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Una de las interacciones gaméticas importantes que aseguran el
éxito de la fecundacién es aguella que ocurre entre la membrana
plasmidtica del espermatozoide y 1la zona pelicida (ZP), una cubierta
acelular gue rodea al ovocito. La interaccién se produce com>
resultado del reconocimiento entre moléculas especificas del esperma-
tozoide vy de la ZP.

No ha sido todavia posible determinar cual(es) es(son los
receptor(es) espermdticos para la ZP. Sin embargz, se sabe que la
ZP3, una de las glicoproteinas de la ZP de ratén, es responsable de
la unidén al espermatozoide, actuando com: ligandc.  Luego de dicha
unién, la ZP3 induce la reaccidn acrosdémica (RAY, un evento exccitdéd-
tico gue ocurre como resultado de la fusidn y vesiculacidn de la
membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa. Esto permite
la liberacién del contenido acrosomal dejando expuesta la membrana
acrcsomal interna.

En esta tesis se estudié alguncs de los eventos moleculares que
ccurren durante la fecundacién en el ratén. Especificamente aquelles
involucrados en la interaccién espermatozoide-ZP y la RA inducida por
la ZP3.

En el vatén, la RA ha sido separada en dos fases: 1) fase de

transicién de "B" a "S" y 2) fase de transicién de "S" a "AR".
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El anticuerpo monoclonal murino M2, dirigido contra un antigenc
de espermatozoides de ratén se empled en algunos de los experimentos
realizados en este trabajo porgue inhibe la RA inducida fisioclégica-
mente (ZP), perc no la inducida farmacolégicamente (iondforo de
calcio, A 22187). Se determinéd gque el anticuerpo moroclonal M42
bloguea especificamente las RA inducidas por 1a ZP3. Sin embargs, si
el anticuerpn se agrega & espermatozoides gue se encuentran en un
estado intermedic de la RA ("8"), mo tiere efecto sobre la RA. Estas
observaciones llevaron a sugerir que el anticuerpo MEZ  actda en una
face temprana del proceso, y que no puede bloguear 1la RA uwna ver gque
la cascada de reaccicones se ha iniciade.

Es posible que durante la primera fase de transicidén de la RA
ccurra un reordenamiento de moléculas a nivel de la membrana. Asi,
quizds el anticuerpo M2 actde blecgueando el movimiento de los
componentes de  la membrana. De esta forma, una vez que 2l recrdens-
miento y la formacién de complejos moleculares se produce, ya no es
capar de iphibir el proceso. Con esta idea en mente y tratando de
comprender cémo ZP3 se une a los  receptores espermdticos Yy luegs
induce la RA se ersayd la hipétesis que la ZFE podria producir la
agregacién de los receptores en el espermatozoide, desencadenardo las
reaccicnes que llevan a la RA. Se sabe que pequencs glicopéptideos de
la ZP2 retieren su habilidad de unirse a lcs espermatozcides pero no
inducen la RA, lo cual sugiere que el gatillamiento de la RA requiere
de la parte peptidica de la ZPG. La hipdtesis se examind entonces,
incubands espermatozoides con glicopéptides de la ZP y utilizando

comz entrecruzador de los glicopédptidos unidos, anticuerpos




policlonales anti-ZP3. Se observé que la bivalencia de los anticuer-
pos era suficiente para inducir la RA. Mientras tanto, fragmentos
Fab de IgG anti-ZP3 (monovalentes) no inducian la RA, a menos que sSe
adicicnara un segundc anticuerpo bivalente tapaz de entrecruzar los
fragmentes Fab  (Ig6 anti-comejo). Estos hallazgos sugieren que la
agregacién de proteinas del espermatozoide, reconocidas por los
gliccpdptides de la IP3, es suficiente para gatillar los eventos que
ccurven durante la exccitosis acroscomal.

Se desconoce cuales son las rutas bioquimicas gque siguen al
evento de agregacién.  Sin embargo, en espermatozoides de ratén se
han identificade algunas moléculas y se han detectado algunos
procesos que participan en ia "trareduccidén” de seRales en membranas
de cdlulas somaticas. Es el caso de proteinas requladas por nucled-
tidos de guanina (B.), fosfalipasa £, flujo de calcic y protornes vy
proteina guinasa-C.

Por analogia con mecanismos de nrransduccidn”  de sefales presen—
tes en cotros tipos  celulares (células con receptores a insulina o a
facter de crecimiento epidermall), se estudié la existencia, en
espermatozoides de ratén, de una proteina quinasa especifica pava
tirosima. Para esto se utilizd  anticuerpos policlonales monoespeci-
ficos anti-fosfotirosina y se observd que tres proteinas espermaticas
de pescs moleculares 52, 75, Y o5 kD reaécic-naban con ellos. las
proteinas fosforiladas de OS2 y 5 kD se detectaron sélo en espermato-
zoides capacitades, mientras que la de 95 kD estaba presente también
en espermatozoides frescos. 2demds, se encontréd gue el nivel de

inmurareactividad de la proteina de 95 kD no esti relacionada con la




motilidad, pera si aumenta con la capacitacidén e interaccién de los
espermatozoides con la ZP.

Por otra parte, se intentd¢d abordar la caracterizacidén del
receptor del espermatozoide para 1a 2ZP2, utilizando ensayos de
miestern Blot" de proteinas espermaticas probadas directamente con
proteinas de 1a ZP purificadas vy marcadas radicactivamente. 1z=] 7P
y 125]1-ZP3 reacclonarcn de igual manera con proteinas de €=y 42 KD y
aunque se desconsce la relacién que existe entre estas ultimas, en
cuanto a su interaccién con ZP, resultd interesante que una proteina
de 95 kD se uniera a la glicoproteina de la ZP y pudiera &l mismo
tiempo servir de sustratc para una tiresina quinasa. Las siguientes
chservaciones sugieren que pudiera tratarse de la misma proteina: a)
proteinas espermaticas de 95 kD unidas a la ZP reaccionan ademds con
anticuerpss anti-fosfotivosina de una marera que es dependiente de 1a
concentracién de la ZP y b) los anticuerpos anti-fesfotirosina
reaccicnan con proteinas localizadas en la regién acrosomal, la misma
Avea de los espermatozoides gue Se ha demcstrade unen ZPS.

Los resultades presentados en esta tesis son utilirzados en la
elabsracién de un madele que explique, & nivel molecular, como la ZP3
induce la cascada de reacciones picguimicas gue llevan a la exccito-

cis acrosomal.

xvi




The interaction between mamnalian spermatozoa and the zona
pellucida (ZP), an aceliular ccat surrounding the oocyte, is a
crucial step in the fertilization process. This interaction involves
reccgnition between specific molecules present in  the sperm plasma
membrare ard in the ZP.

Sperm receptor(s) for 7P binding hasthave) not been tharacterized
yvet. However, it is krewn that ZP3, one of the three glycoproteins
of the ZIP, is responsible for the binding activity (ligandl. After
such a binding, ZP2 irduces the acrosome reaction ¢(AR), an exccytotic
event that takes place as a result of fusion and vesiculation of the
sperm plasma membrane with the outer acroscmal membrane. Subsequent -
1y, the acrosomal content is released and the inrner acroscmal
membrare becomes the limiting membrane.

In this thesis we studied some of the molecular events that take
place during fortilization in mouse. Specifically, those related
with sperm-ZP interaction and the AR induced by ZP3.

In mouse, the AR has been cubdivided in tws steps: 1) transition
botween "BE" to "SY, and 2) transition between ngr o "AR".

Tte murine monoclonal  antibody, M4z, directed against a mouse
sperm antipen, was used in some of these ewperiments, since it
inmhibits physioclogically (ZP? but not pharmacclogically (Ca=*

iormophore, A 23187) induced AR. It is shown here, that M2 antibody
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specifically blocks AR induced by ZP3. However, when it is added to
sperm that are already in an intermediate state of the AR ey, it
has no effect on  the surface. These firmdings suggest that the Md2
antibedy acts in an early step of the AR cascade and that it is
unsble tc prevent subsequent events of this cascade once it has been
initiated.

1t is likely that during the first transition step of the AR, &
molecular rearvengement at the membrane surface takes place. In this’
vegard, perhaps the M4z antibody acts by blocking the movement of
components  in the membrane, therefore, once the rearrengement and
formation of molecular complexes is underway, the antibody is no
longer effective. Having this in mind, and trying to understand Fow
deoes ZP2 bind to sperm receptors and then induce the AR, the hypo-
thesis that ZP2 might cause the aggoregation of sperm recepiors,
trigogering the reacticons that lead to AR, was tested. It is known,
that small ZP2 glycopeptides retain their binding activity but not
AR-imducing activity, suagesting that the polypeptide portion of ZP3
is important for AR trigoeving. in order to test the hypothesis,
sperm were incubated with ZP glycopeptides ard polyclonal antibodies
anti-ZP2 were used as a cross-linking agent of sperm-bound glycopep—
tides. It was found that bivalency of the antibodies was sufficient
ta irduce the AR.  Whereas, univalent Fab fragments of anti-ZP3 Ichs,
da not induce the AR, unless & second bivalent antibody, able to
cress-link  the Fab fragments, was added to the medium. These

findinos suggest that the aggregation of sperm proteins  that are
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recognized by ZP3 glycopeptides, is emough to trigger the events
leading to acrosomal exocytosis.

Tt is unknown which are the biochemical routes Tfollowing the
aggregation event. However, some molecules and processes that
participate in membrane signal transduction in somatic cells, have
been identified in mouse Sperm. This is the case of specific guanire
nucleotides regulatory proteins (G:), phospholipase C, Ca=+r and H*
fluxes, and protein kinase C.

By analogy with signal transduction mechanisms that exist in
other cell types (cells possessing insulin or epidermal growth factor
receptors), the presence of a protein tyrosine kinase was studied in
mouse sperm. Monospecific polyclonal antibodies anti-phosphotyrosire
were used for this purpose, and three spevrm proteins with molecular
wheight of 95, 75, and 32 1D were found tyrcsine phosphorylated. The
=2 and 75 kD proteins were detected only in capacitated sperm, while
the 95 kD protein was phosphorylated  in both, fresh and capacitated
sperm. Furthermore, it was found that the immuncreactivity of the 95
KD protein with the antibedies is not related to sperm motility, but
it is increased with capacitation and further with sperm ZP-binding.

On the other hand, it was attempted to characterire sperm
receptor for ZP3 by using Western Blot assay of sperm proteins
directly probed with purified and 1abelled ZP proteins. 2=I1-ZP and
1257 -7P3 react with 95 and 42 kKD sperm proteins in a similar evtent.
Although, the relationship botween these 95 ard 42 kD proteins is
unknown, it is interesting that a 95 kD protein that binds to pAE]

could alse serve as a substrate for protein tyrosine kinase. The
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following observations suggest that it might be the same protein: &)
o5 kD sperm proteins that bimd to ZP also react with anti-phospho-
tyrosine antibodies in a ZP-cancentration deperndent manner, and bl
anti-phosphotyrosine antibodies react with proteins lacalized in the
acroscmal region, the same avea of the sperm shown to bind ZP3.

The findings presented in this thesis are used to present a model
which explain, at a molecular level how does ZP3 irnduce the castade

of biochemical veactions leading to the acrosomal exacytosis.
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INTRODUECION

El desarrolle de la mayoria de los animales comienza con la
fecurdacidén, un proceso dorde dos células haploides altamente
especializadas se fusicnan para generar una célula diploide denomi-
nada cigoto. Los mecanismos que regulan y controlan la precisidén de
1a fecurdacion existen en maltiples niveles para asegurar la exitosa
continuidad de la vida. En mamiferos, asi como en  Numerosos otros
grupos animales, dichas células haploides son: el gameto femenino, U
ovocite, y el gameto masculino, © espermatozoide.

La maduracién completa de los espermatozides es un requerimiento
importante para que ambos gametos puedan reconocerse e interactuar
entre si. El espermatozoide maduro, pusde ser »capacitado” vy
pernetrar a través de las capas celulares y arelulares gque rodean al
ovocito para fecundarlo (Bedfard, 1983; Yanagimachi, 1586 .

Las envolturas del ovocito constituyen las barreras de 1a
fecundacidén y aseguran la epleccidn del espermatozoide que es
funcionalmente adecuado. La cubierta mas externa, denominada clmulo
césforo, €5 una masa de células de la capa granulosa del foliculo,
que se encuentra embebida en una matriz extracelular compuesta por
glicosaminoglicanos. Ecta barrera pusde ser sobrepasada por los
espermatozoides cuya motilidad es suficiente para penetraria. La
cubierta acelular mas interna del huevo es la zona pelicida (ZP3, una

especie de ligando que reacciona con los espermatozoides y que ademas




detiere el paso de pspermatozoides adicionales, una vez que €l huevo
ha sido fecundado (Wassarman, 1957a, bl .

Uno de los eventos gque provee especificidad a 1la fecundacidén es
15 unién del espermatozoide & la ZP, y esta especificidad indica ia
presencia de moléculas de reronocimiento en ambas partes. Como
ronsecuencia de la interaccién de estas moléculas, se desencadena un
evento exocitético en la cabeza del espermatozoide conocido como
reaccién del acrcsama (RA). Los mecanismos gque median esta interac-
cién, particularmente agquellos que ocurven a nivel molecular, Son muy
poto  conocidos  peroy algunas evidencias. que seran detalladas mas
adelante sefalan gue éstos podrian ser muy similares a los gue operan
en otros sistemas en donde la interaccién de dos molérulas desenca-
dena una respuesta celular. Por esto, la interaccién entre las
moléculas del  espermatozoide vy las de la ZP serd considerada como la
gue ocurre entre un veceptor y su ligando en células somaticas. Se
dencminard "receptores" a aguellas moléculas del espermatozoide que
sierdo proteinas de la membrana, S uren a un ligando en forma
especifica, saturable y desencadenan una respussta celular. Por otra
parte, las moléculas de 1a ZP que se unen & los receptores del
espermatozoide se dermominaran ligandos.

En el cass del ratén se sabe que en la interaccién espermatozoi-
de-ZP, que es previa a la penetracién del primerc a través de 1a
zona, el espermatozoide sigue una secuencia de al mencs tres eventos
conccidos comos adhesién, unidn a ia ZP, y RA (Hartmann et al., 19723

Saling et al., 1973; Wassarman et al., 1985al.




La adhesitn vy la unién a la ZP se han diferenciado mecénicamen-—
te. &si, espermatozoides adheridos a la ZP pueden ser removidos por
pipetec suave o centrifugacidén en gradiente de deneidad, mientras que
los unidos, MO Son afectados por este gratamiento (Saling et al.,
19785. La unién es, entonces, la interaccién que corresponde a
agquella, especifica y saturable, semejante a la que ocurre entre un
receptor y su ligando.

La propiedad del espermatozoide de unirse & la ZP es funcidn de
su maduracién epididimal y de ia presencia de Ca™". Sin embargs, O
requiere haber sido previamente capacitado (Saling, 1932). La RA, Ben
cambio, si depende de la capacitacién y esto parece estar relacionado
directamente con la movilidad de las moléculas de la membrana.

La capacitacién es un proceso de naturaleza mo precisada,
necesario para que el espermatozoide adquiera motilidad hiperactiva y
la posibilidad de experimentar la RA (Fraser, 1977; Fraser and Ahuja,
1988; Yanagimachi, 1968). Se ha sugeride que uno de los cambios
importantes que ocurven durante la capacitacién es el aumento en la
permeabilidad y fluidez en microdominios de la membrana debido a ia
disminucién en su contenido de colestercl (6o and Wolf, 19830.

Se concidera al acrosoma coms un liscsoma modificado o gramulo de
zimégena (Friend, 19772, vy se encuentra ubicado en la regidn antericr
de la cabeza del espermatozoide entre el niclec vy la membrana
plasmatica. Esta limitado por una sola membrana que al plegarse da
origen a las llamadas membrana acroscmal interna y externa. La RA es
un evento exocitético que ocurre COmo resultade de la Tfusidn en

diversos puntos de la membrana plasmética con la membrana acrosomal




externa. Se produce una vesiculacién de las membranas Yy la conse-
cuente liberacién del contenido acrosomal (Wassarman, 1989).

En algunas especies, fundamentalmente en el cobayo vy en el
hamster, es posible examinar directamente la presencia del acrosoma
con microscopia de luz (Huang et al., 1981). Sin embarg>, €n muchas
otras se requiere de técnicas de fluorescencia o microscopia electré-
nica (Saling and Storey, 1979; Florman et al., 1954; Cross et al.,
1985), Especificamente en el ratén, se utiliza un método de fluores-—
cencia que permite seguir la RA y definir tres patrones de fluores-
cencia: "B" (barded), "S" (spotty? y "AR" (acrosame reactedd), por los
cuales pasa un espenatozoide capatitadc y con acrosoma intacto, hasta
que se completa la RA (Saling and Storey, 1979; Ward and Storey,
1984; Lee and Storey, 19850,

la ZP de ovocitos de ratén contiene tres glicoproteinas sulfata-
das llamadas ZPi, ZP2 y IP3 (Shimizu et al., 1983). Estas proteinas
son altamente glicosiladas Yy esto explica el rango amplic de pescs
moleculares (M) que se observa cuando son separadas por electrofore-
sis en o=les de poliacrilamida, en presencia de dodecil sulfato de
sodic (PARE-SDS) vy en cordiciones ne  reductoras. Los M, promedios
que s2 les han asignado son: 200 kD para ZP1, 120 KD para ZP2 y B3 kD
para ZP3. Los estudics ultrasstructurales indican que la ZP e5 una
matriz tridimensional porosa y altamente organizada. Lla P2 vy la IP3
son mondmeros que se  ordenan en dimeros de ZP2-ZP3 que se repiten
formando filamentos ramificados, mientras que la ZP1 es un dimero gue
entrecruza estos filamentos (Bleil ard Wassarman, 19580a; Greve and

Wassarman, 1985; Wassarman, 1909y, La ZP estd compuesta por estas




proteinas en diferentes proporcicnes. La menos aburdante, 1la ZPi,
tiere probablemente un papel estructural mientras que, la ZF2 y la
2P3 parecen estar involucradas en la union del espermatozoide a la
ZP.

Utilizando ensayos de competencia en 1la unién & la ZP, se
determintd que la ZP2 era la responsable de  l1a interaccién entre la
zcna y los espermatozoides vy que ia ZP1 vy la ZPZ no tenian efecto
significative en el ensayo (Bleil and Wassarman, 1980D; Wassarman et
al., 1985b). Ademas, estudios autorradiograficos de monta jes
completos de espermatozoides incubados  con 128]-7P2 o con ¥*@>21-7P2,
mostraron que la ZF2 se une a espermatozoides con Acrosoma intacto
pero e a espermatozoides reaccionados. En cambic, la ZF2 se une
preferentemente a espermatozoides con  acrosoma reaccionado. Esto
1levé a sugerir que la ZP3 estaba involucrada en la  unién primaria vy
que la 7ZP2 era el ligando oue mediaba la unién secundaria del
espermatozoide, recesaria para mantenerlo unido a la ZP una vez gque
ha ocurride la Ra (Bleil and Wassarman, 1985; Bleil et al., 1968).

La molécula de ZP3 (83 kD) esta compuesta por una cadena polipep-
tidica de 44 kD y oligosacarideos ligados a nitrégeno (N0 © & oxigeno
(D) (Florman and Wassarman, 1983%). Para evaluar la funcionalidad de
la ZP3, esta molécula fue sometida a tratamientos gquimicos vy enzima-
ticos gue permitieron ensayar por separado sus diferentes grupos.
lUsando R-N-acetil-D-glucosaminidasa (Florman and Wassarman, 19892,
se determiné gue la eliminacién de oligosacaridos ligados a N de 1a
7P2 (Elder and Alexarder, 1982) no afectaba su interaccidén con para

el receptor espermatico. 5in embarge, la desglicosilacicn casi




completa de 1a molécula por tratamiento con acido trifluorometano-
sulfénico (Edge et al., 19813 impedia a la ZP3 unirse al espermato-
zoide. Ademds, si la ZP3 era sometida a una hidrélisis alcalina
suave, que la dejaba como una cadena polipeptidica glicosilada sclo
en los residuos N (Sharon, 1973, dejaba de unirse & los espermato-
zoides. Por otra parte, si 1la ZP3 era digerida con pronasa, los
glicopéptidos que se ochtenian y cuyo M. fluctuaba entre 1.5-6 kD, se
unian a los espermatozoides (Florman et al., 1994). Estas observa-
ciones sugirieron gue la actividad de ligandc de la ZIP3 podia ser
atribuida a sus grupos ocligosacdridos ligados a O.

Se ha determinado, ademds, gue la porcién polipeptidica de la ZP3
es responsable de la actividad inductora de la RA (Bleil and Wassar-
man, 1983), vya gue pequehos glicopéptidos obtenidos de la molécula
son capaces de unirse a los espermatozoides pere no inducen la RA
(Florman et al., 1964). En este contexts, Endo y col. (1987a,b)
presentaron datos controvertides que indicaban, que la presencia de
la parte peptidica de Ia& 7P2 o era suficiente para inducir la RA.
La base de tal aseveracidn se encuentra en los experimentcs que se
sefialan brevemente a continuacién: ovocitos obtenidos de oviductos de
hembras supercvuladas se trataron con el éster activoe de forbol, 12-
O-tetradecancil forbol 13-acetato (TPA). El édster, gue 5 un
activador de la proteina quinasa C, actta a nivel del huevo irdu-
ciernda cambics en las glicoproteinas de la ZP, que aparentemente se
assme jan a los gue se producen con la fecundacion. La ZP2  no cambia
su M, ni su movilidad electrofardtica en geles bidimensicnales. 8Sin

embargo, es capar de unirse al receptor del espermatozoide, perc D2




de inducir la RA. los espermatozoides tratados con la ZP3 modificada
por el TPA (TPA-ZP) logran avanzar hasta el pstado intermedic de la
RA (patrén "S") perc O la completan. En este caso, la parte
peptidica de la 7P2 estaba presente perc no era funcional.

