig et al., 2010). TRIP13 is
the mammalian orthologue of the yeast Pch2 (pachytene check-
point 2) gene, and its deletion leads to a block of spermatogen-
esis and oogenesis because of defects in DSB repair (Li and
Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Interestingly, 7rip13 mutant
spermatocytes accumulate RPA foci in leptonema and also show
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Figure 4. Cohesin complexes in the absence of RAD21L and REC8. Double immunofluorescence of SYCP3 and either RAD21, SMC3, SMC18, or STAG3.
In wildtype leptotene spermatocytes, the cohesins RAD21, SMC3, SMC18, and STAG3 colocalize with SYCP3 along the AEs of the chromosomes. In
Rad2 11 and Rec8 single mutant leptotene spermatocytes, RAD21, SMC3, SMC18, and STAG3 colocalize also with SYCP3 along the AEs/LEs of the chro-
mosomes. In spermatocytes from dKO-ls, arrested at leptonema, SMC18 and STAG3 are not detected by immunofluorescence, whereas immunolabeling
for RAD21 and SMC3 renders robust and very faint fluorescence signals, respectively. Bar, 100 pm.

a sharply reduced number of RADS51 foci and an accumulation can be genetically dissected. Collectively, our results indicate
of DMC1 foci at leptonema (Roig et al., 2010). Thus, the RADS51 that meiotic cohesins are dispensable for the loading of DMC1
and DMC1 homologous recombination pathways, although but are essential for normal loading of RADS51 (Xu et al., 2003;
very similar biochemically (Kagawa and Kurumizaka, 2010), Sharan et al., 2004; Yang et al., 2008; Roig et al., 2010).
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Cohesin complexes in mutant
spermatocytes

In the absence of SYCP3, the cohesin complex persists at a re-
sidual AE-like chromosomal core in mouse meiocytes (Pelttari
et al., 2001; Kolas et al., 2004; Kouznetsova et al., 2005). We
evaluated whether deficiency of both RAD21L and REC8
compromised the loading of other cohesin subunits by immuno-
staining for the cohesin subunits STAG3, SMC3, SMCI1,
and RAD21 (Fig. 4). Surprisingly, we observed robust stain-
ing only for RAD21, which colocalized with SYCP3 labeling,
and much fainter staining of SMC3 (Fig. 4). We did not detect
either STAG3 or SMCI1p (Fig. 4), suggesting that these co-
hesin subunits are complexed in vivo with REC8 and RAD21L
kleisins. Collectively, these data suggest that the two o-kleisins,
RAD21L and RECS, are not epistatic and sustain most, if
not all, meiosis-specific cohesin complexes involved in AE
formation and SC assembly. Our results are consistent with
the observation that RAD21 is present on chromosome axes
from leptonema to diplonema in mouse spermatocytes (this
paper; Herran et al., 2011) but contrast with one study in which
RAD?21 was first detected in the pachytene stage (Ishiguro
et al., 2011). Because we observed RAD21 immunolabeling
in the Rad211™"~, Rec8™'~, and dKo-kls spermatocytes (Fig. 4),
cross-reactivity of our antibody with RAD21L and/or REC8 is
not likely the reason for these contrasting results, as previ-
ously claimed (Ishiguro et al., 2011). This early localization of
RAD21 would suggest a direct role of this kleisin in establish-
ing cohesion in premeiotic S phase.

Sister chromatid cohesion in the absence
of meiotic kleisins

In addition to their role in AE formation and DNA looping
(Revenkova and Jessberger, 2006; Novak et al., 2008), cohesin
complexes must tether the two sister chromatids from S phase
until the onset of anaphase, when separase is activated, cleaves
the a-kleisin RAD21 subunit, and leads to opening of the cohe-
sin ring (Hauf et al., 2001). Thus, a deficiency for two out of the
three mammalian kleisins could partially affect chromosomal
cohesion and/or replication of the premeiocyte/meiocyte. To
test this possibility, we performed FACS analysis of whole cells
from seminiferous tubules, which showed the existence of tetra-
ploid compartment in dKO-kls testes (Fig. S1). Next, we per-
formed FISH analysis (one probe from the X and one probe

Rad211”"

Figure 5. dKO-kls spermatocytes are proficient for sister
chromatid cohesion. Hybridization of two DNA probes to the
X and Y chromosomes renders a single dot signal for each
probe in both wildtype and dKO-kIs spermatocytes. Clear
FISH signals for both probes can be observed in 63% of the
90 leptonema-like cells analyzed. Bar, 100 pm.

from the Y chromosomes) in dKO-kls spermatocytes (Fig. 5).
The results revealed a single signal for each chromosome probe
(corresponding to two closed and tethered sister chromatids).
Collectively, these results suggest that sister chromatid cohe-
sion is properly established in the preceding S phase through
the somatic a-kleisin RAD21 subunit complexed with the
SMC3 and SMCla or SMC1 subunits. This result implies that
meiosis-specific cohesin complexes are dispensable for cohe-
sion, by itself, and are specifically required for SC structure.