La identificacién de 1laf(s) moléculals) del espermatozoide que
sirve(n) come receptor(es) para la ZF2 es todavia un problema no
resuelto. Se ha seguido muchas rutas diferentes para identificar el
receptar y s ha sugerido diversas moléculas para esta funcion como:
galactosil transferasa (Lépez et al., 1985, fucosil transferasa
(Hoshi et al., 1983), fucosa @ proteinas gue uren sulfato de fucosa
(Shalogi et al., 1965; Huang et al., 19820 vy sitio sensible a inhibi-
dor de +tripsinma (Saling, 1981D. Mientras la inhibicién de cada uno
de estos sitios blogusa la union entre el espermatozoide y la ZP, la
relacién que pueda existiv entre las moléculas responsables de estas
actividades no es clara. Ademas, ningins de ellas ha sido aislada
del espermatozoide ni caracterizada, vy la evidencia que existe para
postular a la galactosil transferasa comos el cardidate mas probable
para ser el receptor, estd siendo cuesticnada (Benau et al., 1988;
Fraser and Ahuja, 1988; Saling, 1583).

En el laboratoric en que se realizé ecsta tesis se ha intentado
recientemente abordar el problema de la identificacién de los
componentes espermaticos involucrados =n la interaccién de gametos de
ratén, mediante anticuerpos moroclonales (mAcs) de ratén gue reconc—
cen antigeros del espermatozoide. Estos pusden ser usados comc
sordas en  la exploracién de eventos que ccurren durante la fecunda-

cién. Con esta metodologia se ha producide algunos MACS  capaces de




bloquear la fecundacitn en estades definidos, aungque no en el estado
de unién del espermatozoide a la ZP (Saling and Lakoski, 1985; Sali;ng
and Waibel, 1985; Saling et al., 19683). El mas estudiado de estos
anticusrpos ha sido el mAc M4z (Saling, 1986; Saling et al., 19963,b;
Lakoski et al., 1968), que es una inmunoglobulina G (IgE) que se une
a un antigeno presente en la cresta acrosomal  del espermatozoide de
ratén. Anilisis mediante »immunoblot”, realizado con espermatozoides
obtenides de la regién caudal del epididimo, ha demostrado que el mAc
M4z detecta dos bandas de M. de 200 y 220 kD. El anticuerpo Maz
inhibe la fecurdacién in vitro en un procesc deperdiente de la
concentracidn y de la presencia de la 7P. Durante la fecurdacidén in
vitre (Saling and Lakoski, 196%), o© in vivo (Saling et al., 19883),
el mAc Maz ejerce su efecto irhibierdo la RA en espermatozoides
unides a 1a ZP. Mas aln, se sabe que MEZ inhibe 1la RA inducida
fisiclogicamente por la ZIP y mo agquella inducida por el iontdforo de
calcio AZ3187 (Saling, 19863. Sin embarga, ain Do S8 COnoee el
mecanisms por el cual el anticuerpo ejerce este efecto.

Hasta ahora ) no se sabe coimc el receptar del espermatozoide
niramsduce” el estimulo, provocado pov ia unién del ligando (ZP) a su
receptor (proteinas espermaticas) hasta gatillar la respuesta telular
que es la RA. Sin embargs, se sabe que algunss de los factores que
han side involucrados en  rutas de "transduccién" de sefiales en
diversos tipos celulares  (Bilman, 1987; Neer and Clapham, 19881
parecen estar también presentes en el espermatozoide. Algunes de
pstos factores son: flujos de =y H+, proteinas reguladas por

rnuclestides de guanina (proteinzs G), proteina quinasa C (PK-C) &




inositol fosfatos, y fosfolipasa C (PL-C). Estos seran discutidos
brevemente en los siguientes parrafos.

En el vatén, la presencia de Ca=* es un requerimiento absoluto
para que ocurra la RA (Fraser ard Ahuja, 1988), y =& sabe que uho de
los cambios que se observa en la primera fase de 13 RA (durante la
tramsicion de "B" a "S") es un aumento en la concentracidén de Ca=*
intracelular (Lee and Storey, 15587 . Se sabe también gue, en los
espermatozcides que poseen SUS membranas acrosomales intactas, existe
un gradiente de H™ que se pierde cuando los espermatozoides avanzan
hacia el patrén "S" de la RA (Lee and Storey, 1985). Esto significa
probablemente que ocurre una calida de H* durante la primera fase de
ia RA. Finalmente, se ha sugeridc que la reaccién primaria corres-
porde al aumento de Ca®* intracelular y que como consecuencia se
pierde el gradiente de H* (Lee arnd Storey, 19688).

En cédlulas somaticas, PK-C parece tener un papel importante en
eventcs de exccitosis y  su actividad enzimidtica pusde ser activada
pow 1,2-diacil glicerol (DAB) y por ésteres de forbol (Nishizuka,
1984; Berridge, 1966, 1987). Para ersayar si la PK-C esta implicatda
en la exotitosis acrosomal inducida por la ZF, los espermatozoides se
capacitaron en un medic gue contenia el éster de forbol (TPA) vy
postericormente se incubaron con ZP. Se chservd que la incubacién de
lcs espermatozoides con el TPA y la ZP, producia un cambic en la
cindtica de la RA acelerande la transitién de los espermatozoides de
"gY g "§Y y retardandc la transicién de "8* a "AR". La incubacidn de
los espermatozoides con DAG en lugar de TPA, mostraba el mismo

efecto. Ambos veactivos, TPA y DAB, actuaban solamente en presencia




de la ZP, ya que aun cuando se usaron concentraciones altas de ellos
mo se observé efecto alguno en ausencia de la ZP. Debido a que el
aumente de DAG fisiclégico se debe en parte a la activacién del cicle
de recambic de incsitol fosfatos, se sugirio también un papel de los
inositol fosfatos en la RA inducida por la ZP (Lee et al., 1987).
Ademds, se sabe que la enzima responsable de la produccion de DAS en
1a célula, la fosfolipasa € (PL-C), tanbién se encusntra presente en
espermatozoides de ratén (Ndeto, 19681 .

Muchos receptores de la superficie celular actian a través de
proteinas reguladas por nucledtidos de guanina (proteines G las
cuales acoplan €l receptor al sistema apropiago para generar las
cefales en la membrana plasmatica (Casey and Gilman, 1988). Un
ejemple clasico de tal sistema reoulador es la modulacidn por
estimilacién (via B.) e inhibicién (via Gi) de la enzima adenilato
ciclasa (Gilman, 1994; Birnbauwrer et al., 19853. la evidencia
reciente obtenida de una variedad de sistemas sugiere que una familia
creciente de proteinas tipo B. esta presente en las células. Los
miembros de esta familia se han definido por la habilidad que tiene
1a subunidad o de la proteinz para ser ADP-ribosilada e imactivada
por la toxina pertussis (o 1AP) (Martin et al., 1985; Michell et al.,
1986). Se ha demostrado, ademds, que las proteinas tipo B. tienen la
habilidad de inhibir la adenilato ciclasa, pusden regular canales
iénicos (Yatani et al., 1987), inhibir corrientes de entrada de
calcio (Hoscheler et al., 1987), estimular el metabolismo de incsitol
fosfates (Cockcroft, 1987) y mediar indirectamente la actividad de la

fosfolipasa Az (Burch et al., 1986). En espermatozoides de ratén se
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ha demostrado, la presencia de proteinas de tipo B asociadas con el
praceso de RA (Enda et al., 1957c, 1988). Mas recientemente, se ha
identificado dos tipos de proteinas del tipo Gs en células
espermidticas de vaton que podrian ser funcionalmente diferentes
(Jores et al., 1989). Las proteinas § han sido irvoclucradas en la RA
porque cuando se capacitan espermatozoides en presencia de IAP Y
luego se  incuban con la ZP sclubilizada o con la ZP3 purificada, los
espermatozoides no experimentan la RA. Ademds, no progresan al
estado intermedic de la RA, lo que indica que IAP inhibe una de las
gtapas iniciales de la RA. Por lo tanto, el grupo de espermatozoides
tratadcs con IAP y luego con la ZP permarece en el patrén "B" y esto
ce correlacioma con la retencién del gradiente de H" a través de 1la
membrana. Par atra parte, cuardo los espermatozoides son capacitados
en presencia de IAP y luego jncubados con la ZP intacta mas TPA, su
fase de transicién de “B" a "S" =se ve acelerada, mientras que la de
ngh 5 "ARY, vetardada, y en la misma forma que ocurre en ausencia de
la incubacién inicial con IAP (lLee et al., 1987). Estc indica que el
efecto inhibitoric de IAP es sobrepasado completamente poy el efecto
del TPA vy la ZP. De la misma manera, RA espontaneas y aguellas
irnducidas por el iondforo de Ca=* AZ3187, no son inhibidas por la
incubacién con IAP (Erdo et al., 1908).

tes hallazgos anteriores demuestran que en el espermatozoide
existen elementos de "téansduccién" de seRales tipicos de otros tipos

celulares.




En esta tesis el objetive gereral fue estudiar ios procesos
moleculares involucrados en la RA irducida por la IP, teniendo como
hipétesis que una agregacién de receptores espermaticos es inducida
por la unién de la 7P3, gatillando la RA (Figura 1). En el ernsayo de
esta hipdtesis se utilizé como herramienta, glicopéptidos de ZF3 v
anticuerpos policlonales dirigidos contra la ZP3.

Dbjetivos especificos:
——Purificacién de las proteinas de la ZP.
——Fetudio de la relacién del antigeno M4z y la RA inducida por la
ZP3.

--Risqueda del (de los) receptor (es) espermatico(s) para la ZPS.

-—Ectudic de la presencia de una proteina quinasa especifica para

tirosina en espermatozoides de ratén.

Los resultades obtenidos son discutidos para presentar una nueva
visién de los eventos moleculares involucrados en el gatillamiento de

1a RA.
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FIGURA 1 : Esguema de la hipétesis de agregacién de los receptores
espermaticos irducida por la ZP3

Esta hipétesis plantea gue la unién de la 7P3 a sus receptores en la
membrana plasmatica del espermatozoide induciria un eventc de
agregacién que provoca la nitransduccion” de sefales a través de la
membrana, para desencadenar la RA. {A) representa moléculas hipote-
ticas de la ZP3. El circulo corresponde a la povcidn polipeptidica vy
las lireas a los cligosacéridos que se unen a los receptores. Cuando
las moléculas de ZP3 se incuban con los espermatozoides, los oligosa-
carides se uren a los veceptores de la membrana causando su agrega-
cién y gatillando la RA. (B) pequefios glitopéptidos de la ZP3 se
upen a los receptores, pero no inducen la RA. {€) ensayc de la
hipétesis: el entrecruzamiento de lcs glicopéptidos unidos a los
receptores espermdticos con anticuerpos dirigidos contra la ZPG,
deberia inducir la RA.
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MATERIALES Y METODOS

1. Preparacién de material biolégico y reactivos

1.1. Obtencidén de gametos

1.1.1. Dvocitos: Los ovocitos se retiraron de oviductos de
ratones de composicién gendtica homogénea  (€D-1, Charles River
Breeding Co., Wilmington, MA) . las hembras, de 42 dias de edad, se
las indujo a superovular por administracién intraperitoneal de S 141
de gonadotrofina de suerc de yegua prefiada seguidc, luegn de 36-56 h,
de 5 Ul de oonadotrofina coriénica humana. Despuds de la segunda
inyeccién (13-16 h mas tarde), las hembras se sacrificaran pov
dislocacién cervical y se extrajeron los oviductos, lce gue S8
recalectaron en aceite mireral (dimetilsiloxano 20 cs.j Do Corning,
Contour Chemical Co., North Reading, MAY a 37°C. Utilizando un
microscopio esterecscépica y agujas estériles de 2756 se rompieron las
ampollas hinchadas y de eeta manera se permitié la salida de los
avocitos en camule.  Para remover las células del cumulec odsforo, los
ovocitos recuperades se trasladaron a una gota de medic de cultivo
M modificade, ver Apgndice 1 para la preparacicn de medios y
soluciones tamponantes) que contenia hialuronidasa al 0.05% .
Después de 1-2 min de incubacién en hialurcnidasa los cvacitos se
trasladaron a gotas frescas de MO dorde por pipetec se sepavaron las
células de comulo adheridas a la ZP y s=e elimind la enzima. Llos

ovocitos obtenides de esta manera S€ emplearcn en los ensayos
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biolégicos y en la preparacién de 7P medificada por el éster de
forbol TPA.

Alternativamente, se obtuve las ZP de ovocitos de foliculos
ovaricos de ratones hembras CD-1 de 21 dias de edad, para utilizarles
en ensayos en gue Se requerian grandes cantidades de ZP y en los
cuales la presencia del ovarito no era necesaria.

1.1.2. Espermatozcides: Los espermatozoides se obtuvieron del
epididimo de ratones CD-t maduros a los que Se sacrificé por disloca-
cién cervical. La porcisn caudal de los epididimos se recolectaron
en MC o en solucién tamponante que contenia Tris/ NaCl Ctampén TN2.
Luege se vealizd cartes en el tejido epididimal para permitir la
salida de los espermatozoides y Su desaglutinacidén mediante una
incubacidn en TN ¢ en Mo por 35 min a 37°C. La capacitacién de los
espermatozoides se iogré por incubacién en MC par 60-90 min a 37C vy
en un ambiente con O f0./aire. Para capacitar espermatozoides,
dctos se resusperdieron siempre & una concentracién de 10° espermato-
zoides/ml vy en todos los ensayos, en gque se incubd espermatozoides
capacitados con cvacitos, se empled una concentracién  final de
S x 107 espermatozoides/ml.

La manipulacién de los gametos se realizéd bajo aceite mineral vy
su incubacién, se hizo a I7oC en un ambiente con SX Co=/aire.

1.2. Obtencidn de ZP de ovacitos ovaricos

El métode empleado para la obtencién de ZP de ovarios €5 una
modificacidén del procedimiento descrite por Lakoski y col. (1988).
Brevemente, ovavics chtenidos de 35 animales se recolectan en 4 ml de

tampén de homogeneizacidn  en hielo. El tejido se homogeniza con




vastago de vidrio y la suspensién resultante se lleva a 1% desoxito-
lato de sodic. Después de la homogeneizacidn se hace una centrifuga-
cisn en gradiente de Percoll y las ZIP se yecyperan extrayerdo la
barda que las contiene (Lakoski et al., 1988). La modificacién del
método consiste en agregar al material recuperado un volumen de
solucidn para congelar y descongelar vy cometeric a tres cicles de
congelamiento (en Nz liquidc) Y descongelamiento  (a 20=C). Lue=go,
ias 7P se lavan pow centrifugacién (800G g pov 15 min) y se congelan a
-80=C hasta el momento de usarlas.

La calidad del material obtenido se probdé por electroforesis en
geles de poliacrilamida- bisacrilamida (Bic-Rad laboratories,
Richmond, CA) al 7.5k en oresencia de SDS (PAGE-SDS) y en condicicnes
no reductoras. Las proteinas en el gel se visualizaron pov tincidn
con nitratc de plata (Wray et al., 198L).

1.3, Dbtencién de ZP modificadas por el TPA.

El tratamiento de los ovocitos con el éster de forbol TPA para
obterer las ZP modificadas se vealizé coma ha sido descrito en la
literatura (Erdo et al., 1987a,by y com SE irdica brevemente a
continuacidni. Los ovocitos obtenides del cviducto se recuperaron en
solucion MC-PVP, se trataron con 10 ng/ml de TPA en Mo-PVP por 60 min
a 37°C vy luegn se lavarcn con el misms medio sin TPA (5 veces). Los
ovocitos tratades se trasladaron & MC-PVP  acidificado & pH 4 para
e~lubilizar las ZP. Al cabo de 20 min, la solucitn gue contenia las
7P modificadas por TPA (TPA-ZIP) se retiré dejardo los ovocitos en el

fornddo de la capsula, y se reutralizé con NalbH 1 N.
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Se probé si las 1PA-ZP unian espermatozoides utilizando el
hicensayo de unidn de los espermatozoides a las 7P, que se describe
mas adelante (seccién 1.5.2). Se empled en este ensayo ovocitos
tratados con el TPA que se encontraban en el paso previc a la
solubilizacién de la ZP. Como tontrol se utilizaron ovocitos
tratados solamente con MC-PVF.

Después de demostrar que ljas TPA-ZP siguen uniéndose & los
ecpermatozoides, de ia misma forma que lo hacen lag ZP de los
ovocitos controles, se utilizaron en los ensayos de  induccidn de la
RA.

i.4. Preparacién de glicopéptidos de 1a ZP

Una de las preparvacicnes de ZP de ovarios de 35 ratores se lava Z
veces por centrifugacion (10000 g por S mind en tampén TN que
contenia CaCle (tampén TNC).  El sedimente se resusperdié en 100 pl
de la misma solucién y las ZP se eolubilizaron por calentamiento &
E0-C por 60 min. Las ZP solubilizadas se incubaron con pronasa del
tipo inscluble (pronasa conjugada con carboximetilcelulosa) a 37°C
por 12 h, agregando enzima fresca a las & h después de iniciada la
incubacién. El resultado de la digestién se ensayc por PAGE-SDS
usando gel de acrilamida-bisacrilamida al 15%. Se analizé por
electroforesis, 10 pl de la eolucién de proteinas de la ZP {aproxima-
damente 1 pa de proteina) antes vy después de la digestidn con pronasa
v las proteinas en el gel se visualizaron pov tincién con Azul de
Coomassie (Laemmli, 19700.

La habilidad de los glicopéptidos de la ZP para unirse a los

espermatozoides se probé usando ensayo de competencia en la unién de
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105 espermatozoides & las 2P, gque se describe mas adelante (seccidén
1.5.2), Se ensayaron 4 concentraciones diferentes de cada prepara-
cién de glicopéptidos y la capacidad de inhibir la unién se compard &
la que presentaban concentraciones conccidas de la ZP total, no
digerida y solubilizada. La concentracidn de las preparaciones de
glicopéptidos, definida como, cantidad equivalente de ZP/pl, se
calculé basidndose en dicho ensayo de competencia.

1.5, Ensaycs biolégices

1.5.1. Bicensayo de unién de espermatozoides a la ZP intacta

Se realizdéd este bicensayo con las ZP de owocitos obtenidos de
aviducto tratados y no tratados con TPA, asi comc también la de
ovocites de  foliculos ovaricos, incubando 20~30 IP con espermatozoi-
des capacitados en un volumen final de 20 pl de M, por 15 min, &
7<C y en un ambiente de 5L Che/aire. Finalizada la incubacidn, las
7P =e lavarch tres veces en MG, Y luego se  fijaron en glutaraldehido
al 2.5% en PBS, por S min. Despues de lavar las ZP nuevamente en M,
e hize un montaje completo de éstas entre portacbjets y cubrechjeto
para contar 1os espermatozcides unidos a cada ZP con ayuda de un
microscopic de contraste de fases.

1.5.2. Bicernsayo de competencia en la unién de espermatozcides a

ZP intactas

La habilidad de las ZP totales sclubiliradas, de las glicoprotei-
nas de la ZIP purificadas y de los glicopéptidos de la ZP, para unirse
a espermatozoides capacitatios se probd haciendo usc del ensayo de
competencia (Bleil and Wassarman, 1980b). Este ensayo consiste en

incubar por 10 min espermatozoides capacitagos con diversas
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concentraciones, expresadas en IP equivalentes/pl, de las proteinas a
ensayar. Bosteriormente, se agregan ovocitos con las ZP intactas y
luego de 15 min de coincubacién las ZP se lavan Yy montan como s
indicé anteriormente (ver seccién 1.5.1.), contandose el nimero de
espermatozoides unidos a cada ZP. 1 a disminucién del nimero de
espermatozoides unidos a las ZP s=e interpreta como una evidencia
irdirecta que las glicoproteinas © glicopéptidos en solucidén se han
unide a los receptores espermdticos y estén bloqueando  la unién de
los espermatozoides a las ZP intactas.

1.6, Evaluacién del estado del acrosoma por ersayc de

fluorescencia

Para estudiar el estado de integridad morfo—funcional del
acrosoma de espermatozoides capacitados e incubados bajo distintas
cordiciones se utilizé una técnica de fluorescencia que emplea el
antibiético clortetraciclina (CTC) (Saling and Stovey, 1979 Ward ard
Stovey, 1984), que al ser quelado en presencia de cationes divalentes
enite una sefal fluorescente que se hace mas intensa cuando mas
disminuye la polaridad del medic (Caswell and Hutchinson, 19713,
Par lo tanto, al incubarlo can los espermatozoides, estos muestran
diversos patrones de fluorescencia gque dependen del estadc en que se
encuentren sus membranas.  Asi, Se ha definido tres patrones de
fluorescencia gue permiten sequir la RA y Que corresponden & los
patrones "B, "S" vy wAR". El patrén "B" se observa en espermatozides
con acresoma intacto, el "5Y, en espermatozoides que se encuentran en

un estado intermedic de la RA Y el "AR", en espermatozoides con
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acrosoma completamente reaccionado (Saling ard Storey, 1979; Florman
and Storey, 1982; lLee arnd Storey, 1965).

El1 método consiste en jncubar 5 pl de la solucién de CTC con 5 p1
de la suspensién de espermatozoides sobre un portachjetos gque ha sido
entibiado previamente & a7oC., Despuds de 30 seg de incubacidén en
obscuridad y a 37°C, 1lcs espermatozoides se fijan agregando al medic
0.5 pl de glutaraldehido al 12.5% en Tris 1 M. ©Se cubre la prepara”
cién con un  cubrechb jetces y =€ examinan los espermatozoides con
epifluorescencia. La solucién de CIC debe ser preparada al momento
de usar y mantenida en obscuridad durante el ensayc.

En cada experimentc se examinaron mas de 100 espermatozoides pov
grupo de tratamiento y los datoes que se muestran representan un
promedic de al menos tres réplicas de cada cordicién experimental.

1.7. Purificacién de las glicoproteinas de la ZP

Las ZP de ovocitos de foliculos ovaricos que habian sido previa-
mente aisladas y almacenadas a -aeC se descongelaron y lavaron por
centrifugacien (10 000 g por 5 min) con solucién tampon PES-PVP. La
suspensién de ZP se equilibré a 4°C para proceder a marcar radicacti-
vamente las proteinss de las ZP segtn Bleil y Wassarman (1983) con
reactive *==1-Bolton Hunter (dster N-hidroxisuccinimida de Acido
p-hidroxifenil propidnico iodado; New England Nuclear, Boston, MAJ.
La marcacién se realizo incubardo ~10 000 ZP (aproximadamente 40 pg
de proteina) con 500 pCi del compuesto radicactivo por 15 min a 4°C.
Posteriormente, se pard la reaccién con glicina 0.1 Men PES-PVP.
Una ver marcadas, las ZP se lavaron con FES-FVP por centrifugacion

para retirar el compuesto radicactiva que no se unid a las proteinas.

20




La purificacién de las proteinas de la 7P se realizé por electro-
foresis y electroelucion (Bleil ard Wassarman, 1980aj Florman et al.,
19845 . Para la electroforesis se utilizé una camara vertical y un
sistema de solucidn tamponante Tris—glicina-8DS, Y el gel se prepart
con acrilamida-bisacrilamida al 7.5% (Lasmmli, 1970). L& muestra que
contenia las ZP marcadas se resuspendié  en mezcla desnaturante y se
sometié a ebullicidén por 3 Mmifi. Las proteinas desnaturadas se
separaron electroforéticamente y se detectaron por autoradicgrafia,
exponiendo el gel a un £ilm de rayos X (AR-5, Kodak) par 10 min a 4°C
entre laminas intensificadoras. Utilizandc marcadores agecuados de
pescs  moleculares (BRL Life Techrologies, Inc., Gaithersburg, MDY,
las proteinas de la ZIP se identificaron por su movilidad electrofore-
tica y les trozos de gel que contenian ZP1, ZIP2 y IPF3 se cortaron y
electroeluyeron a 300 V por 4 h, en caémara de Elutrap (Schleicher &
Schuell, Keere, NH.

Terminada la elucidn, las proteinas purificadas se recupevarch en
aparatos Centrican 20 (Amicon Corporation, Lexington, MA), que poseen
una membrana con limite de exclusién de 320 kD, vy &€ procedid a
dializarlas y concentrarlas por centrifugacidn. La dialisis se
realizé, primera contra urea 8M (para remover el 8pS) y luego contra
PES (para remover la urea). Posteriormente, las muestras se centri-
fugarcon hasta obtener un volumen aproximade de 100 pl y se congelaron

a -80=C para preservarlas hasta el momento de sev utilizadas.
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1.8. Reactivos immunclégicos

1.8.1. Anticuerpos monoclonales M2

El anticuerpo monoclonal (mAC) M42 se  aislé de sobrenadante de
cultivo de hibridomas pov cromatografia de sfinidad (Lakeski et al.,
1983 realizada con 196 anti ratén preparada en cabra, acoplada a
Sefarosa (Pharmacia, Uppsala, Sweden). Luego se dializé contra PBS ¥
e utilizd en los ensayos a una concentracién final de 200 pg/ml.

1.8.2. Anticuerpos policlonales anti-fosfotirosina

Se usaron dos preparaciones diferentes de anticuerpos paliclona-
les (pAcs) y tres preparaciones de mAcs dirigidos contra fosfobirosi-
ma para la inmuncdeteccién de residuos ge tirosina fosforilados
presentes en proteinas espermaticas. Los resultadcs obtenidos con
tedos ellos fuercs idénticos, por lo que se utilizé en los ensaycs
irdistintamente cualguiera de ellos. Una de las preparaciones de
pAcs, producida en conejo, se purificéd por cromatogratia de afinidad
con fosfotivosina como fuera descrito C(Wang, 1955), y fue donado por
1a Dra. Patricia Marmess. Este anticuerpo se utilizé en * i mnuncblots®
a una contentracién final de 0.5 pg/mi, y en immunofluorescencia
ifdirecta a 1 pg/ml. La seguda preparacién de pAcs, también
producida en conejos, fue proporcionada  por el Dr. Shelton Earp
(¥amps ard Sefton, 19883. Esta preparacién de anticusrpos purifica-
des se utilizé a una concentracién de 2 pg/ml en la inmunodeteccidn
de residucs de tirosina fosforilados. La deteccidn en ®imponublots®
de los pAcs anti-fosfotirosina se realizé por incubacién con **==I-IcB

anti-conejo preparada en cabra.
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Las tres preparaciones de mAcs anti-fosfotirosina donadas por el
Dr. John Glenmey (Blenney et al., 19880, se utilizaron en immuno-
blots" a una contentracién de 2 pg/ml. En la deteccién de los mACS
se incubé primero la nitrocelulosa con  Igs anti-ratén preparada en
conejo (fraccion edrica, dilucién 1: 100, Cappel Laboratories,
Malvern, PA) y lusgo con 1zs]-Ig5 anti-conejc preparada en cabra.

1.8.3. *=1-1d6 anti-comejo prepavada en cabra

igs anti-conejo preparada  en cabra purificada por atinidad,
jodada usando lcdogen, fue donada por el Dr. ¥eith Burridge. La
preparacién de anticuerpos marcados se empled a 10 cpm/ml en la
inmunodeteccidn de anticuerpos de ctonejo.

1.8.4. Anticuerpos policlonales dirigidos contra proteinas de la

7P y su purificacién

La cbtencisén de pAcs contra cada una de las glicoproteinas de la
7P s2 realizé inmunizandco cone jos machos blancos (New Zeland). Las
7P aisladas de cvocitos owaricos s separaron electroforéticamente
bajo condicicones DO reductoras en un g2l de acrilamida-bisacrilamida
al 7.5%. Posteriormente, las proteinas s tramsfirieron del gel a
papel de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, N de acuerdo a
la técnica de Toewbin vy col. (19791 y se localizaron las tres glicopro-
teines pov sS4 movilidad electrofordtica. Se cortaren cuidadosamente
las areas de la nitrocelulosa en dorde se ubicaban ZP2 y ZP3 ¥ luego
de secarlas se disclvieron en 200 pl de dimetil sultéxido. La
sclucién obtenida se mezcld con un volumen igual de aAdyuvante de
Freund y se utilizé para immunizar & los corejos machos (Knudsen,

1685, Los animales recibieron un total de 4 inmunizaciones. El
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dia 1, recibieron ~1 pg de proteina en Adyuvante de Freund Completo,
el dia 28, 56 y 100, recibieron ~1 pg, ~1 pPQY -3 pg de proteina,
respectivamente, en &dyuvante de Frewd Incompleto. Todas las
immunizaciones se realizaron via subcutdnes, inyectande & los
animales en diferentes puntos del lomo. Artes de comenzar las
inmunizaciones y 15 dias después de cada inyeccién, se extrajo sangre
de cada uno de los conejos Y los sueros obtenidos se titularon
mediante la técnica de ELISA (Noteboom et al., 19842, La reactividad
de los sueros con las proteinas de la ZP se ersayé mediante "immuno-
plots", com: sera descritco mas adelante.

Los sueros prelpmunes (controles) e inmunes anti-ZF2 y anti-ZP3,
se purificaron primero mediante una precipitacidn con sulfatc de
amonic al 507 a 4°C. El precipitado obtenido se lavé dos  veoes Con
solucién de sulfato de amonic al 50% por centrifugacidn (10 000 g pov
30 min, 4=C), se solubilizé en un volumen de PBS igual al inicial y
luegn se dializé vepetitivamente con PBS.

La fraccién no dializable se recuperd y purificéd pasardola a
través de una columna de afinidad de proteina A-Sefarcsa a 4=C.
Luego de cargada la muestra se lavé la columna con PES hasta gue la
densidad 4dptica a& Z8BO mm dismimuyéd a cerc y entonces las iIgs reteni-
das por  la columna se eluyercon con glicina O.1 M pH 3.0. El eluido
ce neutralizé inmediatamente con gotas de Tris 1 My las proteinas
purificadas se dializaron contra PBS a 4=C y luego se concentraron en
aparates de Centriprep 320 (Amicon Carporation, Lexington, Mas .

Alicuotas de 500 pl s2 almacenaron a ~20r=C.
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Los anticuerpos purificados s titularon mediante la técnica de
"Dot Blot” (Handman ard Jarvis, 1985).

1.8.5. Preparacién de 1o fragmentos Fab de anticuerpos anti-ZP3

Anticuerpos purificados anti-ZP3 se digirieron con papaina del
tipo inscluble siguiendo 1a técnica descrita por Goding (1996). La
enzima se lavd por centrifugacidén (10 000 g por 2 mir) con FBS Y
luego s& resuspendié en PES que contenia EDTA 2 aM vy cisteina S mM a
pH 7.5. Se dejé incubando pov 15 min a 37°C para inducir la activa-
cidn de la enzima y luego S8 incubé con las Igs anti-ZP3 en rotacidn
por 3 h a 37°C. Finalizada la incubacidn, se retir’rf- la enzima por
centrifugacién y la solucién que contenia los fragnentos se past pov
una columna de proteina A-Sefarcsa para Separar 10s fragmentos Fab de
ios fragmentos Foy moléculas de Igs sin digerir. La fraccidn de
proteina que no fue retenida por la columna, Y que corresponde &
aquella gue contiere los fragmentos Fab, se recolecto ¥ concentréd en
Centricon 30 a un volumen de 200-300 pl.

£l éxite de la digestidny purificacién de los fragmentos Fab se
determiné sometiendco 1as puestras a electroforesis enun oel de
acrilamida-bisacrilamida al 10% y las proteinas se visualizaron por
tincidn con Azul de Coomassie. La reactividad de los fragmentos se
ersayd por vimnunoblot” con  la ZP total, come s describirg poste-
ricrmente.

1.9. Caracterizacién de ios anticuerpos contra proteinas de la P

1.9.1. Titulacién de los suercs por ELISA

Pocillos de una placa de microtitulacién (96 pocillos, Dynatech

| aboratories Inc.) se activaron por desecacidn de 10 pl de solucidn
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que contenia la 7P total solubilizada a 10 pg/ml en tampan TNC. Una
vez activada la placa, los citios reactivos remamentes se blogusaron
con BSA 3%/ Nahks 10 mM en tampén TN durante 1-2 h a temperatura
ambiente y luego la placa se 1avé con TN/ Tween 20 al  0.5% durante 4
min. Posteriormente, se agregaron & los potillos activados dilucio-
nes ceriadas de los sueros a ensayar y S€ incubaron por toda la noche
a 4°C. Después de. lavar 4 veces por 4 min cada vez con TN/ Tween 20
al 0.5%, los anticuerpos unidos a las proteinas de la 7P se detecta-
ron incubando con peroxidasa conjugada a Igs anti-conejo preparada en
cabra (Kierkegaard & Pervry, Baithersburg, MAY utilizando 4-clove 1-
naftol como sustrato (Noteboom et al., 1984). La absorbancia del
producto coloreado de la reaccién se leydé & 405 rm en un lector de
EIA (Bio-Rad model 2230).

1.9.2. Ca;acterizacibn de suercs de conejo por *i mmunoblots”

con 1la ZP

Se descongeld las ZP obtenidas de ovotitos ovaricos de T
animales y se lavd dos veces con PES por centrifugacidén. Lusgs, las
ZP se resuspendieron en 100 pl de mezcla desnaturante y la suspensitn
resultante =e hirvié por S min. Para separar estas proteinas par
electraforesis, B8 pg de la suspensidn se cargarcn en un minigel
preparative de acrilamida-bisacrilamida al 7.5%. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron del oel a papel de nitrocelulosa y una vez
fipalizada la transferencia, el papel se incubd por i h enuna
selucitn de leche (sin materia grasa) al 3% en FES, para bloguear los
sitios remanentes. La l&mina de nitrocelulosa se corté en tiras de

5 mm de ancho para probar 1a reactividad entre las glicoproteinas y
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los distintos sueros. Se probarcn Sueros preinmunes e inmunes de
anti-ZP2 y anti-ZF3 a una dilucién de 1:500, para anti-ZP2, y 1:250,
para anti-ZP3 en sclucién de dilucidn para SUEroS. Despuds de 3 h a
37°C y con continua agitacién, las tiras de nitrocelulosa se lavaron
5 vetes con la misma salucién de dilucion Y cada lavadc se realizd
manteniendo la nitrecelulosa en agitacién por 15 min. Lusgo, las
tiras se incubaron por 1 h a 4°C en una sclucidén con 1= -Igb anti-
cone jo preparada en cabra para detectar el lugar donde se unieron los
anticuerpos primarios. Las tiras de nitrocelulosa se lavaron comc
antes, se dejaron secar Y lueps se expusievon a un film de raycs X
entre laminas intensificadoras a —70=C por toda la noche.

De la misha marera en gue se probé la reactividad y especificidad
de los antisuercs dirigidos contra las proteinas de la ZP, se
ersayaron las Igs purificadas y lcs fragnentos Fab de Igs anti-ZP3.

1.9.3. Titulacién de las Igs anti-ZP por la técnica de "Dot Rlot”

Los anticuerpos purificades se titularch mediante la técnica de
vpot  Blot” ubilizando diluciones seriadas de éstos (Handman and
Jarvis, 1985). Una 1amina de nitrocelulosa se embebid en solucidn
tampén TN y se monté en el aparato de microtitulacidn (Bico-Dot
micratitration apparatus, Bic-Rad, Richmond, CA). Se agregd & los
pocillos una solucién de TG, q.ue contenia la ZP total y solubilizada
(~100 ng/pacillol y se incubs por 1 b a temperatura ambiente. Lueoo
se bloquearcn los sitics remanentes de cada pocillo incubanda por 20
min con TN/ ESA 1%/ Nahes 10 mM. Después de lavar una vez con tampdn
TN, los pocillos se incubaron con diluciones seriadas de suercs

preimmunes © inmunes, anti-ZF2 o© anti-ZP3 por 1 h a temperatura
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ambiente. Se lavé nuevamente, peYo esta vez repetitivamente y con
tampén TN que contenia Tween 20 al 0.5%. Finalizado este lavado se
desercamblé la camara de "Dot Biot® y la nitrocelulosa se incubé en
TN/BSA 3%/ Nah 10 mM, para bloguear todos los sitios libres de la
lamina. Para seguir la reaccion de las Igs con las proteinas de la
ZP, se utilizé como segurda anticuerpo 2227 -] g5 anti-conejo preparada
en cabra, el tual se detecté por andlisis autoradicgrafico. De la
misma marera, se probd la reactividad de los anticuerpos dirigidcs
contra ZP2 y ZP3 con los glicopéptidcs de la ZP.

1.9.4. Ensayc de proteinas

La concentracién de proteinas se determingd por el ensayc de
proteinas de "Big-Rad" en placas de microtitulacién de 96 pocillos.
Los resultados se cuantificaron en un lector EIA, utilizando como

estardar la proteina BSA.

2. Anticuerpos monoclonales MAZ vy la reaccién acrosémica inducida

por la ZP

2.1. Efectc del mac MdZ sobre 1a actividad irductora de RA que

posee la ZP

Se incubd espermatozoides capatitades con o sin el mAc MaZ (200
pg IgG/mld) por 1S min en Mo a 37°C. Lueogo se agregd: a) sélo MGG B
7P total soclubilizada, o <) proteinas purificadas de la ZP, a una
concentracién de 4 ZP eqguivalentes/pl y se incubaron por 30 min
adiciomales en las condiciones antericres. Luegs se determind el
estade del acrosoma utilizando la técnica de CTC que ha sido ya

descrita.
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El ionéforo de calcio AZ3187 se utilizé como control positivo del
ensayc por Su capacidad ge producir la RA in vitro (Baling, 1996).
Espermatozoides obtenidos de la regidn caudal del epididimo se
capacitaron a 37°C en MC que contenia NaCl 60 oM; despuds de B0 min
se agregt el iondforo al medio Cconcentracién final 2 W en 0.1X
dimetilformamida; Calbiochem, La Jolla, CAY y la incubacién se
continué por 30 min adicionales. El estado del acrosoma se visualizé
mediante la técnica de CIC.

2.2. Efecto del mAc M42 sobre espermatozoides con acrosoma en

distintes estados de la reaccidn

Para determinar cuando el mAC M42 iphibe la RA se probé agregarlo
a dos arupos diferentes de espermatozoides: uno, dorde la mayoria de
ellos se encontraba con suU acyoscoma intacto (patrén "B" de fluores-
cencia) y el otro, donde los espermatozoides se encontraban princi-
palmente con su acrosoma en estado intermedio de la RA (patrén ugt de
fluorescencia)., Los espermatozoides capacitados y con Su acvrosoma
intacto se  incubaron con el anticuerpo MdZ (15 min? y luege con TPA-
ZP (30 min; 4 ZP/pll. £En otra grups experimental se invirtid el
corden de adicidén de maneva gue 1os espermatozoides se incubaronh
primerc con TPA-ZP (30 min; 4 ZP/pl) para obtener espermatozoides con
patron "S" de fluorescencia (Endo et al., 1987a), luego con el mAC
M4z (15 min) y finalmente con ZP (30 min; 4 ZP/pl).

Coms contral del experimento se estudié el efecto de las diversas
preparaciones de ZP en ausencia del anticuerpo. Espermatozoides
capacitados se incubaron sin ZP, con ZP total (4 ZP/ply, o con TPA-ZP

(4 ZP/pl). Despuds de 30 min se retiré una alicuota de cada grupo de
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tratamiento y se procesaron directamente para el ensayo de CTC. Llas
muestras que contenian TPA-ZP se incubaron por 30 min adicionales con
7P total solubilizada o© con TPA-ZP (4 ZP/pl). Otros controles
incluyeron incubaciones: a) con y sin TPA-ZP (4ZP/pl) por los mismos
tiempos de incubacion de los grupos experimentales y b} con TPA-ZP
por 45 min seguido por una adicién de TPA-ZP o ZP total solubilizada
con incubacién adicional de 30 min.

Las muestras de espermatozoides tratados en las diferentes

formas, Se Pprocesaran para  ensayo de CTC uma vez finalizadas las

incubaciones.

3. Estudio de la hipétesis de agregacién de receptores utilizardc Igs

anti~ZFP3

3.1, Efecto de Igs anti-ZP3 bivalentes sobre la actividad

irductora de la reaccién acrosémica

Se incubéd espermatozoides previamente capacitados en MC sin zP,
con ZP total solubilizada, con TPA-ZP o con aglicopéptidos de la 7P
(siempre & una concentracién de 4 ZP equivalentes/pl)  par 0 min a
g7oC en 5% COe/aire. A los espermatozoides preincubados se agregaron
anticuerpos anti~ZPZ o anti-ZP3 (concentracidn final, 2 pg/ml  y 10
pa/ml, respectivamentel, por un segundc pericdo de incubacién de 30
min usando las mismas condicicnes.

A mode de control se probd incubar con Igs anti-ZP3 en ausencia
de la incubacién inicial con la ZP, realizar la sequnda incubacién
con Igs anti~ZP2 a concentracién de 2 y 10 pg/ml, < bien con Iigs de

los suercs preinmunes de los cone jos.
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Después de las incubaciones sefaladas se examiné el estado del
acrosoma mediante la técnica de CIC.

3,2. Efecto de Igs anti-ZF3 monovalentes sobre la actividad

inductora de la veaccion acrosémica

De maneva similar a lo descrito en la seccién 3.1., espermatozol-
des capacitados vy preincubados  con glicopéptides de la P 4 ZP
equivalentes/pl) por 20 min, se sometieron a una segunda incubacion
de 30 min con el fragmento Fab de anti-ZP3 (10 pg/ml) y en algunos
experimentos se incluyé una incubacion adicional de otros 30 min con
1B anti-conejo preparada en cabra €10 pg/ml). Los controles de esta
serie experimental incluyeron las siguientes incubacicnes: a) shlo en
MC por 90 min, b)Y con alicopéptidos seguido por IdG bivalente anti-
ZP3, y o) glicopéptidos sequide por 146 anti-conejo preparada en
cabra en ausencia de fragmentos anti-ZP3.

Despuéds de las incubaciores indicadas se examiné el estado del

acrosoma mediante la técnica de CTC.

4., Estudio de la presencia de un sustrato para tirosina guinasa

v los receptores para ZP3

4.i. Flectroforesis e "immuncblot” de proteinas espermaticas

Se recuperaron muestras de espermatozoides inmediatamente después
de la dispersién de las células desde la porcidn caudal del epididimo
en tampén TN. Se tomaron alicuctas de estas muestras vy el resto de
los espermatozoides se centrifugaron suavemente (100 g por 10 mind y

se resuspendiercon en Mo sin BSA. Se retiréd una alicucta de esta
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suspensién y el resto de los espermatozoides se capacitaron y luego
incubaran en ausencia y en presencia de: ZP smlubilizada (1 ZP/ply ©
mAc Ma2 (200 pg/mld. Otros tratamientos incluyeron incubacién de
muestras recuperadas en TN, por 2060 min en tampén TNC o en tampén
TN gque contenia LaCls = W a 3770,

Los espermatozoides tratados se centrifugaron (12 000 g pov S
min) y se resuspendiercon en un volumen igual de mezcla desnaturante
(concentrada 2 veces) a una concentracién de 3 x 10% espermatozol -
des/20 pl de mezcla destaturante. La suspensidén se homogeneizd en
vértex, se llevd a ebullicién por S min y se cargé (20 pl/carril) en
oeles de acrilamida-bisacrilamida al 7.9% © al 10%. Despuds de la
electroforesis, las proteinas se transferieron a nitrocelulosa de
acuerdo al métedo de Towbin y col. (1979).

4.1.1. Deteccidn de proteinas que se unen a la 7P

Espermatozoides recuperados en tampén TN se incubaron por 30 min
a 37°C en tampén TNC. Sus proteinas se separaron electroforéticaman-
te en un gel de acrilamida~bisacrilamida al 7.5% y se transfiriercn a
papel de nitrocelulcsa. Decpués de la transferencia la lamina de
nitrotelulosa se incubé con solucion de leche sin materia grasa al 3%
en PBS, que tontenia Nahz 10 @M. Tres tiras de nitrocelulosa que
contenian las mismas muestras de espermatozoides, fuercon incubadas
con soluciones de proteinas de la ZP marcadas ton 21 (105 cpm/ml):
una con ZP total, la seguwda con ZP2Z y ia otra con IP3, en PES/ NalNs
10 @M por 2 h a temperatura ambiente. Despues de la incubacidn la

nitrocelulosa fue exhaustivamente javada con PBS que contenia 0.5% de
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NP0, secada Y expuesta a un film de raycs X a -70°C para andlisis
autoradiografico.