To our knowledge, deletion of both REC8 and RAD21L
leads to the earliest arrest of mouse meiotic prophase reported
to date, including the mutations for the individual cohesins
RECS, SMC1p, and RAD21L and the structural additional
components SYCP3, SYCP1, and SYCP2 (Yuan et al., 2000;
Bannister et al., 2004; Revenkova et al., 2004; de Vries et al.,
2005; Yang et al., 2006; Herrdn et al., 2011). Interestingly, it
was reported very recently that SYCP1 and SYCP3 double de-
ficiency does not abolish the loading of the meiotic cohesin
complexes nor the presynaptic pairing and early homologous
recombination in mouse meiocytes (Kouznetsova et al., 2011).
Thus, the meiotic cohesin complexes are required to initiate
AE/LE assembly in mammals (and not vice versa), which is a
prerequisite for SC formation. Our findings provide evidence
for a crucial role for meiotic cohesins (REC8- and RAD21L-
containing cohesin complexes) in the very early assembly of the
AEs of the mammalian SC, revealing that this process is con-
served from yeast to mammals.

Materials and methods

Immunocytology and antibodies

Testes were detunicated and processed for spreading using the “dry-down”
technique (Peters et al., 1997). The slides were rinsed three times for 5 min
in PBS and incubated overnight at room temperature with primary anti-
bodies diluted in PBS. The primary antibodies used for immunofluorescence
were rabbit «SMC3 serum K987 (1:20), rabbit «SMC18 serum K974
(1:20; Prieto et al., 2004), rabbit «STAG3 serum K403 (1:20; Prieto et al.,
2001), rabbit aRAD21 IgG K854 (1:5; Prieto et al., 2002), rabbit «SYCP2
serum K1035 (1:20), mouse aSYCP3 IgG sc-74569 (1:100), rabbit
aRADS1 sc-8349 (1:30), and PC130 (1:5; EMD; provided by J. Page,
Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Spain), rabbit «DMC1 sc-22768
(1:20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit aSYCP1 IgG ab15090
(1:200; Abcam), rabbit anti—y-H2AX (ser139) IgG (#07-164; 1:200; Mil-
lipore), and rabbit aRPA IgG (1:300; provided by E. Marcon, Toronto Uni-
versity, Toronto, Canada). The secondary antibodies used were TRITC
a-mouse 115-095-146/a-rabbit 111-025-144 and FITC a-mouse 115-
095-146/a-rabbit 111-095-045 (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
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Inc.; all 1:100). Slides were visualized at room temperature using a micro-
scope (Axioplan 2; Carl Zeiss) with 63x objectives with an aperture of 1.4
(Carl Zeiss). Images were taken with a digital camera (ORCA-ER; Hamamatsu
Photonics) and processed with OPENLAB 4.0.3 (PerkinElmer) and Photo-
shop (Adobe).

Mice

The mutation at the Rad21/7/~ locus is a null allele generated by gene tar-
gefing using an insertional targeting vector (Herrdn et al., 2011). Mice
were genotyped by genomic Southern blot analysis of tail genomic DNA
digested with Spel and hybridized with a 5" external probe. The probe (1 kb)
was generated by PCR using the primers 5-ACTAGTCTAAATAAAGGTCTT-3’
and 5'-GATTTAAGCATGAATGAAGTAAC-3'. The mutation at the Rec8
locus is a null allele (premature stop codon at exon 6) isolated in a forward
genetic screen for mouse infertility (Bannister et al., 2004). Mice were gen-
otyped by direct sequencing of the PCR-amplified exon 6 from genomic
DNA using the primers 5-CCTTTACATCCCTGTTCTC-3’ and 5'-ACAG-
GAACACCAACTAACTC-3'. dKO-kls mice were obtained by genetic
crossing of double heferozygote mice (Rec8*~ Rad21/*/") and compared
with single mutant and wild-type littermates. All animal experiments were
reviewed and approved by the Consejo Superior de Investigaciones Cienti-
ficas (Spanish Research Council) and the Universidad de Salamanca
National Committee on Bioethics.