4.1.2. Inmuncdeteccién de residucs de fosfotirosina en

espermatozoides

Se recuperé espermatozoides de epididim> en tampdn TN y s
incubaron bajo distintas cordicicres, cocno se irdicd anteriormente
(ver seccién 4.1.). Las musstras de células espermiticas se separas
ron en geles de acrilamida-bisacrilamida al 10 Z v se transfirieron
posteriormente a 1aminas de nitrccelulosa. Después de la transferen-
cia, 1la reactividad no especifica de las laminas se blogued con
gelatina al 2% (Tipo water fish skin gelatin) en Tris 50 mM/ Nall Q.1
M/ Tween 20 0.5%/ NaNe 10 mM por 1-2 b a temperatura ambiente. La
nitrocelulosa se incubé después, can IcG anti-fosfotirosina preparada
en coerejo en tampén TN, que contenia Tween 20 al 0.5%, por B ha
temperatura ambiente. En geles corridos paralelamente se separaron
las proteinas de las muestras de espermatozoides en duplicado y luego
se transfirieron a nitrocelulosa. Dos tiras de nitrocelulosa
conteniendo muestras iguales Se incubarcn una, con el anticuerpo
anti-fosfotiresina y la otra con una preparacion de anticuerpo cuya
reactividad habia side blogueada por incubacién de 1 h con o-fosfo-
DL-tirosina 40 oM, ceon el propésite de detectar sélo la reactividad
no especifica. Después de lavar 5 veces, por 15 min cada vez, con
tampdn TN, que comtenia Tween 20 al 0.57%, la nitrocelulosa se incubd
con *231-Igs  anti-conejo preparada en cabra por 1 b a temperatura
ambiente. Despuds de lavar como antes, las laminas de nitrocelulosa

e scecaron Yy analizaron por autoradiografia. Posteriormente, las




regiones de la nitrocelulosa que contenian 1as bardas de interés se
cortarcn y contaron en un contador gamma (Beckman), para estimar los
niveles relatives de fosforilacién de tirosinas.

4.2. Deteccién de residuos de fosfotirosina en proteinas

espermaticas unidas & la ZP

4.2.1. Preparacién de proteinas espermaticas de 95 kD

Se capacité espermatozoides en MC que contenia 100 pM NaaWVls.
Después se lavaron por centrifugacién (100 g por 10 min con el mismo
medic perc sin BSA, para luego solubilizarios en mezcla desnaturante
y separar Sus proteinas en gel de acrilamida-bisacrilamida al 10%.
La electroferesis y todas las manipulaciones postericres de las
muestras se realizaron en presencia de NagVle 100 pM para impedir
desfosforilacién por accidn de fosfatasas. Se cortéd la regidn de ©5
kD del gel y se electroeluyeron las proteinas en camara de Elutrap.
La muestra cbtenida se dializd en Centricon 30 primerc, con ured 8M

y luego con tampon THE. La preparacidn de proteinas de 95 kD se

empled¢ en el ensayc de "Dot Blot" gque se describe a continuacién.

4.2.2. Emsayc de "Dot Blot" para detectar fosfotirosinas

Una lamina de nitrocelulosa se embebié en tampén TNC y  se montd
en la camara de microtitulaciin Bio-Rad. Se aplicé a los porillos P
solubilizadas en TRC-PVP (10 ZP/p1), segin se indica en la Tabla 2, VY
se incubaron por 30 min. Despuéds se blogqued los sitios remarentes de
la nitrocelulosa incubando por 30 min con TRNC/BSA  1Z. Luego de
enjuagar los pocillos una  ves con tampén TN, que contenia Tween 20

0.5%, se aplicd 10pl de la preparacisén de proteinas de 95 kD de
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espermatozoides, segin se irdica en la Tabla 2. Después de 30 min de
incubacién se lavé exhaustivamente los pocillos con tampsén TNE/Tween
-0 al 0.5%. Posteriormente, se agregé a los pocillos indicados en la
Tabla 2, mAc de ratén dirigide contra fosfotirosina (PY12, 2 pg/ml;
Blenney et al., 1988 diluido en solucién tamponante TN/ Tween 20
0.5%/854 0.1%. Despuéds de incubar los mAcs toda la noche a 4°C, se
lavé los pocillos repetitivamente con 1a solucién tamponante que se
usé para diluir lcs mACS. Se desensamblé la camara de "Dot Blot" vy
1a nitrocelulcsa se blogued completamente incubandola con TN/Tween 20
0.5%/gelatina ZX/BSA 4 para luege procesarla caon el proptsito de ver
ci existian residucs fosforilados en las proteinas de S5 kD que se
habian unide a la ZP. La inmunodeteccién se realizd incubando
primerc 45 min con ig6 anti-ratén preparada en corejo ¢(dilucién 1:100
del suerc; Cappell Labs) y luego otros 45 min con **=I-Ig5 anti-
conejo preparada en cabra. Sequido a cada una de las incubacicnes se
realizaron lavados de la nitrocelulosa con TN/Tween 20 0.5%/BSA 0.1%.
La nitrocelulosa lavada se dejé secar y se contd directamente la
radicactividad de los sitios de la nitrocelulosa donde se realizd las
diversas incubaciones. Se utilizé en este Gltimo paso un contador
gamna (Beckmanl.

4.3. Inmunoflucrescencia indirvecta para detectar residuos de

fosfotiresina

Espermatozoides obtenidos en tampén TN, capacitados en MC (con ©
sin exposicidén a proteinas de 1ia ZP), se fijaron en formaldehido al
4% (Ntrapure -~ TEM Grade, Tousimis Research Corp., Rockville, MD) en

PES por 10 min. Después de centrifugar (1 300 g por 15 min) los




espermatozoides se incubaron en PES, gque contenia glicina 50 @M por
20 min, se centrifugaron y resusperdieron en FBS. Llos espermatozoi-
des se depcsitaron en portacbjetos de 8 pocillos  (Roboz Surgical
Instrument Co., Inc., Washington DC.2 (S5 x 10 * espermatozoides/poci-
110) y se dejaron secar a =7°C por 10-15 min. Finalizada la etapa de
secado, los portachjetos se enjuagaron con PBSy se incubarcn con
PES/ suerc de cabra 5%/ BSA 27/ NaNs 10 mM (tampén de bleogueold por
30-60 min. anticuerpos anti-fosfotirosina, blogueados y no bloquea-
do= con o-fosfotirosing, se agregaron & los pocillos e incubaron pov
2 h a temperatura ambiente en una camara himeda. Despuds de lavar
repetidas veces con PBES, se agregé Igs anti-conejo preparada en
cabra, conjugada con jeoticciamate de fluoresceina (1:200 en tampon
de blogueo; Kierkegaard and FPerry Laboratories, Inc., Baithersburg,
MDY y se incubd como antes por 1 k. Despuds de lavar nuevamente, los
portach jetos se enjuagarcn con agua destilada y se realizéd un montaje
en glicercl 70%/ 1,4-diarobicicle (2,2,2) octanc (DABCO) en PES, pH
B.6, cubriendc el especimen con un cubrecb jetos alargado.. Las
muestras se mantuvieron a 4°C hasta ser examinadas al microscopic con

4ptica de contraste de fages y epiflucrescencia.

Todos los reactivos fueron adquirides de la compafiia Signa

Chemical Co., St. Louis, M3, a menos que Se indigue algo distinto.
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RESULTADOS

1. Preparacién de material biolégico y reactivos

1.1. Obtencién y purificacidn de glicoproteinas de la ZP

Las ZP aisladas de ovocitos ovaricos por el método descrito se
compararcn por PAGE-SDS con las obtenidas al utilizar el método de
Lakoski y col. (1988} sin modificar. ta figura 2 muestra que las
modificaciones introducidas en pste trabajoe resultaron en uma
preparacidn corsiderablemente mas limpia (Figura 2, carril A). las
ZP obtenidas de esta manera s& marcaron radicactivamente con **°I, se
purificaron Yy analizaron por electroforesis y autorradiografia,
encontrandose que las tres glicoproteinas separadas estaban libres de
contaminacién (Figura 3J.

Para demostrar que la ZF3 purificada seguia uniéndose a los
espermatozoides, se usé el ensayo de competencia en l1a unid4n de
espermatozoides a ZP intactas. Se utilizé ZP2 como control regativo
y ZP total sclubilizada, comz control positivo del ensayc. Los
resultados indicaron que el procedimiento de purificatién no compro—
mete la habilidad de la ZF3 para unirse a los espermatozoides (datos
ro suninistrados).

1.2. Glicopdptidos de la ZP

El tratamiento de las ZP solubilizadas con pronasa del tipo
imsoluble resulté en la produccion de glicopéptidos de 1la ZIP gue

migraron en PABE-SDS con un M, mencr que 30 kD, resultado similar al
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FIEIRA 2 : Comparacidn del perfil de proteinas de ZP de ovacitos
ovaricos aisladas con dos métodos diferentes.

Las proteinas se separaron electrofordticamente en PAGE-SDS en gel al
7.59% bajo cordiciones mo reductoras v se revelaron mediante tincidn
con nitrato de plata. El carril A muestra ZP obtenidas pov el médtodo
descrito en esta tesis y el carril B, ZP aisladas por centrifugacidn
en gradiente de Percoll, segin fuera descrito por Lakoski y col.
(12988). La migracidn de los estandares de peso malecular (x 10-2 kDD
esmtan irdicades & la derecha del carvil B.
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FIGURA 3 : Andlisis autoradiografico de las proteinas de ZP separadas

por PAGE-GDS antes (A) y después (E) de la purificacidn.
Las proteinas marcadas radicactivamente se separaron por electrofore-
sis bajo condiciones no reductoras, y o las  bandas  se visualizaron
exponiendo el gel a un film de rayos X por 4 hrs a -70°C.  La banda
tenue en el parel B que corre justo bajo los 45 kD corrvesporde al
frente de solvente del minigel. Loss estandares de peso molecular
estAn indicados en el lado derecho de la figura (x 1073 kD).
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obtenido por FLorman y col. (1984). Cuando se realizé electroforesis
de este material (datos no suministrados) no se encontré evidencia de
la presencia de ZP sin digerir.

El ensayc de competencia en la unién de los espermatozoides a la
ZP reveld, gue los glicopéptidos obtenidos conservaban su habilidad
de unién a los receptores espermaticos. La cantidad mas alta de
alicopéptidce que se ernsayéd, inhibié la unidén entre los espermatozol-
des y la ZP en aproximadamente un 0%. Al utilizar ZP total y
sclubilizada en este ensayc, se logro este por centa je de inhibicidn
cuandc se empleé una concentracién de 3 ZP/pl, por lo tanto, se
estimé gque la concentracién mas alta de aglicopéptidos ensayada
correspondia a 3 ZP equivalentes/pl . Esta estimacién de concentra-
cién de los glicopéptidos de la ZP, basada en el porcentaje de
inhibicién de la interaccidén espermatozoide-ZP, se utilizo para
ensayar la actividad inductora de la RA de los glicopéptides. Asi,
se observé que a una concentracidén estimada de 4 ZP eqguivalentes/pl,
los glicopéptidos de la ZP coincubados por 30 min con espermatozoides
capacitados, no indujeraon la RA. Mientras tanto, el tratamiento con
7P sin digerir a la misma concentracidn, provocéd induccién de la RA
en aproximadamente un 70% de la poblacidén de espermatozoides trata-
dos.

1.3. Caracterizacién de los antisuerce dirigidos contra ZPZ y ZP3

La titulacién de los antisuercs de cone jo obtenidos 15 dias
después de cada inmunizacién con proteinas de la ZIP, se realizd
utilizando la técnica de ELISA, que fuera descrita anteriormente (ver

materiales y métodos). La figura 4 muestra la titulacién de los
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sueros colectados después de la impmunizacién cuaternaria y la
reactividad no especifica de los susros preinmues. El titulo de los
antisueros, definide como el 50% de  1a reactividad méxima, fue de
aproximadamente 171000, para anti-ZP2, v 172000, para anti-ZP3.
Mientras tanto, los suerds preinmunes correspondientes mostraron
respuesta inespecifica, con un titulo de 1/4 diluciones.

El analisis por "immunoblot, con proteinas de la ZP totales
separadas electroforéticamente y trarnsferidas a pap=l de nitvocelulo-
sa, mostré que los antisueros reaccionaban especificamente con las
proteinas de la 7P correspondientes (Figura Sb y d), mientras que los
sueros preinmunes no mostraron reaccién (Figura Sa y €.

1.4. Purificacién y caracterizacién de las igs anti-ZF2

y anti-IP3

Sugros preinmunes e inmunes anti-ZPz y anti-ZP2 se purificaron
por cromategrafia de afinidad utilizando una columna de proteina A-
Sefarosa. Un perfil tipico de elucién se muestra en la figura 6.
Las Ighs purificadas se evaminaron pov PASE-SDS en gel al 10% de
acrilamida-bisacrilamida, en condicicnes no reductoras, el cual fue
terida con Azul de Coomassie. La figuwa 7 muestra las cuatro
preparaciones de Idbs purificadas a partir de sueros preimmures e
irmunes, anti-ZP2 vy anti-ZFG, pudiendc cbservarse que se encuentran
libres de contaminantes.

Para estimar la concentracidn de anticuerpos policlonales
monoespecificos, que debian ser empleados en el estudic de lees
efertos de los anticuerpos sobre la funcidn espermitica, se titularon

las fracciones purificadas de las Ighs por la técnica de "Dot-Rlot" vy
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FIGURA 4 : Ensayc de ELISA para titular suercs preinmures e inmunes
contra ZP total solubilirzada.

Be ubilizd ZP total solubilizada para activar la placa de microtitu-
lacidén (100 ng/pocillod y se  bloguearon los  sitics  remanentes con
ESA.  Luegs se ensayarcon diluciones seriadas de los sueros preinmures
e inmunes, anti-ZPZ2 y anti-ZP2 y la reaccidn se signid con un
conjugade  de  peroxidasa-anti-Igh de conejo preparadce en  cabra,
utilizando como sustrate 4-cloro~i-paftol. El products coloreads de
la reaccidn se monitored leyendo Abscrbancia a 405 mm. Fl bitulo de
los antisuercs fue definids coms el S0% de la reactividad maxima.
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FIBURA 5 : Reactividad de los anticuerpos anti-proteinas de la ZP
reveladas por "immunoblots".
Se separd electroforéticamente las proteinas de la ZP v luego se

transfirieron a papel de nitrocelulosa.

Despuds de bloguear los

gitics remarentes de la

nitrocelulesa con leche {(sin materia grasa)l

al 3% en PES, la lamina se incubd con los anticuerpos anti-ZP, se
lavéd, vy la reaccidén se siguid empleando la sonda radicactiva =28 -Igh

anti-conejo preparada en

cabra.

anticuerpos anti-ZP2

(carril

b

La autorradicgrafia indica gque
vy anticuerpos anti-ZP3 (carril o)

reacclonan

cern las  proteinas

correspordientes,

mientras que los

suercs preinmunes respectivos no presentan reactividad (carriles a 'y

cla

izgquierda de la figura.

Los estandares de peso molecular (x10™ kD) estan

ubicados a la
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FIGURA 6 : Cromatografia de afinidad en columna de proteina A-
Sefarcsa de lcs suercs de conejo.

La figura muestra el perfil tipico de elucidn gque se chtiens en una

purificacién de Igs de sueros. El primer pico de proteinas represen-

ta a todas aguellas proteinas séricas gue no son Ios y el segundo,

que aparece luegn de eluir lo retenido powr la columna  con solucidn

Acida (H*Y), corresponde a las Ighs del suero.
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FIGURA 7 : Andlisis de las IdgBs purificadas de suercs de conejos
mediante PAGE-SDS.

Igs de suercs de conejo se purificaron por cromatografia de afinidad
en colunna de proteina A-Sefarcsa. Las Igs purificadas se oo W Leron
@n un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10 Z y las prc steinas en el
gel se visualizaron por  tincidn con azul de Coomassie. Carril A,
pstandares de peso molecular  (valores w1072 kD). Carriles E vy D,
Ig6s de suercs preinmunes anti-ZPz2 vy anti-ZP-3, respectivamente.
Carriles C y E, IdGs de antisuerces anti-ZPZ y anti-ZP3, respectiva-
mente. Se leE.‘C]E‘ cbservar que las preparaciones estan compuestas
principalmente de Idbs.




jos resultados se muestran en la figura 8. Igs anti-ZF2 (dilucién
1/2®, es decir 2 pg/mi) e Igh anti-ZP3 (dilucién 1/2®, es decir 10
po/ml) mostraron reactividad especifica cuando se compararon con la
IgE preinmune proveniente de cada conejo. Por lo tanto, estas fueron
1as concentracicnes de anticuerpos que s eligieron para iniciar los
experimentos de ensayo del efecto que tenian sobre la induccién de RA
en espermatozoides capacitados.

De la misma manera se examiné la reactividad de los anticuerpos
anti-ZP con los glicopéptidos de la ZP. Los resultadeos demostraron
que ambos anticuerpos, anti-ZF2 v anti-ZP3, se umen especificamente a
los glicopéptidos y de manera similar & lo observade con la ZP no
digerida (Figura 9.

1.5. Obtencién de fragmentcs Fab de IgG anti-ZF3

Después de la digestién de anti-ZF3 con papaina se realizd una
separacidén cromatografica en columna de proteina A-SBefarosa. La
figura 10 muestra el perfil de elucién obtenido de esta columna y el
primer pico corresponde a proteinas que no s unieron a la proteina
A. Las fraccicnes no retenidas por la columma, que contienen los
fragmentos Fab, se concentraron usando Centricon 30 y se ensayaron
por electroforesis en cordiciones no reductoras. Las proteinas del
gel, visualizadas por tincidn con Azul de Coomassie, se ven libres de
contaminacién y el M. de los fragmentos Fab obtenidoes es de aproxima-
damente 35 kD (Figura 11). Cuando se ensayéd la reactividad de los
fragmentos &n vimmunoblot" sobre nitrocelulosa, que contenia protei-
nas de la ZP separadas previamente por electroforesis, se observd que

sélo reaccicnaban especificamente con la ZP3 (Figura 12, carril Cd.
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FIGURA 8 : Andlisis auteradiogréfico de la reactividad de anti-ZP2 y
anti~ZP3 con ZP total y solubilizada, por ensayo de
"Dot-Blot".

Less pocillos de nitrocelulosa se activaron con ZP total vy solubiliza-

da (100 ng/pocillo)d, seguido por dilucicnes seriadas de Ighs de

sueros  preimmunes  (poZP2, p—xZP3), o IdBs de antisuercs txZP2,

%ZP3). Después de lavar la lamina de nitrocelulosa se  ensayd la

reactividad de las Ighs de los suercs con la sonda radicactiva *==1-

IoG anti-corejo preparada en  cabra. Los  vesultados muestran la

reactividad especifica de locs antisuercs.
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FIGURA 9 : "Dot-Rlot" de glicopéptides de ZP con anticuerpos anti-ZP.

El andlisis autoradicgrdfico indica que IgB anti-ZP2 e loB anti-ZP3
reconocen a los glicopéptidos de la ZP. Los pocilleos de nitrocelulo-
sa que contenian ZP total solubilizada (A) o glicopdptidos de ZP (ED
C100 ng/ml)  se incubarcn con Igbs anti-ZPZ y anti-ZP3 preimmures (p-
xZP) e inmunes (x-ZP). Tres dilucicnes diferentes de los sueros
fueron incubados  con los glicopéptidos.  La reactividad fue ensayada
con *#-ToBE anti-conejo preparada en cabra.




9.

el ?

ABSORBANCIA 280 nm
o (&)
o ®
i |

04—

0.2 -
Mtg .

L L

8 12 16 20 24 28 32 36.
ml ( Yol

T T

O
F-3

FIGURA 10 @ Purificacidn de fragmentcs Fab de Id8 anti-ZP3 en columna
de afinidad de proteina A-Sefarcsa.

La muestra se aplicd en PES a la colunna y el primer pico de protei-

nas, que correponde a lo que npo se retuvo en ella, contiere los

fragmentos Fab. La fraccidn de proteinas retenida por la proteina A

estd compuesta por los fragmentos Fo v las. moléculas de Ig5 coaple-

tas, las cuales scn eluidas de la columna al aplicar la solucidn

Acida (H*).
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FIGUJRA 11 : Andlisis de las Igs anti-ZP3 antes y despuds de la
digestién con papaina mediante PABE-5DS.

Las Igs se corrieron en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10Z en
cendicicnes no reductoras y se visualizaron por tincidn con azual ce
Coomassie. (4 mestra  los estandares de peso molecular (valores x
10-2 kD). (B) IgH anti-ZP2 antes y (C! después de la digestidn con
papaina (df, indica frente de solventel.
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En la figura 12, 1las lireas A y B correSponden a la reactividad de
los pAcs anti-ZPZ y anti-ZP3, respectivamente, que han sido incluidas

para comparacidén.

2. Anticuerpos monoclonales M42 y la reaccién acrosémica inducida

por la ZP

2.1. Efecto del mAc M4Z en la RA inducida por la ZP

Se ersayé la actividad inductora de la RA de la ZP total solubi-
lizada y de las proteinas de la ZP purificadas y se probé el efecto
del mAc MEZ sobre esta actividad. Después de la incubacién con el
iondforo de catién divalente, A23187, utilirado come control positivo
del ensayo, 39 (+ 5% (X + DS) de los espermatozoides mostraban el
patrén de fluorescencia "AR", mientras que 41 (& 4% de las células
mostraban patromes "B o "8, Suspersiores de espermatozoides
incubadas en paralelo con la ZP total o la ZP3 purificada, presenta-
von 577 y 64%, respectivamente, de espermatozoides en patrédn "AR"
(Figuwra 13). En cambic, células incubadas con la ZP2 sblo mostraron
10% de 1los espermatozoides con patrdn "AR". La preincubacién de los
espermatozcides con el mAc MAZ, seguidco por incubacién con ZP total o
7P3, indicé que el mAc M4Z inhibe la RA inducida por ambas en un
porcentaje semejante: 6% de RA al  incubar con la ZP vy 8B% de RA al
incubar con ZP3 (Figura 13).

El siguiente andlisis de la inhibicidn del mac MEZ sobre la RA
irmducida por la ZP se muestra en la figura 14. En este caso, se
grafica la distribucién de las células de acuerdo a los tres patrones

fluorescentes de CTC. La ZP total v la ZP2 indujeron la RA de les
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FIGURA 12 : Reactividad de anticuerpos anti-proteinas de ZP ensayadas

por Mimmunoblob®. '
Las proteinas de ZP separades electrofordticamente se tramsfivieron a
nitrocelulosa vy la imunoreactividad de leos  anbicuerpoes anbi-ZP
digevides v sin digerir se muestra de la siguiente manera: carril 4,
IgG anti-ZP2; carril B, IgB anti-ZP3 y carril C, fragmento Fab de
anti-ZP3. La  autoradicgrafia revela gue tanto los anticuerpos
bivalentes ccax los mopovalentes reaccionan especificamente con la
proteina esperada  de ZP. Les estandares de peso molecular (v 10~
kDY estan irndicados a la devecha de la figura.
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FIGURA 12 : Efecto del mAc M42 en las reaccicnes de acrosoma
inducidas por ZP3.

Se incubarcn espermatozcides capacitados, con o sin el anticuerpo M2
en CM a 37°C en 5% CO0x/aire por 15 min y lueg:s e ewspusieron al mecdico
gue contenda la proteina  indicada en la figura, a una concentracidn
de 4 ZP equivalente/ pl. Después de 30 min de incubacidn, se
examinaron los  acrosomas de los espermatozoides utilizando el ensayo
CTC. El ionédforo de calcio AZ3Z187 se wutilizd coms control positivo
de la RA. El eje de las abcisas indica el porcentaje de espermato-
zoldes reacciconados que se encontrd bajo las diferentes condiciones.




espermatozoides (Figura 14, panel AY, mientras que el anticuerpo Mz
previnc la reaccién en ambos casos, irhibiéndola a nivel de estado
acrosémice intacto (patrén "B") (Figura 14, parel B). Los valores de
desviacicnes estandares, no fueron incluidos en los graficos para mo
complicar su entendimiento. Sin embargo, nunca fueran mayores a un
8%.

2.2. Efecto del mAc M2 sobre espermatozoides con acrosomas en

distintos estados de la reaccidén

La ZP de ovocitos de oviducte fusron modificados por tratamiento
con 21 édster de forbol (TPA). Se emsayé la actividad de unidén de
espermatozoides capacitados a las ZP de ovocitos tratades vy no
tratados con TPA, y en ambos casos, un ndmero similar de espermato-
seides se unié @ cada 2ZP: en el caso de ovoritos controles se
encontraron 35 + 10 espermatozoides unidos/ZP; y en el de las ZP de
avocitos tratades con TPA, 40 + 11 espermatozoides unidos/ZP. Estos
resultados indicaron que las modificaciones gue puede producir el TPA
o afectan las propiedades de ligando de la ZP.

Las ZP modificadas por TPA se solubilizarcn y utilizaron en los
experimentos destinados al estudic del efectos de TPA-ZF y mAc Mz
=chbre 1a RA. Los resultados de tales experimentos se muestran en la
figura 15, e indican que el tratamiento inicial por 30 min con TPA~-ZP
deja a los espermatozoides en un estade intermedic de l1a RA {patrdn
"g"y, tal como ha sido previamente descritoe (Endo et al., 1997a, b .
La siguiente incubacién de estas células con ZF tatal y solubilizada
les permitié completar la RA (Figura 15). PFor el contraric, la

adicién secundaria de TPA-ZP, en vez de ZP total, no cambia la
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FIGURA 14 : Efecto del mdc MEF en la distribucidn de patrones
fluorescentes de CTC de espermatozoides capacitados
v tratados con proateinas de la ZP.
Espermatozoides cepacitados se incubaron por 18 min en presencia G200
po/ml) o ausencia de la IgG M2 en M. Pesteriorments, se incubaron
con la solucidn de ZP (4 ZP/ul) gque se indica en la figura. Despuds
de 30 min a 37=C, se determint @l estado acrosomal  procesandss los
espermatozoides por el ensays de CTC.  Por cada grups de tratamiento
ae conbtd al mercs 100 espermatozoides vy el eje de las abcoisas,
indicado por % de patrdn fluwescente representa el 7 de espermato-
zoides que presentaba unce o obro de los patrones.




distribucién de patrones fluorescentes de este grupo de espermatozol-
des, con respecto a la tratada por sélo una vez con TPA-ZP; 67 (+ 2)%
de los espermatozoides tratados dos veces con TPA-ZP permanecieron en
patrén "8".

La incubacién de los espermatozoides con TPA-ZP, luego con el
anticuerps M42 vy finalmente con ZP total solubilizada, condujo a las
células a progresar al patrén "AR" de la reaccidn. El mAc M2 no
inhibié la RA (Figura 15). Sin embargo, cuando se alterc el orden de
adicién de los reactivos, de manera que los espermatozoides que se
encontraban con su acrcsoma intactc se  incubaron primerc con el
anticuerpo M42 y después con TPA-ZP, la RA fue inhibida vy los
espermatozoides permanecieron en el patrén "B" de fluorescencia de
CTC (Figura 15).

Dada la heterogereidad de cualguier grupo de espermatozoides que
se obtenga es imposible temer un 100X de las células en una fase
determinada de la RA. Por esta razén, se habla de espermatozoides en
uno U otro estado deperdiendc de las caracteristicas que presente la
maycria de los espermatozoides en un determinadc grupo  de tratamien-
to.

Para determinar el namerc de espermatozoides que experimentan
reacciones acrosémicas espontaneas a  través del periodo de incuba-
cién, una alicucta de espermatozoides incubada en ausencia de
proteinas de la ZP se examind por el ensayc de CIC a distintcs
tiempoe en  cada experimento. Los valores gue aparecen en la figura

15 representan aguellcs determinados usando células recuperadas a los
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FIGURA 15 : Efecto del mAc M42 en la distribucidn de patrones

fluorescentes de CIC de espermatozoides capacitados

e incubades con proteinas de ZP modificadas por TPA.
Los espermatozoides se capacitarch y se dividieron en 5 grupos gue se
tratarcon de la siguiente marmera: a) coontrol  incubads en MG sin
adicidn de ZP, se sefala en la figura coos Na ZP; bl incubacidn con
TPA-ZP & una concentracidn de 4 7P equivalentes/)pl, aparece coms TPA-
ZP; ) incubacidn de 439 min con TRA-ZP v con posterior adicidn de ZP
ro modificada (TPA-ZP —--> Total ZP); d) incubaciédn de 30 min con TPA-
ZP, seguida poe 15 min de incubacidn con 200 po/ml de la Iob MH2 y
finalmente por 30 min de incubacidn com ZP no meodificada (TPA-ZP --»
M3z —-»> Total ZP); y e) incubacidn con IgB M4Z por 15 min,  seguido
Por 30 min con TPA-ZP (M2 ~-> TPA-ZP). Muestras de (a) se procesa-
von & los O, 30 v 75 min por 2l ensayo de  CTC entregands las tres,
resultades similares. Para by, (c2, «dd y (e), las muestras fueron
procesadas  solamente a 75 min. Los  resulitados representan el
proeedic de tres experimentos.  El % de patrén fluorescente represen-
ta el % de espermatoecides que se encontraban en el patrén fluores-
cente que se indica.

;—— ——————
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30 min de iniciadc el enmsayc y no difieren significativamente de

aquellos observados al completar el experimento.

3. Estudioc de la hipétesis de agregacién de receptores utilizando
Igs anti-ZP3
3.1. Induccién de la reaccién acrosémica por glicopéptidos de la
ZP y anticuerpos contra ZP3 bi- y monovalentes

Glicopéptidce de la ZP pueden unirse a espermatozoides capacita-
dos (Figura 16). Un 70% de los espermatozoldes permanece Con acrosoma
en el patrén "B" después de la incubacién con glicopéptidos, similar
a lo encontradc en espermatozoides capacitados, incubados séla en MC
(T=0 en Figura 1€). Como control positivo de la RA se usé ZP total,
solubilizada y 60% de locs espermatozoides mostrd acrosoma reaccionado
después de este tratamiento.

Al agregar Igbs anti-ZP3 a espermatozoides previamente tratadcs
con glicopéptidee de la ZP se observéd la induccién de la R& (Figura
1€, pansl A). El porcentaje de RA alcanzado por este grupo de
espermatozoides  fué similar al que se obtuve en los contrales
positivos del ensayc (tratamientc con ZP total, Wh ZP). Después de
la incubacién de lo= espermatozoides con glicopéptidos de la ZP se
ensayd también adicionar suercs preinmunes o anticuerpos anti-ZPZ (a
Z o 10 pa/ml) y en estos casos, no se observé efecto sobre la RA.

De acuerdo con la hipétesis de agregacién de receptores, los
resultadcs sugieren que las Ighs anti-ZP2 pueden unirse a los
glicopéptides, que a su ver estdn unidos a los receptores del

espermatozoide, e inducir su agregacién gatillardc asi la RA. Si
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esto es correcto, los espermatozoides tratados con glicopéptidos de
la ZP no deberian experimentar la RA en presencia de los anticuerpos
anti-ZP3 monovalentes, a menos que se trate de RA espontaneas. El
efecto de anticuerpos monovalentes se ermsayd tratando espermatozoides
capacitados primerc con glicopéptidos, Yy después con fragmentos Fab
anti-ZP3. Como se muestra en la figura 168, el 70 % de los esperma-
tozoides asi tratados presentaban acrosoma intacto, indicado por el
patrén "B" del ensayc de CTC. Mas aun, si estas células se incubaban
postericrmente con 1g6 anti-corejo preparada en cabra, con el objeto
de entrecruzar los fragmentcos Fab, la mayoria de los espermatozoides
mostraba acrosoma reaccionado (Figura 16B). En ausencia de fragmen-
tos Fab de anti-ZP3, la Ige anti-corejo preparada en cabra no tuvo
efecto sobre el estado del acrosoma.

Alguncs de los espermatozoides tratados con glicopéptidos de la
ZP vy dilucién 1/1250 de los PpAcs anti-ZP3, mostraban el patrdén
fluorescente "AR", y se observé que esta cantidad aumentaba al
incrementar las concentraciones de IgB anti-ZP2 con que se trataban
los espermatozoides. Este experimento demcstré gue la respuesta era
deperdiente de la dosis (Figura 177, lo cual corrobora gue el efecto
de loe anticuerpos anti-ZP2 sobre la induccidén de RA es ecpecifico.
La dilucién 1/250 del anticuerpo anti-ZP2 corresponde a 10 pa/ml vy es
la concentracién gue se utilizéd en los demas ensaycs. Es interesante
notar también que, con concentraciones submaximas de IgG anti-ZP3, la
cantidad de espermatozoides que se encontraba en patrén  "S" del
ensayc de CTC era substancialmente mas grande que la observada sin el

tratamientc con anti-ZP3. Estc sugiere que un entrecruzamiento
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FIGURA 16 : Distribucién de patromes fluorescentes de CTC de
espermatozoides de ratdn tratados con glicopéptideos
de ZP seqguidcs por incubacién con anticuerpos
anti-proteinas de ZP.
Se ensayd por el ensayo de CTC, una alicuota de muestra control
corresporkdiente a espermatozoides  capacitados. Se  recupararcn
también las muestras de esta preparacidn al cocopletarse el experimen-
to.  Be incubarcn espermatozoides  capacitados  con los siguientes
reactivos: glicopéptidos de ZP (glicopd, o ZP total (Wh ZP) cada une
a4 ZP/pl; con IgG anti-ZP3 o Fab (10 pg/mly;  con IgG  anti-ZP2 (2
pa/mldy;  y/o IdG anti-corejo preparada en cabra (10 pg/ml).  La

duracidn de cada incubacidén fue de 20 min. El ocwden de adicidn de
reactives se indica en la figura bajo cada wna de las barvas.  FEl
estads del acrosoma se examind por el ensayo de CIC.  (A)  muestra el
efecte de la incubacién con glicopéptidos seguida por anticuerpos
anti-ZP3 bivalentes y (B) muestra el efecto de anti-ZP2 momovalente
sequids o n, por Id anti-corejo preparada en cabra. Los datos

representan el porcentaje de células cbservadas en cada wums de los
tres patrones de fluorescencia de CTC vy que se irdica como % de
patrin fluorescente en el eje de las abcisas.




intompleto de las moléculas que reaccionan con los anticuerpos
pudiera ser la razén de la existencia de ese patrdn de fluorescencia.

3.2. Irduccién de la reaccién acrosémica por ZP modificada por

TPA vy anticuerpos policlonales anti-ZP3

Se ha demostrade previamente que la incubacidn de espermatozoides
capacitados con TPA-ZP los lleva a un estade intermedio de la RA
(Endo et al., 1987a,b). Esta pusde completarse si se realiza uma
segunda incubacidn con ZP total y selubilizada (Figura 17). El mismo
resultado puede ser obtenide sien vez de ZP total se agrega It6
anti-ZP3 (10 pg/ml), después del pretratamientc con TPA-ZP (Figura
18). Mientras tanto, Igh anti-ZPZ (Figwra 18), e Ig6 de suerc

preinnpune anti-ZP2 (dato no mostradol, no promueven el mismo efecto.

4. Estudic de la presencia de un sustrato para tirosina quinasa y los

receptores para la ZIP3

4.1. Deteccién de proteinas espermaticas que se uren a la ZP

Para detectar proteinas del espermatoroide que se unen a ZIPS es
recesario optimizar las condiciones de preparacién de las células
para recuperar membranas plesmaticas de la  regidén acrosomal.
Espermatozoides de ratén expuestos a Ca®* en ausencia de condiciches
tapacitantes, muestran niveles minimos de RA  espontédnea reteniendo,
por lo tanto, la membrana plasmatica de la regidén acrosomal (8aling
and Storey, 1979; Lee ard GStorey, 1965). Esta preparacién de
espermatozoides también muestra méxima actividad de uwnidn a la ZP,
indeperdiente del estado de capacitacidén (Saling et al., 1978).

Estos hallazoos se emplearon en la preparacidén de las muestras de
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FIBURA 17 : Efecto de la concentracidén de Igs anti-ZF2 en la
) distribucién de patrones flucrescentes de CTC de
espermatozoides tratadcos con glicepéptidos.

e incubarcn espermatozoddes capacitados con glicopéptidos (Glicopd,
a 4 ZP equivalentes/pl, por 20 min. Se agregarcn diferentes dilucic-
nes de IgG anti-ZP3 por un pericdo adicional de incubacisn de 20 min.
Una dilucidn de 1/230 de anti~ZPS representa una concentracidn de 10
g Igs/ml. Se evalud el estado del acrosoma por 2l ensayn de CTC.
Los dates representan el porcentaje de espermatozodides ohservado en
cada una de los tres estados fluorescentes de CTC v se sefalan coms %
de patrdn fluorescente.
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FIGURA 18 : Efecto de los anticuerpos anti-ZP en la distribucién de
patrones de fluorescencia de CTC de espermatozoides
capacitados e incubadcs con TPA-ZP.

Espermatczoides capacitados se  incubarcn por 20 min con TPA-ZP (4

ZP/pl) y luegs se expusiercn, por un pericdo  adicicnal de 20 min a:

1) ZP solubilizada total <4 ZP/pld, Wh ZP; iid IgG anti-ZP3 (10

pg/mld, oZP3 Ab; iii)d IdG anti-ZPZ (2 pa/ml), xZPZ Ab. Se determind

el estads del acrosoma utilizando el ensayo de CTC.  La distribucidén
de patromes fluorescentes no cambidé substancialmente en las muestras
te control durante el curso del experimento, estas muestras incluye-
ron espermatozoides capacitados a los cuales se agregd  solamente MC

CT=00, & TPA-ZP (TPA-ZP). Locs  datos representan el porcentaje de

células cbservadas en cada una de los tres patrones fluorescentes de

CTC y se indican comz % de patrén fluorescente en el eje de las

abcisas.




espermatozoides de ratén, con el propésito de optimizar la recupera-
cién de las proteinas espermaticas implicadas en la unidn primaria a
la ZP. Las proteinas de espermatozoides de ratén preparadas incuban-
do las células por 30 min en tampén TNC y sclubilizando las proteinas
en mezcla desnaturante, se separaron electroforéticamente y se
transfiriercon a papel de nitrocelulosa. El "Western Blot", probado
directamente con 3*®=I-ZP o con *==]-7P3, mostréd  gue ambas sondas
radicactivas reaccionaban de manera similar con las proteinas del
espermatozoide (Figura 19 A y C). Ademds, se observé que la intensi-
dad de las bandas es dependiente de la concentracién de espermatozodi-
des con que se cargé cada carril (Figura 20). Se detectaron en forma
prominente dos bandas de Mr 95 kD y 42kD y se observd una reactividad
leve con componentes de bajo Mr que corren cerca del frente de
solvente del gel. Con las proteinas preparadas de esta marera, **I-
ZPZ no se unié a las proteinas de 95 y 42 kD ni tampoco & otras
proteinas (Figura 198D,

4,2. Inémuncdeteccidn de residuce de fosfotirosinas en proteinas

espermaticas

Preparaciones de espermatozoides obtenidas como se indica en
materiales y métodos (ver seccién 4.1.1.) y que corresponden &
espermatozoides recuperados en TN o en MC y capacitados o sin
capacitar, mostraron gue se encuentran presentes proteinas fosfori-
ladas en residuce de tirosina v que el nivel de fosforilacidn parece
aumentar marcadamente después de la capacitacidn (Figura 21).
Espermatozoides frescos no capacitadce obtenidos en TN o en MG,

mostraron un bajo nivel de fosforilacién en residuos de tirosina en




FIGURA 19 : Reactividad por "Western Blot" de las proteinas

espermaticas con las de la ZP marcadas con 2],
Espermatozoides recuperades de la regidn caudal del epididimo se
incubarcon por 20 min en tampén TN gue contenia calcio y se solubili-
zarcn en mezcla desnaturante. Posteriormente, las proteinas espermé-
ticas se separarcn en un gel al 10%, cargando aproximadamente 3 x 10%
esparmatozoides/carril vy luegn, se transfirieron del gel a una lamina
de nitrocelulosa. Despuds de bloguear los sitics de reactividad
inespecifica de la lamina, ésta se incubd directamente con las
proteinas de ZP marcadas radicactivamente. *==I1-ZP (carril A) y *==[-
ZP3 (carril C) mostraron reactividad con proteinas esperméaticas de 50
y 42 kD (indicado por cabezas de flechas), mientras que **1-ZPZ no
se unid a ninguna proteina de los espermatozoides cbtenidos de esta
forma. Estandares de peso molecular (x 1072 kD) aparecen a la
izguierda de la figura y df indica el frente del solvente.

65




66

FIGURA 20 : Reactividad de *=9I-ZP con diferentes concentracicres de
espermatozoides.

(A) s@  cargarcon aproximadamente 3 % 10% espermatozcoides; (B 1.5 %
105y vy (C) 0.73 % 105, Las proteinas de  los espermatocoides separa-
das por electroforesis y transferidas a nitrocelulosa se probaron con
ZF marcada radicactivamente, ccox se indica en la figura 19 (véase
tambidrn materiales y métodos seccidn 4.1.1.). A la izquierda
aparecen los estandares de peso malecular (x 1072 kD) v df indica el
frente del solvente.




proteinas de 95 kD (Figura 21, carril A y B) comparados con esperma-
tozoides que han sido capacitados por 60 min en PC (Figura 21, carril
C). La comparacién de la radicactividad (estimada en cuentas por
minuto, datcs no suministrados) encontrada en la banda de proteinas
de 95 kD presente en todas las preparaciocnes, reveld que no existe
diferencia significativa (3% de diferencia) entre las muestras de
espermatozeides sin capacitar obtenidas en TN (carril A c en MC
Ccarril BY , mientras gque la muestra de espermatozoides capacitades
en M2 (carril ©) mostréd un incremento de 1.8 veces con respecto a las
otras dos.

Si el misma "immunoblot' se expone a un film de rayos X por un
pericdo de tiempo mas largn, la muestra de espermatcozoides capacita-
dos muestra 3 proteinas fosforiladas en tiresina, las cuales poseen
Mrde 95, 75 y S2 kD (Figura 2ZZ, carril B). Nunca se observd que
células no capacitadas mostraran las dos fosfoproteinas de mas bajo
Mr, indeperdiente de la longitud de la exposicion autorradiografica.
La reactividat de las bardas mostré ser especifica para fosfotirosi-
nz, ya que las mismas muestras de espermatozoides incubadas con
anticuerpos anti-fosfotirosina que habian sido previamente blogueados
por incubacién con o~fosfo-DL-tirosina 40 mM, no mostraron inmuncs
reactividad alguna (Figura 21 y 22, carril D-F).

4.3, Efecto del Ca2* v del La@ en la fosforilacidén de residucs

de tirosina

Inmediatamente despuds que los espermatozoides son  liberados de
la region caudal del epididimo ocurren dos cambios principales en

ellos: uno es la habilidad para univrse a la ZP y el segundo es la

T e e——— i —— — ey
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FIGURA 21 : Efecto de la capacitacidn en la fosforilacidn de
proteinas espermidticas por tircsina quinasas.
Espermatozoides recuperados en tanpén TN (A y I, en O (By E) o
capacitadcs en CM pow €0 min (C y FY? se solubilizaron en mezcla
desnaturante ¥y se cargarch en un gel al 10 Z. Las proteinas separa-
tas electrefordticamente se transfirieron a nitrocelulosa.  Des tivas
tle nitrocelulocsa que contenian muestras idénticas se incubarcn con
anticuerpos  anti-fesfotiresing no blogueados (A-C) vy previamente
blogueados (D-F)  poy incubacidn de 1 ki con o—fosfo-DL~tiresina <0
mM. Se detectd la presencia de proteinas fosforiladas utilizando
1257 -1 anti-conejo preparada en cabra. El andlisis autoradia-
orafico corresponde a una exposicidn corta del gel al film de rayos X
para visualizar mejor la diferencia en la intensidad de las bandas.
Estérdares de peso molecular (x 1072 kD) aparecen a la izguierda de
la figuwra. 8e observa una banda de M. 95 kD gue se hace mas promi-

rente con la capacitacidn.




adquisicién de la motilidad. Estose cambics estan asociados con la
presencia de Ca=* en el medic. En el caso de la motilidad parece
requerirse el trarsporte de Ca®* desde el espacio extracelular hacia
el interior de la célula, ya gue la adicidén de La® inhibe rapidamen-
te la motilidad (Heffrer et al., 1980). Mientras que, para la unidn
a la ZIP s nmecesita Ca® extracelular, pero el transporte de Ca=*
hacia adentro de la célula no es necesario. Por esta razén el La®*
puede substituir completamente al Ca®* para que el espermatozoide se
una a la ZP (8aling et al., 1378).