FISH andlysis

The mouse Y-specific probes were obtained by PCR using the following
three set of primers: 1S, 5 TAGGATGGTAAGCCCAATGC-3’; 1AS, 5'-TTG-
GTTGGTTAATIGTTTIGGG-3'; 2S, 5-CATGCCCCTTGGACTGAC-3'; 2AS,
5'-CTTTTTTITITCCCCCTCTGG-3'; 3§, 5'-TCCTCTTGCAGAGAAGGGAC-3’;
and 3AS, 5-CCTCCGCTCCAATCCTATCA-3’ (Navin et al., 1996). The
X-specific DNA probe is a pericentromeric DNA fragment cloned in a plas-
mid (Disteche et al., 1985). Both probes were labeled by Nick translation
with Dig-11-deoxy-UTP and Bio-16-deoxy-UTP and hybridized to sper-
matocyte spreads following standard procedures. In brief, slides were pre-
treated with pepsin (0.005% in 0.01 N HCl for 5 min at 37°C), dehydrated,
and RNase treated (0.1 mg/ml in PBS for 1 h at 37°C). After denaturation
in 70% formamide during 3 min at 75°C, slides were dehydrated in ice-
cold ethanol and hybridized overnight at 37°C to a denatured DNA probe.
After washing (50% formamide and 2x SSC at 42°C), biotin- and digoxi-
genin-abeled probes were immunodetected using streptavidin-Cy3/goat
biotinylated antistreptavidin/streptavidin-Cy3 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) and mouse antidigoxigenin-FITC/goat anti-mouse/rabbit
anti-mouse-FITC (Roche), respectively (Pendds et al., 1994).

FACS andlysis

Wild-type, Rad21/7/~, and dKO-kls testicular cell preparation and their
DNA content measurement were performed as previously described
(Malkov et al., 1998). In brief, testes were dissected in separation me-
dium (4 mM rglutamine, 1.5 mM sodium pyruvate, 10% fetal calf
serum, and 75 mg/ml ampicillin in DME containing nonessential amino
acids). After decapsulation, the tubules were then treated with collage-
nase for 5 min at 37°C. The sedimented seminiferous cords were
washed in separation medium and treated with 2.5 pg/ml trypsin and
1 U/ml DNase | for 2 min at 37°C. Using a pair of scalpels, the tubules
were disintegrated, and the resulting tissue suspension was passed
through a 50-pm nylon mesh, washed twice by centrifugation, and
counted. Cells were brought to a concentration of 2 x 10° cells/ml in
separation medium, diluted 1:1 with propidium iodide solution (10 mM Tris,
pH 8, T mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, 0.7 mg/ml RNase A, and
0.05 mg/ml propidium iodide), and freshly analyzed by a cell-sorting
instrument (FACSort; BD).

Online supplemental material

Fig. ST shows that the absence of RAD21L and REC8 does not impair DNA
replication and does not provoke loss of chromatid cohesion in dKO-kls sper-
matocytes. Table S1 shows the number of early recombination-associated
foci in spermatocytes and the weight of testis from wild-type and dKO-kls
mice. Online supplemental material is available at http://www.jcb.org/
cgi/content/full/jcb.201201100/DC1.
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Figure S1. The absence of RAD21L and REC8 does not impair DNA replication. DNA content of the cells from the seminiferous tubules in the dKO-ks.
FACs analysis of cells from whole seminiferous tubules from wild-type, Rad21//~, and dKO-kls testes showing the presence of the tetraploid compart-
ment in the three genotypes (n = 2). In addition, both Rad21/"/~ and dKOkls, but not wild type, lack the haploid compartment as a result of the pro-
phase arrest at stage V.

Table S1. Number of early recombination-associated foci in spermatocytes and the weight of testis from wild-type and dKO-kls mice

Genotype Weight of testis v-H2AX fluorescence No. of RAD51 foci No. of DMC1 foci No. of RPA foci
in leptonema in leptonema in leptonema
mg arbitrary unit
Wild type 103+8;n=8 92.3 £56.2; n=40 110.7 £ 31.8;, n=35 51.8 +20.9; n=40 18.3+9.7;,n=36
dKO-kls 30+3;n=8° 86.7 + 29.6; n = 43 13.7 £5.4;n=35° 539+194;,n=40 555+187;n=238°

eSignificantly different from wild type (P < 0.05).
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