Para estudiar si el incremento en la fosforilacidn de residucs de
tirceina, gue se encuentra después de la capacitacidn, estaba
relacionado con la adquisicidn de motilidad y/c con la capacidad de
unién a la ZIP se recuperarcn espermatczoides en tampdén TN gque
contenia Ca®* o La®* v se incubaron a 37°C por 60 min. Se compard la
reactividad de anticuerpoe anti-fosfotirosina de estas  células, con
la de espermatozoides completamente capacitados, incubados en MC por
€0 min. Los resultados presentados en la figura Z& indicaron gue
ecpermatozoides capacitadoe (carril B) expresan 3 proteinas (95, 70 vy
52 kD) gue son reconccidas por  anticuerpoe anti-feefotirosing,
mientras gue espermatozoides incubados con Ca®* o La®* sdlo muestran
la proteina de 95 kD (carriles A y C, respectivamente). El nivel de
feeforilacién en los espermetozoides incubados con La®t, estimado
contando la radicactividad de 1los trozos de nitroceluloss que
rontenian las bandas de 95 kD y gque habian sido cortados del "blot",
ro diferid de las de otras preparaciones a pesar de la carencia de

motilidad de estas células.
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FIGURA 22 1 Efecta de Ca®+ y La® sobre la fosforilaclén de residucs

tle tirosina de proteinas espermaticas.
Be tratarcn los espermatcroddes  con tampén TNC por &0 min a 37=C
Ceanriles A y D)y 80 min en CM a 37°C en incubadeor Ccarriles By E) o
con tampdn TN que contenia La®+ 25 pM por 60 min a 37°C (carriles O vy
F1. Luego de solubilizar las proteinas de las diferentes preparacio-
nes de espermatozoides en mezcla desnaturants, éstas se separarch pov
elaectroforesis v se transfirierocn a nitroceluleosa.  Tivas de nitroce-
lulosa que  contenian muestras iguales se  incubaron en paralelo con
anticuerpos anti-fosfotirosina po blogueados (A-C) vy bloqueadses (D-F)
con  o-fosfotirosina. La reactividad de 1los anticuerpos con las
proteinas espermidticas se ensayd  con ==1-IgE  anti-conejo preparada
en cabra. Los  pescs moleculares (v 1072 kD) aparecen al ladco iz-
cuierde de la figura. Dos proteinas fosforiladas de M- 75 v 52 kD,
aparte de la de 95 kD observada en los otros cascs, aparecen al
aumentar el pericdo de exposicidn del ael al  film en el carril gue
contiens los espermatozoddes capacitados. Nioel Ca®4y nd el L™t en
un medico isotdnico simple permiten la fosforilacidn de estas prodedi-
nas de menor M.




4.4, Efecto de la ZP en la fosforilacidn de residucs de tirosina

En base a esclarecer si la unién del ligando (ZP3) en este
sistema promueve la fosforilacién de residucse de fosfotirosina, se
incubé espermatozoides capacitados en ausencia o presencia de la ZP
solubilizada. En presencia de la ZP se encontraron las mismas
proteinas fosforiladas que se observaban en espermatozoides que
habian sido capacitados en ausencia de la ZP, perc la reactividad de
los anticuerpos anti-fosfotirosina con la proteina de 95 kD se vid
aumentada cuando la ZP estaba presente en la incubacidn (Figura Z30.
Esto sugiere un aumentc en la cantidad de residucs anti-fosfotiro-
sina. La comparacién de las cuentas encontradas en las bandas de la
proteina de 95 kD reveldé que en presencia de la IF se produce un
aumento de la foeforilacién de 1.9 veces, con respecto a lo que se
encuentra en espermatozoides capacitados e incubados en ausencia de
la ZP (Figura 23, carriles C y D).

Para apreciar mejor las diferencias en los niveles de fosfotiro-
sina cbservados entre las muestras, la autorradiografia se realizd
exponiendo el film de rayos X brevemente (Figura 23). Exposiciones
mas largas del mismz "immunoblot" mostraron las mismas tres proteinas
caracteristicas de preparacicnes de espermatozoides capacitados (Mr
IS, 70 y 52 kD).

4.5. Efectc del madc MIZ en la fosforilacidn de residucs de

tirceina

Se examind también la fosforilacidn en residucs de tirosina en
espermatozoides incubados con el mAc ML Comz se indica en la

figura 24, tantc lce espermatozoides capacitados en ausencia del

m
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FIGURA 23 : Efecto de ZIP en la fosforilacidn de residucs de tircsina
de proteinas espermaticas.

Esparmatceoides obtenides en tampin TN (A vy E), en OM (B y F),
capacitades por €0 min en MC (C y G), o bien capacitados por 60 min
cont adicidn de ZP a los 30 min de incubacidn D vy H), se solubiliza-
ron en mezcla despaturante, se separaron por  electroforesis vy se
transfiriercn a una ldmina de nitrocelulosa. Cada muestra se corvid
en duplicado. Los carriles A-D, muestran la reaccidn de las probedi-
nas con anticuerpos anti-fosfotivosina sin bloguear. Los carviles E-
H, que representan los duplicados de los carviles A-D, muestran la
reactividad no especifica de los anticuerpos anti-fosfotivosina (se
utilizd pAcs anti~fosfotiresing blogueados previamente con o-fosfoti-
rosinad . Se siguid la reactividad de los anticuerpos con la somda

radicactiva **I1-Ig5 anti-cormejo preparada en  cabra. El gel se
expusc al film de rayocs X sélo brevemente para visualizar las
diferencias en la intensidad de las bandas. Se ochserva que la

fosforilacidn de la barda de 95 kD se hace mas proaicents con 1a
capacitacidn y mas ain con la incabacidén con ZP. Pesos moleculares
estandares {(x 1072 kD) aparecen & la izguierda de la figura.

i
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anticuerpo (carril b), como aquellos capacitados en su presencia
(carril c¢), mostraron las mismas tres proteinas fosforiladas en
tirosina. Sin embargo, la intensidad de la sefial abtenida fué menor
para las 3 bandas en aquellos espermatozoides tratados con el
anticuerpo. Contando directamente la radicactividad de las 3
proteinas reactivas gue aparecen en los carriles by ¢ de la figura
24, se encontréd que la intensidad de la sefal disminuye dos veces
como consecuencia del tratamiento con el mAc MEZ (datcs no suminis-
trados).

4.6, Relacidn entre la proteina de 95 kD gue se ure a la ZP y la

gue sirve de sustrato para la tircsina guinasa

Con el propésitc de estudiar la relacién existente entre las
proteinas de 95 kD, que habian sido identificadas antericrmente
utilizando sondas radicactivas (proteinas de la ZP marcadas) e
immunolégicas (pAcs anti-fosfotirosina), se utilizd un ensayo de "Dot
Blot". La pregunta que se queria responder era si  ambas sondas
reconacian a2 la misma o a diferentes proteinas. El ensayc consistid
en utilizar a las proteinas de la ZP, especificamente ZIP3, como
elementc de captura para retener a la proteina de 90 kD que se ure a
la ZP. Posteriormente, oe estudiaba si esta proteina retenida se
encontraba foeforilada en tirosinas, utilizando para ello mAcs de
ratén dirigidoe contra fosfotirosina, los cuales  se revelaron
empleands un segundc anticuerpo preparadc en conejo y dirigido contra
Igs de ratén, y un tercerc dirigido contra Igs de conejo que poseia

una marca radicactiva.
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FIGURA 24 : Efecto del mAc M42 en la fosforilacidn de residucs de
tircsina de proteinas espermaticas.

Espermatoroides obtenidos en tampin TN (& y d), espermatozoides
capacitados por €0 min en CM (b v e) vy espermatozoides capacitados en
CM en presencia del anticuerps MIZ (200 pg/mi) (o y ), se solubili-
zarorn en mezcla desnaturante y sus proteinas se  separarcon por
electroforesis en gel al 10% para tramsferirlas a nitrocelylosa. La
nitrocelulosa se incubd con anticuerpos  anti-fosfotirosina no
blogueados (a-cd vy blogueados (d-f) con o-fosfotirosina y la reacti-
vidad se siguid con *22I[-IgE anti-conejo preparada en  cabra.
Fstardares de pesos molecular (x 10°2° kD) aparecen sefalados a la
izguierda de la figura. Se ocbserva que las proteinas de los esperma-
tozoddes capacitados en presencia del anbicusrps (¢) presentan bandas
mas tenues de fosforilacidn comparadas con aquellas de espermatozod-
des capacitados en su ausencia (b).
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Los resultados de este experimento aparecen en la Tabla Z. Al
comparar los resultados obtenidos en ausencia (columna D)y en
presencia de la ZP (columnas E y F) se observa que la reactividad del
anticuerpo anti-fosfotirosina aunenté 8 veces al  activar la nitroce-
lulosa con 50 ZP (columna E), y 20 veces al hacerlc con 100 ZP
(columna F). Se incluyeron en este experimento una serie de contro-
les como: omisién de la incubacién con anticuerpo anti-fosfotirosina
(columna BY, omisién de la incubacién con proteinas del espermatozol-
de (columna C), utilizacién de un anticuerpo anti-fosfotirosina que
ha sido previamente bloqueado por incubacién  con fosfotirosina
(columna B2.

La evidencia que se presenta hasta ahora no es suficiente para
sefalar si se trata de una © mas proteinas de 95 kD, sin embargo, se
sugiere gue las proteinas de un M. aproximado de 95 kD, que interac-
tian con la ZP de una marera dependiente de la concentracidn de la
ZP, también reaccicnan con anticuerpos anti-fosfotirceina.

4.7. Localizacién por inmunofluorescencia de los residuce de

fosfotirosina en espermatozoides intactos

Se usé la técnice de immunoflucrescencia indirecta para localizar
loe anticuerpos anti-fosfotirosina en espermatozoides fijados. Los
anticuerpoe  reaccionaron con la regién acrosomal de la cabeza del
espermatozoide  (Figura 25) observandocse una  fluorescencia de
apariencia punteada. Se observé también una flucrescencia débil en
la pieza media, gue segin indican experimentos controles se debe a
reaccién irnespecifica del segundoc anticuerps  (Figura 2Z25F). En

preparacicnes de espermatozoides fijados previc a la capacitacidn,




TABLA 1

Reactividad de lce anticuerpos anti-fosfotirosina con

proteinas espermdticas de 95 kD que se unen a ZP

Tratamiento

ZP/pocillo O 8] S0 ©Q S0 100 50
proteina de 30 kD -+ o+ - + + + +
mAce anti-F.tir. - & + + + + e
Radicactividad unida

cpm especificas O 0 o 22 184 432 ©

Una lamina de nitrocelulcosa montada en un aparato de microtitulacidén
Bic-Rad se activé aplicandc a loe pocillos solucidn de alicoproteinas
de IP en tampén TNC, segin se indica. Después de bloguear los sitics
remarnentes, se agregd a cada pocillo une alicuota de la preparacidn
de proteinas de 35 kD del espermatozoide, como se indica en la tabla.
Lueg: de realizar varice lavados se agregt un mAac anti-foesfotirceina
(PY1Z, Z pa/ml, Blenney et al., 1988) en lce pocillos que se senalan
en la tabla. Postericrmente, la nitrocelulosa se incubd con una IgE
anti-Igs de ratén preparada en conejo y luegs se detectd la reactivi-
dad con *2=]-1g6 anti-Ige de conejo preparada en cabra.

Se determind la radicactividad unida contande cada pocille de
reaccién, directamente en un contador gamma. Las cuentas especificas
se definieron coms las cpm mayores gue aguellas gue se encontraron en
el pocille gue aparece en la  columna G, en donde se usd mAc anti-
feefotiroeina blogueado con fosfotirosina (el nomerc real de cpm en
este casc fue de 83I).

#: - indica adicidén sélo de tampén irrelevante; + indica adicidn del
reactivce que se especifica.

¥: se utilizéd mac anti-foefotirceina previamente blogueado con
fosfotirosina.
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FIGURA 25 : Localizacidén inmunofluorescente de los residucs de
fosfotirosina.

Micrografias de contraste de fases (A, C y E) y de epifluorescencia
(B, Dy F) de espermatozoides de ratdn incubados  con anticuerpos
anti-fosfotirosina., La reactividad de los anticuerpos seguida con un
anticuerpz anti-cormejo conjugads con FITC, aparece  coma una fluores-—
cencia punteada en la regidn acrosomal de la cabeza del espermatozod-
de (panel B y D). La fluorescencia débil de la pieza media puede ser
atribuida a reaccidn irespecifica, ya que cuando se usan anticuerpos
anti-fosfotirosina blogueadss  con fosfotirosina  aparece  sdlo este
tipo de fluorescencia y no la de la cabeza (parel F).




muy pocas células (SX) mostraron fluorescencia acrosomal. La
capacitacién de los espermatozoides aumenté la proporcién de células
marcadas a aproximadamente 15Xy después de la exposicién a la ZP
solubilizada, aproximadamente 354 de los espermatozoides mostré
fluorescencia del acrosoma.

Estcs resultadce son consistentes con los obtenidos por "L mmiarce—
blots" en donde se observa que los niveles de fosfotirosina aumentan
con la capacitacién y con la incubacion con la ZP. Estce podrian
estar indicandc gue lo observado en los blots, se debe a un aumento

del namerc de espermatczoides que muestran fosforilacidn, mas que &

un mayor namerc de residuce fosforiladoe por espermatozoide.
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DISCQUSION

En esta tesis se utilizéd diferentes metodologias con el propésito
de explorar en mas detaile lo que ocurre cuandoc se  produce la
interaccién de gametcs de ratén. En especial s= estudid cémz la ZP
induce la RA al unirse a receptores existentes en el espermatozcoide.

La actividad inductora de la RA, que posee la ZP de ratdén, ha
cside esencialmente atribuida a su comporente ZP2 (Florman et al.,
19894). Dado gue dicha actividad es inhibida por mAc M4Z (Galing,
1986), se estudié si  la inhibicidn de la induccién de la RA, podia
también atribuirse a una accién directa o© indirecta de estos anti-
cuerpos sobre  la molécula ZPS y no sobre los otroe componentes de 1a
7P. Los resultados obtenidoe indicaron que el ®AC Miz inhibe la RA
irmducida por la ZP2 de la misma manera gque inhibe aguella inducida
por la ZP total. Ademas, sugirieron que el mAc MaZ actia probable-
mente en una fase temprana de la cascada de reaccicnes gue tienen
lugar durante este process, ya Que, una vez Que la RA ha sido
iniciada, el anticuerpo No impide que la ZP irnduzca la culminacidn de
la RA.

Loe cambicse producides & consecuencia  de la RA, pueden ser
visualizadcs mediante el ensayc de fluorescencia con CTC (Saling and
Storey, 1973; Ward and Storey, 19847, De esta forma se han identi-
ficado tres patrones fluorescentes que se suceden temporalmente una

ver iniciada la respuesta celular. El patrén "S" de este ensayo
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coincide, en el tiemps, con el aumento de Ca®* intracelular y la
consecuente pérdida del gradiente de protones (Lee and Storey, 1965,
1988 . Para explicar cédmo se produce este patrédn de fluorescencia,
se ha sugerido que previco a la fusién de la= membranas QCUrre un
recrdenamiento de las proteinas en la membrana plasmatica (Lee and
Storey, 1985). Asi, el mAc M2 podria bloguear tal recrdenamiento
impidierdc la formacién de wun complejo molecular, necesario para
gatillar el eventoc exocitético de la RA. De esta marera, también se
explica gque, una ver iniciado el recrdenamientc, el anticuerps no
impida el desarrollc normal de la RA en presencia de la ZP. Por otra
parte, es probable que el efectoc del mAC Z s relaciore con el
aumento de Ca®+ intracelular, ya que cuando se induce dicho aumento
por vias no fisioldgicas (espermatczoides tratados  con AZ3187;
Saling, 1986), el mAc MdZ no tiene efecto. Por lo  tanto, tal
incrementc en la concentracién de calcio podria estar relacionado con
el recrdenamiento de proteinas a nivel de la membrana que se ha
propuestc. Al respecto, una proteina de 210 kD que esta presente en
el acrosoma de espermatozoides de erizo de mar parece regular el
flujo de Ca®> durante la RA fisiolégica (Trimmer et al., 1985, 19660 -
Sin embargz, la relacién gue pueda existir entre la accidn del mAC
M4z v el cambic en los niveles de Ca®* intracelulares, es un tema
para investigaciones futuras.

Se ha demcstrado que en algunce sistemas las respuestas celulares
mediadas por receptores pueden ser gatilladas por agregacién de estos
altim-s (Detmers et al., 1987; Ikari et al., 1988). En esta tesis se

ensayé la hipétesis que la exocitosis acrosomal podria iniciarse,
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también, com: resultado de la agregacidn de receptores inducida por
la ZFG. Lo= resultados de este estudic son consistentes con tal
hipétesis.

Anteriormente, se habia sugerido que la interaccién de la ZP32 con
los espermatozoides inducia un cambic conformacional a nivel del
receptor espermatico que gatillaba la RA (Wassarman et al., 1985a).
Segun los resultados agui presentades, la interaccitn de las protei -
nas espermdticas con su ligando o es suficiente para inducir uns
respuesta celular, a mencs GQue se produzca un evento de entrecruza-

miento de tales proteinas. Se sugiere entonces, que la agregacidn de

las proteinas del espermatozoide reconocidas por la ZP2 tiere alguna*

funcién en la induccién de la RA. Si esto es asi, se podria predecir
que antituerpss  polivalentes dirigidos directamente contra las
moléculas del espermatozoide que unen a la ZP3 debieran ser capaces
de prcaover la RA en ausencia de la ZP. De acuerdo con lo planteado
es pertirente sefalar gue un MAC que reacciona con diversas proteinas
de 1z membrana de espermatozoides de erizc de mar induce en éstos, la
RA (Trimmer et al., 1957).

Se ha demcstrado recientemente, que espermatozoides capatitados
s~metidos a tratamiento con TPA-ZP quedan con sus  acrosomas en un
estade intermedic de la RA (Endo et al., 1397a,b). En esta tesis se
muestra gue la RA puede ser completada si los espermatozoides, asi
tratados, se incuban postericrmente  con la ZP total solubilizada o
con pAcs anti-ZPS (Figwa 18). Es prsible, que la multivalencia de
la molécula de ZP2 se modifique por el tratamiento con el TPA, de

manera que, aungue sigue siendc capaz de actuar como ligando, la




agregacién de las proteinas que vreconoce ocurra sélc a un nivel
subumbral. Los resultados obtenidos con TPA-ZP son similares a
aquellos observados al utilizar diferentes concentracicnes de pAcs
anti-ZP3, ya que en este casoy cuardo se disminuyéd la concentracidn
de anticuerpos, una gran proporcidn de espermatozoides permanecieron
en patrén "S" y no completarcn la Ra (Figura 17). Entonces, tantc en
espermatczoides tratados con TPA-ZIP comz en aguelles tratades con las
dilucicnes 1/750 y 1/1000 de los pAcs anti-ZP3, se podria sugerir gque
se estd produciendo una agregacidn incompleta de las proteinss
espermaticas y que pwr lo tanto los espermatozoides pueden iniciar 1a
RA, perc no completarla. Soria interesante determinar =i en ambos
casce estan realmente operando mecanismos similares.

Llama la atencién, que en la mayoria de las condicicnes en gue s
incubarcn los espermatozoides, se encontré un  porcentaje similar de
células en estade intermedic de la RA. Una explicacién que podria
dar cuenta de esto es que, en tedas las poblaciores de espermatozol-
des existe un nimerc de ellos que no completan su maduracidn y, por
lo tanto, podrian carecer de parte de la maguinaria requerida para
experimentar la RA. De esta forma, =i algin evento de agregacidn se
desencadena a nivel de su membrana plasmatica, ya sea de marera
espontanea o inducida por un estimule, la RA podria iniciarse pero no
llegar a término.  Otra explicacitén posible, pusde estar relacionada
con la presencia de espermatozoides immétiles y/c no viables de cada
poblacidn, ya que aungue S sabe que los espermatozoides muertos
experimentan una RA  "falsa® (Yanagimachi, 1988), se desconoce el

estadn acrosomal que poseen los espermatozoides inmdtiles. Para
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experimentcs futurcs se consideraré importante la cuantificacién de
los parametros de motilidad y viabilidad, que no se incluyé en esta
tesis.

Dada la heterogeneidad inevitable de las preparaciones de
espermatozoides es imposible tener un 100% de las células en una fase
determinada de la RA. Por esta razén, se dice que los espermatozol -
des experimentan la RA o no, dependiendc de las caracteristicas que
presente la mayoria de ellcs en una determinada poblacidn.

Alguna similitud existe entre éste con otroz=  sistemas (por
ejempla, células con receptores para imnsulina o BEGF), con respecto al
gatillamiento de una respuesta celular mediadc por un evento de
agregacién. Considerando lo anterior se investigd si  la exocitosis
acrosomal involucra la activacién de una proteina tirosina quinasa
(PTK), enzima que se sabe es parte intrinseca de los receptores
mencicnadoe (Carpenter, 1987; Yarden and Ullrich, 1988). Les
resultados de estce estudice muestran gue los  espermatozoldes
contienen proteinas  fosforiladas en tirosina que migran en la regidn
de %5 kD, vy que su fosforilaciédn aumenta con la capacitacidn y el
tratamiento posterior con la ZP.

Dads gue, la capacitacién involucra un aumento en la permeabili-
dad v fluidez de la membrana (Bedford, 19832y, e=s probable gue
favorezca también la extractabilidad de las proteinas de membrana por
accién de detergentes (SDS). En este casc, el aumento aparente de la
fosforilacién seria una consecuencia de lo sefialado y no de una
activacién real de la PTK. Sin embargo, los resultades obtenidos con

ensaycs de inmunoflucrescencia usando  pAbs anti-fosfotirosing, en




dorde los espermatozoides han sido fijados y no sometidos a procedi-
mientces de extraccién, también indican que la capacitacidn y el
tratamientc con la ZP, tiemen un efectco positive sobre las fosforila-
ciones, haciendo mencs probable que los resultadcs se deban a
diferencias de extractabilidad de las proteinas.

Por otra parte, sdlo en espermatczoides capacitados, se encontra-
ron ctras dos proteinas  fosforiladas en tirosina con M, de 70 y 52
kD, las cuales pcodrian representar productos  de degradacidén de la
proteina de 95 kD, o© bien, sustratos enddgence de la PTE. 5Se sabe
que en el caso del receptor para insulina, éste posee una Ka baja
para autofosforilarse si se compara con la que posee para fosforilar
ctros sustratee (Hunter and Cooper, 19830. Si la proteina de 9 kD
tuviese actividad de PTE capaz de autofosforilarse, se podria
explicar que siempre exista un nivel basal de fosforilacidén en esta
proteina y se podria también especular, que la PTK se activa con la
capacitacién, siendc capaz s4lc entonces, de fosforilar otros
sustratoe endégence coms las proteinas de 7= y S2 kD.

De acuerdc con loe resultados presentados  anteriormente, es
interesante seralar gue en espermatozoides de erizo de mar se han
identificado tres proteinas fosforiladas  con M. de 100, 79 y SZ kD,
cuycs niveles de foeforilacidén aumentan notablemente cuando los
espermatczoides son incubadce en presencia de péptidos obtenidos de
hueve de la misma especie. Sin embargn, no Se sabe qué amino acidos
son lee que se foeforilan (Bentley et al., 19872.

Por otro lado, como aan no Se ha aclarado la naturaleza del

receptor del espermatozoide para ZP2 (revisadc en, Saling, 139832, se
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intenté abordar este problema utizande pare ello la técnica de
"Western Blot". Se observé que, dos proteinas del espermatozoide con
M. de 95y 42 kD se unen a ZP3. DOtros investigadores, utilizando
técnicas similares, han informado que proteinas del espermatozoide
con M. diferentes a locs que aqui se presentan, también se uren a la
ZP. Asi, O'Rarnd y col. (1385 encontraron que la ZP total de ratén
reconzcia proteinas de bajoe M. (14-18 kD) en el espermatozoide y
Jores y col. (1982) informaron gue en el cerdo, cuando  se empleaba
extracto acido de espermatcozoides, la ZP reconocia un componente de
5e kD, Las diferencias en lce resultadce obtenidos se pueden
atribuir a la forma en que se preparan los espermatczoides o la P
coms sornda radicactiva. En el desarrcllo de estas tesis se encontrd
que ocasicnalmente, durante el procedimientc de marcacién de las
proteinas de la ZP, se destruia completamente su  reactividad y que
cuandc esto  ocurria no se cbservaba banda alguna en los "blots", adn
después de exponerlcoe por largos periodos  a filme de raycs X. Por
otro lado, pare realizar estos experimentos, se pusc un cuidado
especial en la preparacién de lce espermatozoides, con el propédsitc
de preservar la membrana plasmética de la regidén acrosomal, ya que en
esta regién estan presumiblemente localizados lce receptores prima-
rice para la ZP (Eleil and Wassarman, 13986). En lcs experimentcos de
O'Rard y col. (1985), se recuperd los espermatozoides en un medic
iscténico simple y nunca se los expusc a un medio con calcic, el cual
se sabe es necesaric para que los espermatozoides puedan unirse a la

ZP (Saling, 1982).
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Los resultados aqui presentados, indican que la ZP2 no presenta
reactividad con las proteinas del espermatozoide obtenidas tratandc
de preservar su membrana plasmatica (Figura 19). Se ha sugerido,
recientemente, que la ZP2 podria unirse & un receptor secundario del
espermatozoide, gque S8 expone despuds de la RA (Bleil and Wassarman,
1986; Bleil et al., 1983). De esta forma, Si se prepara un extracto
acido de espermatozoides, con el propésitc de preservar las proteinas
gue se encuentran en 1a matriz acroscmal o la  membrana acrosomal
interna (Leyton et al., 1986), la ZFZ pmdria univse a proteinas
espermaticas en "Western Blot" y posiblemente, a proteinas distintas
de las que une ZF3. Los resultades de Jomes y col. (1988) podrian
entonces estar mostrandc, la interaccién de la ZP2  con moléculas del
espermatozoide que actian coma receptor secundaric.

Ezs importante destacar, que aun cuando se puede encontrar
explicaciones gue den cuenta de las diferencias de los resultades,
éste es el primer trabajo en el cual se ha utilizado proteinas
purificadas de la ZP com sordas radicactivas.

Con los resultados presentados en esta tesis, se podria sugerir
gue, la proteina de o5 KD que se une a ZP3, sirve también de sustratc
para una PTK. Aungque nx s ha demsstrade directamente gque esta
proteina sea la misma, existen dos lineas de evidencia que argumnentan
en favor de esta  idea. Primerc, utilirando ersayos de Armunofluce
vescencia indirecta se cbservd  gue, ios anticuerpos anti-fosfobtive-
sina se localizan en  la regidn acroscmal de  los espermatozoides, vy
segiun ha sido demsstrado por Bleil y Wassarman (19857, lc= receptores

del espermatozoide de ratén para la ZP3, también se ubican en la
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misma regién. Segundo, se demostré que las proteinas espermaticas
con M, de 95 kD que se uren a ZP solubilizada e inmovilizada sobre
l&mina de nitrocelulosa, también reaccionan con los anticuerpos anti-
fosfotirosina. Ademas, se encontrd que dicha reaccién ocurria de una
marera deperdiente de la cantidad de ZP inmovilizada (Tabla 1). Es
posible, que una o mas proteinas de 95 kD estén presentes en la
solucién de proteinas espermdticas utilizada y que proteinas
diferentes, que se encuentran asociadas entre si, den cuenta de la
unién a ZP y de la veactividad con los pAcs. Sin embargs, dado que
en ctras células existen receptores que son intrinsecamente proteina
tircsina quinasas capaces de autofosforilarse, como es el caso de les
receptoves para insulina o para ESF  (Cohen et al., 1982; Rosen et
al., 1983; Petruselli et al., 1984, es tentador sugerir gue la
habilidad de unir a ZP2 y la de servir de sustrato para una tirosina
quinasz, radica en una socla proteina de 95 kD. Serd interesante
estudiar =i se trata realmente de una misma proteina vy si ademas
posee actividad intrinseca de FTH.

Recientemente, Saling (1383 realizé una revisidn extensa scbre
las interaccicnes entre los espermatcroides y las matrices extracelu-
lares del hueve. EBasada en la informacién existente sobre este tema
y en datcs obtenides durante este trabajo de tesis, propusc un modelo
para la RA que se describe brevemente a contirnuacién. El evento
exocitético de la RA se gatilla por la agregacidn de subunidades que
ronforman un  complejo multimérico en la membrana plasmatica que esta
sobre el acrosonz. Algunas o todas las subunidades del complejo

poseen sitios de unién especificos para los oligosacdaridos ligados a
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O en la 2P3. En los espermatozoides no capacitados 1la ZF3 puede
unirse a las subunidades pero no inducir su agregacién. Esto podria
deberse a que, previc a la capacitacién, las proteinas de ia membrana
plasmatica del espermatozoide no poseen la habilidad de formar
microdominios. En espermatozoides capacitades, el ensamblaje de las
subunidades se tompleta formandc un receptor, el cual serda capaz de
transducir sefales. A este receptor se le demcaminé FiU, vy su
naturaleza multimérica podria dar cuenta de la variedad de agentes
quimicos, aparentem=nte no relacicnades entre si, gue se sabe inhiben
1a interaccién espermatozoide-ZP (Saling, 1983). Por otra parte, el
modelo de Saling para la RA  permite explicar tambidn, por queé se
prcducen R4 espontaneas, ya que, Como consecuencia del aumento de la
fluider de la bicapa después de la capacitacién, se favoreceria la
interaccién de las subunidades que forman la Fill Fl modelo predice
gque la RA no es deperdiente de la ZP3, perc que ésta actuaria acele-
rando la RA por entrecruzamientc de las subunidades de la FIU,
favareciends asi la formacién de receptoves.

Se intreduce asi un  concepto nuevo, que es l1a farmacidén de un
receptor por  agregacidn de sus subunidades mediada por el ligando.
Siergo los  espermatozoides  células en estads de diferenciacidn
terminal, no parece extrafic gue puedan poseer un  sistema nico de
recepcitn del estimulc. El hechs gque varias subunidades forman un
receptor, tiene 1la ventaja de poner una barrera mas en la seleccidn
del espermatczoide gque es funcicnalmente apto para la fecundacién.

los resultados presentados en esta  tesis permiten incorpovar

otros elementos al modelo de Saling. En breve, la ZF3 se uniria a una

B8




proteina de 95 kD, la cual seria una de las subunidades de la FIU,
asi como & otras proteinas, probablemente una de 42 kD. Se irduci-
ria, entonces, la agregacidn de las subunidades ensambléandose los
receptores, los cuales provocarian la activacidn de una proteina
quinasa especifica para tirosina. Los niveles de fosforilacidn se
verian awmsntados vy esto se manifestaria como una sefial que gatilla
la exocitosis acrosomal.

Urn gran nimero de receptores celulares ejercen su  accidn aco-
plardo el receptor al sistema efector mediante proteinas 6 (Gilman,
1987; Neer ard C_?\lap!‘unan, 1568). El acoplamiente via proteinas &
puede llevar a la produccidn de al mence dos tipos diferentes de
mensajeros intracelulares: cAMP gernerado via la activacidn de la
adenilato ciclasa e imosital fosfatos (IPs e IPL) producidos por la
hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfate (PIP2). Existe
evidencia indirecta de la participacidn de los inssitol fesfatos en
la RA (Lee arnd Storey, 1987; Roldan and Harrison, 1988a,b), en
cambio, cAMP parece o terer efecto (Tezon et al., 1993). Ademds, no
se ha encontrado en los espermatozoides la proteina 6 estimuladora de
la adenilato ciclasa (Ga; Kopf et al., 1985).

Especulandc ain mas v considerardo aguellos elementos presentés
en los espermatozoides de mam: feros, se propone un modelo para la RA

el que se detalla a continuacidn.

PROPOSICION DE UN MODELD PARA LA REACCION ACROSOMICA
La exacitosis acrosomal, consta de dos fases: a) fase de transi-

cién de "B" a "8" y b) fase de transicién de ®8" a "AR", ambas
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aparecen esquematizadas en la Figura 26 (el tamafo de la molécula de
ZP3 ha sido exagerado para una mejor ilustracién del modelod.

En la primera fase (Figura 2684), la unién del ligarde (ZP3) a las
subunidades del receptor activa la fosfolipasa-C (PL-C) a travéds de
una proteina gue ure GTP (Bs). La activacion de la PL-C induce la
degradacién de PIPz en DAG e IPa. El IPs activa la liberacidn de
Ca=* en el citoplasma. Este Ca®* corresponderia al almacenado en
vesiculas que se ubitan sobre la membrana acrosomal externa (Frierd,
19773, FE1 DAS activa a una de las iscenzimas de la PK-C, probable-
mente una que se activa en forma indeperdiente de Ca® (Burack et
al., 1988)., La activacién de esta enzima podria e=timular también la
liberacién de Ca®* ya sea, activarndco la ATPasa gue tramsporta Ca** o
bien la proteina de intercambic Na*/Ca® (Nishizuka, 1986). Se=
produce entonces, un aurentc de la concentracién de Ca® en el
ritoplasma y com comsecuencia se pierde el agradiente de H* por
salida de los mismos hacia el espacio extracelular.

Luegs, los espermatczoides en  patrin "S" son aguellos que han
evperimentads los cambics descritos en la primers fase, vy gue poseen
diferentes grades de agregacidén de subunidades. Una vez gue se
completa la formacién de la FTIU (o receptor)  comienza la transicidn
de "S" a "AR" lo gue constituye la segunda fase del procesc (Figura
26R).  En esta fase, cada FTU que se forme estimulard la activacién
de las PTK por autofosforilacién de las enzimas. La PTK activada
puede fesforilar, ademds, diversos sustratos como  por ejemplo Gy'.
Comz consecuencia de la fosforilacidn, la 6.7 se activa y se aree que

de alguna manera participa en la activacién de la PL-C’. La
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FIGLRA 25 : Un modelo para la reaccidn acrosémica

l.a RA aparece dividida en dos fases. En la primera fase (A) la unidn
de ZP3 a las subunidades del receptor espermatico activa la fosfoli-
pasa C (PL-C» a través de uma proteina que une GTP (Gy). La PLC
activada degrada fosfatidilimesitol 4,5-bifosfato (PIP2) a 1,2-diacil
glicerol (DABY e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs2. IPs estimula 1a
liberacidn de Ca=* al citosol. DAG activa a una de las iscenzimas de
la proteina qguinasa C (PKL) gue actuaria también estimulandc la
liberacidén de Ca®*. Se prcduce un incremento de la concentracidn de
Ca=+ intracelular y como consecuencia hay salida de protones al
espacio extracelular. La agregacién de las proteinas producida por
la ZP3 forma la wnidad funcional capaz de transduciv sefiales a través
de las membranas (FTU). Una vez que se completa la formacidén de 1a
FTU comienza la segunda fase del proceso (B). Cada FTU formada
estimula la activacidn de tirceina guinasas  (PTK) por autofesforila-
cidn. La PTK activada fosforila a 6.1, lo cual permite la activacidn
de PL-'. Esta dltima degrada PIP: a DAG e IP». DAB activa a otra
iscenzima de PE-C (PE-C") gue regula regativamente el proceso
inhibiendo G.? o PTE. Finalmente, IPm promueve la liberacidn de Ca™*
intracelular v también la apertura de canales de Ca®* dependientes
del receptor. La alta concentracién de Ca®  intracelular alcanzada

induce la fusidn de las membranas vy la exccitosis acrosomal.
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actividad de la PL-C' podria ser mas prolongada en ecta fase dada la
presencia incrementada de Ca=* intracelular (Wahl et al., 1987),
degradandc maycr cantidad de PIP- en IP» y DAG. El DAG activa una
PKk-C que en esta fase, por existir un nivel ya aumentadc de Ca=*
intracelular puede corresponder a una de lac iscenzimas gue se activa
de marera deperdiente de Ca®* y que se ha denominadc  en este modelo
PK-CYs En ecte cas~ la PK-C' actia como regulador negativo de la
respuesta celular. Dada la existencia de diferentes iscenzimas que
se activan bajo diversas condicicones, las Pk-C pueden constituir un
mecanisms de regulacidn positivo o negativo de la respuesta celular
(Wahl and Carpenter, 1988; Nishizuka, 1388). Asi, en la primera fase
de la RA (Figura 26A) PK-C actda cooo regulador  positivo de la
respuesta estimulando la liberacién de Ca2*, mientras que en la
segunda fase 1o hace en forma negativa. Las vias por las cuales
actia la PE-C' para ejercer la regulacidn negativa son dos:  por
foeforilaciédn de residuce de serina de la PTK, lo cual se sabe
disminuye la actividad de la enzime (Takayama et al., 13984; Bollag et
al., 1985) y por una accidén sobre las proteinas G, 1lo que desaco-
plaria al receptor de la activacidén de la PLC' mediante la proteina
Gs' (Llan= and Marty, 19687; Muldoon et al., 1987). Por otro lado,
PL-C' puede ser activada por foeforilacién divecta realizada por la
PTE, evitandose la rute & través de Gi'. Finalmente, IP> promueve la
liberacién de Ca=* desde compartimientos intracelulares vy también la
apertura de canales de Ca®* dependientes del receptor con la consi-
guiente entrada de Ca®*. La concentracidn elevada de Ca® intracelu-

lar que se alcanza induce la fusidn de las membranas en algunos
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sitice, produciéndcse la vesiculacién que culmina en la exocitosis
acrosomal.

Para explicar el hecho que baséfilos y neutréfiloe  responden en
forma diferente frente a estimulos exocitéticos, se ha involucrado
recientemente a mas de una proteina G en la respuesta (Gomperts,
1986; Cockcroft et al., 19687 Howell et al., 19687). Dado que se han
descrito doe tipoe de proteinas Ga en el espermatczoide de ratdn
(Jores et al., 1983, es probable que la RA proceda en dos fases que
se regulan por proteinas Ga diferentes. En este contexto, se he
presentadc  alguna evidencia preliminar, que sugiere que la R& en
espermatozoides de mamifercs es un procest bifasico, donde la primera
fase se realiza sin entrada de Ca®*, mientras gue la segunda implica
una entrads masiva de Ca®* que promueve la fusién de las membranas
(Roldarm and Harrison, 1988a,bd. Los experimentos de Lee and Storey
(1987), donde se estudia el efecto del écter de forbol (TPA) directa-
mente oobre loe espermatczoides y  en presencia de ZF, también
sugieren gue las fases de tramsicién de "B" a "S" y de "S" a "AR"
ectan scmetidas a procesce de regulacidén diferentes.

Ee indudable que el modelo antes presentado necesita mas eviden-
cias, sin embargz, es pertinente para dar cuenta de las siguientes
observaciones:

1) Pequefice glicopéptidos de ZPC pueden unirse a2 lce espermatcozoides
perc no son capaces de inducir la RA.

De acuerdn al modelc si se pierde la multivalencia de IPG el

evento de agregacidn no procede.
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2) La ZP modificada por el TPA pusde unirse a los espermatozoides e
jnducir la RA sélo hasta el estado intermedic de la reaccidn, patrdn
gy,

Es probable que en este caso ccurra una agregacidn incompleta de
las subunidades que conforman la FIU, de manera que la sefhal de unidn
de ZP2 a las proteinas del espermatozoide no se transmita apropiada-
mente.

3) Las RA espontdneas ocurrven con mayor frecuencia en espermatozoides
capacitados gue en no capacitados.

Las FTU tienen la posibilidad de formarse con mayor probabilidad
en una membrana fluida, debido a gue su formacidn involucra la
mevilidad de sus componentes. De todas formas, la frecuencia con que
se formen estce complejos serd menor que la gue exista en las RA
mexliadas por 1la ZPG.

4) Un entrecruzadocr externs come la Igh anti- ZP2 puede inducir la R&
en espermatozoides que tienen en su superficie glicopéptidos de la
ZP2 o TPA-ZP.

La Igs anti-ZP3 agrega las moléculas de la ZP2 gque estan unidas

al espermatozoide permitiends la  formacidn de una FTU completa vy
dejando que la RA proceda.
5) Cuands  los espermatozoides son capacitados en presencia del TPA vy
luegs incubados con la ZP y el TPA, la transicidn de "B" a "8" se
acelera, mientras gue la de "8" a "AR" se retarda. Ambos reactivos
necesitan estar presentes al mismo tiempo.

El TPA puede activar la PK-C y la PK-C’ de una manera que es

deperdiente de la presencia de la ZP. Es probable que la agregacidn




inducida por la ZP y el primer aumento que se produce de  la concen-—
tracién de Ca® intracelular sean necesarios para dar cuenta del
patrén "S" y por ello se necesite la presencia de ambos. Por otra
parte, la PK-C activada por el TPA puede inducir la liberacién de
Ca=+ desde compartimientos intracelulares, al igual que lo hard el
segundo mensajera (IPg) producide  por la via normal de unién del
ligardo. De esta manera, la concentracion de Cz=+ aunentara mas
rapidamente que lo normal dando cuenta de la tramsicidn acelerada de
"RY g "5, Es posible, también, que por el tratamiento con el TPA se
active la PK-C?, regulando negativamente la segunda fase por su
accién sobre la PTE y la 6.7. Por lo tanto, la transicidn de "5" a
HARY = retardara a pesar de formarse los agregados que activan la
PTI.

£) Espermatozoides capacitadcs en presencia de IAP ro experimentan
veaccidn acrosédmica cuando son  tratados con la ZP. La reaccidn se
detiere cuarndo los espermatozcides estan con su acrescma  aln intacto
c en patrdn "B". Sin embargn, =i se agrega el iondforc AZBIB7 al
medic de incubacién que contiere IAP, se scbrepasa el efecto inhibi-
dor v la RA se completa.

IAP inactiva la proteina B. la cual esta localizada muy al
comienze de la cascada de reaccicnes y por tanto la RA no pusde ser
gatillada atn en presencia de la ZP. Este efecto inhibidor puede ser
scbrepasadn por el ionédforc porque éste permite la entrada de calcio
de una Torma masiva y distinta a la fisiolégica, por lo que la
concentracidn de Ca®+ intracelular que se alcance sera suficiente

para inducir la exccitosis.
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23 IAP o tieme efecto algunc cuando se  agrega el TPA y la ZP al
medic de incubacién. El efecto que se cbserva es el mismo que cuando
se agrega el TPA y la ZP sin IAP (véase punto 5.

En este caso, atn cuando las By y Gd’ sean inactivadas por IAP,

el efecte observado serd el mismo que se veria si IAP no estuviera
presente porgue el TPA activa las PK-C y PK-C?, que son dos enzimas
que estan actuando en etapas posteriores de la cascada de reacciones.
Ademés, coms la ZP esta presente se produciran les agregados necesa-
rios para activar la PTK, la cual podra fosforilar directamente la
PLC' praovocando su activacidn.
8) Los resultados presentados scbre  la inmunodeteccidn de residucs
de fosfotirosina en proteinas de espermatozoides, que han sido
capacitadcs en presencia del mAc M4Z indican gue los niveles de
fosforilacién es disminuido por el anticuerps (Figura 24).

1 incrementc en el nivel de Tfosforilacién gue se encusntra
despuds de la capacitacién pusde deberse a la foermacidn espontanea de
agregadcs.  Un hecho que apoya esta idea es que la presencia de ZP,
la cual favereceria la agregacién de las subunidades del receptar,
aumenta adn mas dichos niveles. Luegs, la agregacidn espontanes que
ccurre coms  consecuencia de  la capacitacién  podria ser inhibida en
parte por el mAc M42, por blequeo del movimiento de las proteinas de
la membrana. Por lo tanto, si los espermatosoides se capacitan en un
madic que contiene el anticuerps, la agregacion se verd disminuida vy

por ende, el nivel de fosforilacion también.
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Loe datos experimentales, aunque aln imsuficientes, parecen ser

compatibles con este modela, cuya importancia es proveer una base

para crientar la direccidén de experimentos futuros.




CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

p 3] El anticuerpc monoclonal murino ME2, dirigido contra antigencs
del espermatczcide de ratén, inhibe especificamente la RA inducida

por la ZPG.

2y El mAc M4Z =élo inhibe la RA cuarndo los espermatozoides tienen su
acromoma intacto. Una vez gue la RA se ha iniciadc, el anticuerpo no

impide que la ZP induzca la culminacién de la RA.

=22 La interaccién de las proteinas del espermatczoide con la ZPS no
es suficiente para inducir una respuesta celular, a menss Que se
preduzca un eventc de entrecruzamiento de dichas proteinas. Se
sugiere que la agregacidén de las proteinas espermdticas reconccidas

por ZPZ gatilla la RA.

4) Tres proteinas espermaticas se  encontraron foeforiladas en
residuce de tircsina después de la capacitacién cuyos My son 82, 75 y
=5 kD. S4lo la proteinze de 35 kD se encontrd fosforilada en esperma-
tozoides sin capacitar. Se sugiere gue las fosfotircosinas de las

proteinas de 52 y 75 kD podrian representar mar cadores especificos de

la capacitacidn.




—— .

5) La ZP3 se une a dos proteinas espermaticas de M- 95 y 42 KD, las
cuales presumiblemente actuarian como receptores primaricos para la

ZP.

&) Los resultades ac& presentados sugieren oe la actividad de
proteina ligante para ZP3 y la actividad de sustrato para una
tirosina quinasa podrian estar presentes en la misma proteina

espermatica de 95 kD.

Finalmente, se postula un modelo para explicar céme ocurre la RA:
ZP3 se une a una proteina de 95 kD, que es una de las subunidades del
receptor  espermdticc, irduciendo la agregacién de ésta vy otras
proteinas. Este evento permite la fTormacidn de los receptores gue
provocan la activacidén de una proteina quinasa especifica para
tircsina. Los niveles de fosforilacidn aumentan, menifestandose este
cambia, como una Seffial gque gatilla la exocitosis acrosomal. Muy
probablemente, dicha sefal estéd relacionada con una entrada masiva de
Ca=-, el cual nx s4lo promoveria cambics fisicoquimicos a nivel de
las estructuras del acrosoms, sine también la activacidn Ydptima" de

enzimas hidroliticas involucradas en la RA (Meizel, 1984).




REFERENCIAS

Bedford, J.M. (1383). Significance of the need for sperm capacitation
before fertilization in eutherian mammals. Eicl. Reprod. 28, 108-120.

Benau, D.A., and Storey, B.T. (1987). Characterization of the mouse
sperm plasma membrane zona-binding site sensitive to trypsin inhib-
itors. Bicl. Reprod. 36, 2B2-232.

Benau, D.A., McBuire, E.J., and Storey, B.T. 1388). A further
characterization of the mouse sperm zona-binding site with galacto-
syltransferase activity. Bicl Reprod. 38 (suppl. 1), 14z,

Bentley, J.K., Khatra, A.S5., and BGarbers, D.L. (1987). Receptor-

mediated phosphorylation of spermatozoa proteins. J. Eicl. Chem. ;
15708-15712.

Berridge, M.J. (138c). Second messenger dualism in meurcmodulation
and memory. Nature 323, 234-230.

Berridoe, M.J. (1387). Incsitol trisphosphate and diacylglicercl: Two
interacting second messengers. Ann. Rev. Bicchem. 56, 153-13C.

Birnbaumer, L., Codina, J., Mattera, R., Ceriorme, R.A., Hildebrant,
J.D., Sunyer, T., Rojas, F.J., Caron, M.G., Lefkowitz, R.J., and
Iyengar, R. (1983). Structural basis of adenylate cyclase stimulation
ard inhibition by distinct guanine nuclectide regulatory proteins. In
"Mulecular aspecte of cellular regulation". (ed. P. Cohen, and ML D
Houslay). Vol. 4, pp.131-178. Elsevier. Amsterdam.

Bleil, J.D., and Wassarman P.M. (1980a). Structure and function of
the zona pellucida: Identification anc characterization of the
proteins of  the mouse cocyte’s zona pellucids. Devel. Bicl. 76, 185-

202,

Eleil, J.D., and Wassarman P.M. (1920b), Mammalian sperm-egdg inter-
action: Identification of a glycoprotein in mouse egg zona pellucida
poesessing receptor activity for sperm. Cell 20, 872-88:.

Eleil, J.D., and Wassarman, P.M. (1385). Sperm-egg interactions in
the mouse: Sequence of events and induction of the acrosome reaction
by a zona pellucida glycoprotein. Devel. Bicl, 95, 317-3z4.

Bleil, J.D., and Wassarman, P.M. (1382). Autoradicgraphic visualizat-
ion of the mouse ego's sperm receptor bound to sperm. J. Cell Bicl.
10z, 1363-1371.

100




Bleil, J.D., Breve, J.M., and Wassarman, P.M. (1988). Identification
of a secordary sperm  receptor in the mouse ego zona pellucida: Role
in maintenance of birding of acrosome-reacted sperm to egos. Devel.
Biol. 128, 376-385.

Bollag, 6.E., Roth, R.A., Beaudoin, J., Mochly-Rosen, D., and
Koshland, D.E. Jr. (1988). Protein kinase C directly phosphorylates
the imsulin receptor in vitro and reduces its protein-tyrosine kinase
activity. Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 83, S8Zz2-5824.

Burack, R., Walker, J., ard Sarde, J. (1988). A protein kinase C
isczyme with relatively calciun independent membrarme binding. J. Cell
Bicl. 107, 720a.

Burch, R.M., Luini, A., and Axelrod, J. (1986). Phospholipase A= and
Phospholipase C are activated by distinct GTP-binding proteins in
response to x,-adrenergic stimulation in FRTLS thyroid cells. Proc.
Natl. Acad. Sci., USA. 83, 7201-7203.

Carpenter, B. (1987). Receptors for epidermal growth factor and other
polypeptide mitogens. Ann. Rev. Biochem. 56, 881-914.

Casey, P.J., and Gilman, A.G. ((1988). 6 protein involvement in
receptor-efector coupling. J. Bicl. Chem. 263, 2577-2380.

Caswell, A.H., ard Hutchimson, J.D. (1971), Visualization of
membrane bound caticns by a fluorescent f$ethnigue. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 42, 43-49.

Cockeroft, 6. (19571, Polyphosphoincsitide  phosphodiesterase:
Regulaticn by & novel guanine nuclectide binding protein, Gg. TIBES.
iz, 75-78.

Cockeroft, S., Howell, T.W., and Gomperts, B.D. (1387). Two G-
proteins act in series to control stimulus-secretion coupling in mast
cells: Use of necmycin to distinguish between Gproteins controlling
palyphosphoinositide phosphrodiesterase and exccytosis. J. Cell Bial.
105, Z745-2750.

Coteen, S., Fava, R.A., and Sawyer S5.T. (1582). Purification and
characterization of epidermal growth factor receptor/protein kinase
from mormal monse liver. Proc. Natl., Acad. Sci., UWSA. 79, 6zZ57-6241.

Cross, N.L., Morales, P., Overstreet, J.W., and Hanson, F.W. (1985,
Tw simple methods for detecting acrosome reacted human sperm. Gamete
Res. 15, Z13-226.

Detmers, P.A., Wright, S.D., Oilsen, E., Kimbsll, B., and Cohn, Z.A.
(1997). Angregation of complement receptor on human neutrophils in
the absence of the ligand. J. Cell Biol. 105, 1137-1145.

101




Edge, A.S.B., Faltyrek, C.R., Hof, L., Reichert, L.E., ard Weber, P.
(1981). Deglyccsilation of glycoproteins by trifluoromethanesuifonic
acid. Anal. Biocchem. 118, 131-137.

Elder, J.H., and Alexarder, S. (1982. Erdo-fi-N-acetylglucosaminidase
F: endoglycosidase from Flavobacterium meningosepticum that cleaves
both high-manncse and complex glycoproteins. Proc. Natl. Acad. Sci.,
usa, 79, 45404544,

Erdo, Y., Schultz, R.M., and Kopf, G.S. (1987a)., Effects of phorbol
esters and diacylglycerol on mouse eggs:s Inhibition of fertilization
ard modification of the zona pellucida. Devel. Bicl. 119, 199-203.

Erdo, Y., Kopf, 6.5., and Schultz, R.M (19876). Effect= of pherbol
esters on  mouse eggs:  Dissociation of sperm receptor activity from
acrosome  reacticn-inducing activity of the mouse zona pellucida
protein, ZP3. Devel. Bicl. 125, S74-577.

Erdo, Y., Lee, M.A., ard Kopf, G.S. (1587c). Evidence for a role of a
guanine nuclectide-binding regulatory protein in the zona pe=llucida
irduced mouse sperm acrosome reaction. Devel. Biol. 119, Z10-216.

Erdo, Y., Llee, M.A., and Kopf, G.S. (1988). Characterization of the
islet activating protein-sensitive site in mouse  sperm that is
invalved in the =zona pellucida-induced acrosome reacticon. Devel.
Biol. 129, 12-24.

Florman, H.M. and Storey, B.T. (1982, Mouse gamete interactions: The
zona pellucida is the site of the acrosooe reaction leading to
fertiliration in vitro. Devel. Biol. 91, 121-130.

Florman, H.M., ard Wassarman, P.M. (1385 O-linked oligssaccharides
of mouse egg ZP2  account for  its sperm receptor activity. Cell 41,

213-24.

Florman, H.M., Bechtol, K.B., and Wassarman, P.M. (13954),. Enzymatic
dicsection of the functicns of the mouse eqg's receptor for sperm.
Devel. Biol. 106, 243-205.

Fraser, L.R. (1977). Motility patterns in mxse spermatozoa before
ard after capacitaticn. J. Exp. Zool. 202, 439-444.

Fraser, L.R., ard Ahuja, K.K. (1388). Metabolic and surface events in
fertilization. BGamete Res. 20, 491-519.

Frierd, D.S. (1977). The organizaticn of spermatozeal membrarne. In
"Immunchiology of Gametes" (eds. Edidin, M., ard Johnscn, M.H.} pp.
5-30. Cambridge University Press, London.

Bilman, A.5. (1984). © proteins and dual control  of adenylate
cyclase. Cell 36, 577-573.

102




Gilman, A.B. (1987). G-proteins: Transducers of receptor-generated
signals. Ann. Rev. EBiochem. 56, 615-649.

Glenrey, J.R., Zokas, L., arnd Kamps, M.P. (1988). Momoclonal
antibodies to phosphotyrosine. J. Immunol. Methods 108, 277-2805.

Go, K.J., and Wolf, D.P. (1985:. Albumin-mediated changes in sperm
steral content during capacitation. Bicl. Reprocd. 32, 145-153.

Goding, J.W. (1986). Monoclonal Antibodies: Principles and Practice.
Second Ed. Academic Press, lLondon.

Gomperts, B.D. (19863, Calcium shares the limelight in stimulus-
secretion coupling. TIES. 11, 230-232.

Breve, J.M., ard Wassarman, P.M. (1985). Mouse epgs extracellular
coat is a matrix of interconnected filaments possessing a structural
repeat. J. Mol., Biol. 1Bi, Z253-264.

Hardman, E., and Jarvis, H.M. (198%). Nitrocellulose-based assay for
the detection of glycoclipids and other antigens: Mechanism of binding
to nitrocellulcse. J. Immuepol. Methods 83, 113-123.

Hartmann, J.F., Bwatkin, R.B.L., ard Hutchinson, C.F. (1972). Early
contact interaction between mammalian gametes in vitrc: Evidence that
this vitellus influentes adherens bebtween sperm and zona pellucida.
Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 69, 2767-2769.

Heffrer, L.J., Saling, P.M., ard Storey, B.T. (1980). Separation of
calciun effects on motility ard zona birding in mouse spermatoeca. J.
Exp., Zool. 212, S5-55.

Hescheler, J., Rosenthal, W., Trautwein, W., ard Schultz, 6. (19871,
The GTP-binding protein, G, regulates nreuronzl calcium channels.
Nature 352, 445-446,

Hoshi, M., De Santis, R., Pinto, M.R., Cotelli, F., and Rosati, F.
(192321, I= sperm og-L-fuccosidase responsible for sperm-epo binding in
Ciona Intestinalis? In "The Sperm Cell" (ed. J.Andre) pp. 107.
Martinus Nijhoff Publishers. Boston, London.

Howell, T.W., Cockcroft, S., amnd OGomperts, B.D. (1987). Essential
synergy betwesn €2 and gnanire nucleotides in exccytotic secretion
from permeabilized rat mast cells. J. Cell Biol. 105, 191-197.

Huang, T.T.F., Fleming, A.D., and Yanagimachi, R. ({1981). Only
acrosome-reacted spermatozoa can bind and penetrate zona pellucida: A
study using the guinea pig. 3. Exp. Zowl. 217, 287-230.

Huang, T.T.F., Ohzu, E., and Yanagimachi, R. (1982). Evidence
suggesting that L-fucose is part of a recognition signal for sperm-
zona pellucida attachment in mammals. Bamete Res. S5, 335-361.

103




Hunter, T., and Cooper, J.A. (1985). Protein-tyrosine kinases. Ann.
Rev. Biochem. 54, B837-330.

Ikari, N., Yoshino, H., Moses, A.C., and Flier, J.S. (1988). Evidence
that receptor aggregation may play a rcole in transmembrare signaling
through the insulin-like graowth factor-1 receptor. Mol. Endo. 2, 831-

837.

Jores, J.L., Kopf, G.S., and Schultz, R.M. (1983). Variability in
electrophoretic mobility of Ba-like proteins: Effects of SDS. FEBS
Letters 243, 409-41Z.

Jores, R., Brown, C.R., and Lancaster, R.T. (19838). Carbohydrate-
binding properties of boar sperm proacrosin and assessment of its
role in sperm-egg recognition and adhesion  during fertilization.
Development 102, 781-79%.

Kamps, M.P., and Sefton, B.M. (1388). Identification of multiple
movel polypeptide substrates of the v-gre, v-yes, v-fps, v-fos, and
v—erb-E ancogenic tyrosine kinases utilizing antisera against
phcsphotyrceine.  Oncogene 2, 205-215.

Kopf, G.S., Woolkalis, M.J., and Gerton, B.L. (1386). Evidence for a
guanine nuclectide-binding regulatory protein in invertebrate and
mammalian sperm. J. Bicl. Chem. 261, 7327-7331.

Knudsen, K.A. 1385. Protein transferred to nitrocellulose for use as
immunogen. Anal. Biochem. 147, 285-288.

Lasmmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of bactericphage T4. Nature 227, e80-685.

Lakoski, K.A., Carron, C.P., Cabot, C.L., anc Saling, P.M. (1988).
Epididymal maturation and the acrosome reaction in mouse sperm:
Response to zona pellucida develops coincident with modification of
M4z antigen. Bicl. Reprod. 38, 2Z21-235.

Lee, M.A., and Storey, E.T. 1995). Evidence for plasme membrane
impermeability to small ione in acrosome-intact mouse spermatozoa
bound to mouse zonae pellucidae, using and amirnoacridine fluorescent
pH probe: Time course of the zona-induced acrosome reaction monitored
by both  chlortetracycline and pH probe fluorescence. Biol. Reprod,

33, ZE5-24E.

Lee, M.A., and Storey, B.T. (1383). Influx of Ca=* is the primary
reaction mediating the first stage of the zona induced acroscome
reaction in mouse spermatoczoa. Biol. Reprod. 38 isuppl. 1D, = CH

Lee, M.A., Kopf, G.S., and Storey, B.T. (1987:. Effects of phorbal
esters and diacylglycercl on the mouse sperm  acrosome reaction
induced by the zona pellucida. Bicl. Reprod. 36, &17-627.

104




e —

Leyton, L., De Icannes, A.E., Croxatto, H.B., Graham, E.J., and Elce
J.8. (19896). Two Affinity Chromatography Methods for Purification of
Human Acroein. Bicchem. Cell Biol. 64, 1020-1024.

Llano, I., and Marty, A. (1387). Protein kinase C activators inhibit
the inceitcl triphosphate-mediated muscarinic current response in rat
lacrimal cells. J. Physicl. 394, 233-248.

Lépez, L.C., Bayna, E.M., Litoff, D., Shaper, J.H., and Shur, B.D.
(1985). Receptor function of mouse sperm surface galactosyltransfer -
ase during fertilization. J. Cell Bicl. 101, 1501 -1510.

Martin, J.M., Hunter, D.D., and Nathanson, N.M. (1985, Islet
activating proteins inhibits physiclogical responses evoked by
cardiac muscarinic acetylcholine receptors. Role of guanosine
trisphosphate binding proteins in regulation of potassium permeabil-

—y

ity. Biochemistry 24, 7521-7525.
Meizel, S. (138471, The importance of hydrolytic enzymes to an

exocytotic event, the mammaliarn sperm acrosome reaction., Bicl. Rev.
59, 1Z25-157.

Michell, T., Winslow, J.W., Smith, J.A., Seidman, J.G., and Neer,
E.J. (1985). Molecular cloning and characterization of cDNA encoding
the GTP-binding protein o, and identification of a related protein,
.. Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 83, 7663-7667.

Muldoon, L.L., Jamieson, G.A.Jr., and Villereal, M.L. (1387). Calcium
mobilization in  permeabilized fibroblast: Effecte of impositol
trisphosphate, orthovanadate, mitogens, phorbol esters, and guanceine
triphcsphate. J. Cell. Physicl. 130, Z3-36.

Ndeto, G.W.T. (1988). Characterization of the phospholipase C
activity of caudal epididymal mouse sperm. Bicl. Reprod. 38 (suppl.
iy, 173.

Neer, E.J., and D.E. Clapham. (1988). Roles of € protein subunits in
tramsmembrane signalling. Nature 333, 123-134.

Nishizuka, Y. (1984). The role of protein kinase C in cell surface
signal transduction and tumor promotion. Nature 38, &33-€98.

Nishizuka, Y. (1986). Studies ard perspectives of protein kinase C.
Science 233, 3N0S-31Z.

Nishizuka, Y. (1383). The molecular heterogereity of protein kinase C
and ite implications for cellular regulation. Nature 334, 661-6£35.

105




e e — e ey

Noteboom, W.D., Knurr, K.E., Kim, H.S., Richmond, W.G., Martin, A.P.,
ard Vorbeck. M.L. (1984). An ELISA for screening hybridoma cultures
for monoclonal  antibodies against a detergent solubilized integral
membrane protein. J. Immunol. Methods 75, 141-148,

O'Rard, M.B., Matthews, J.E., Welch, J.E., and Fisher, S.J. (1383).
Identification of =zona binding proteins of rabbit, pig, human, and
mouse spermatozoa in nitrocellulose  blots. J. Exp. Zool. 235, 425-
4:5-

Petruzzelli, L., Herrera, R., and Rosen, 0.M. ©1984)., Insulin
receptor is an insulin-dependent tyrosine protein kinase: copurifica-
tiorm of ireulin-binding activity and protein kinase activity to
homogeneity from human placenta. Proc. Natl. Acad. Sci., USA. B1,

2527 -3331.

Roldan, E.R.S., and Harrison, R.A.P. (1988a). Polyphosphoincsitide
breakdown ie a necessary early event in the mammalian sperm acrosme
reactiorn. In “"Abstracts of the British Society for Cell Biclogy",
Bristcl, (In press).

Roldan, E.R.S., and Harrison, R.A.P. (1388b). Iaonic analysis of
molecular events during the mammalian sperm acroscme reaction. In
nAbstracts for the Suciety for the Study of Fertility", Edinburgh,
(In press).

Rosen, 0.M., Herrera, R., Olowe, Y., Petruzzelli, L.M., and Cobb,
M.H. (1982)., Phosphorylation activates the insulin receptor tyroceine
protein kinase. Proc. Natl. Acad. Sci., UsA. 80, 3Z37-3240.

Saling, P.M. (1981). Involvement of trypsin-like activity in binding
of mouse spermatccoa to zonae  pellucidae. Proc. Natl. Acad. Sci.,
Usa. 78, E251-6Z55.

Saling, P.M. (13823, Development of the ability to bind to zonae
pellucidae during epididymal maturation: Reversible immobilization of
mouse sperm by lanthanum. Bicl. Reprod. 26, 423-43c.

Saling, P.M. (1982). Mouse sperm antigens that participate in
fertilizaticn. IV. A monoclonal antibody prevents zona peretration by
iphibition of the acrceome reaction. Devel. Eiol. 117, S11-519.

Saling, P.M. (1982). Mammalian sperm interaction with extracellular
matrices of the eag. In "Oxford Reviews of Reproductive Biology" (ed.
C.A. Finn) Vol.11, pp. 333-388. Dxford Univ. Press, London.

Saling, P.M., and Storey, B.T. (1979). Mouse gamete interactions
during fertilization in vitrce Chlortetracycline as a fluorescent
probe for the mouse sperm acrosome reaction. J. Cell Bicl. 83, 544~

=5,

106




Saling, P.M. and Lakoski, K.A. (19685). Mouse sperm antigens that
participate in fertilization. IL Inhibitien of sperm peretration
through the zona pellucida using monoclomal antibodies. Biol. Reprod.
33, 52746,

Saling, P.M., and Waibel, R. (1983). Mouse sparm antigens that
participate in fertilization. III. Passive immunization with a single
momoclonal antibody inhibits pregnancy and fertilization in vivo.
Bicl. Reprod. 33, S57-54.

Saling, P.M., Wolf, D.P., and Storey, B.T. (1978). Calciun—dependent
binding of mouse epididymal spermatozca to the zona peliucida. Devel.
Bicl., 63, S515-T25.

Saling, P.M., Sowimski, J., and Storey, B.T. (1979). &n ultra-
structural study of epididymal mouse spermatosca binding to zona
pellucidae in vitro. J. Exp. Zool. 203, Zr3-2E8.

Saling, P.M., Irons, B., and Waibel, R. (15E53. Mouse sperm antigens
that participate in fertilization: I. Inhibition of sperm fusion with
the egng plasma membrane using monoclonal  antibodies. Bicl. Reprcd.
23, 515-52x.

Saling, P.M., Morton, P.C., and Waibel, R. (1985a). Contraceptive
effect of two anti-sperm moncclonal antibodies, administered singly
amnd in combinaticn, in the mouse. In “Immurelogical approaches to
contracepticn and the promoticn of fertility” {(ed. 8.P. Talwar), pp.
191 -199. Plenum Pub. Co., New York.

Saling, P.M., Waibel, R., and Lakoski, K.A. (1996b). Immunological
identification of sperm antigens that participate in fertilization.
In "The molecular and cellular biology of fertilization (ed. J.Lb.
Hedrick) pp. 95-111. Plerum Pub. Co., New Yori.

Shalgi, R., Matityahu, A., and Nebel, L. (1988). The role of carboe
hydrates in sperm-eqg interaction in rats. Bial. Reprod. 34, 44652

Sharon, N. (1975). Complex carbohydrates. In "Their chemistry,
bicsynthesis, ard functions". Reading, Massachusetts: Addison-liesley.

Shimizu, S., Tsuji, M., and Dean, J. (1983). In vitro bicsynthesis of
three sulfated glycoproteins of murine zonae pellucidae by oocytes
groen in follicle culture. J. Biol. Chem. 258, 5808-5853.

Takayama, S., White, M.F., Lauris, V., and Kahn, C.R. (1934J. Phorbal
esters  modulate insulin receptor phosphorylation and insulin action
in cultured hepatoma cells.  Proc. Natl.  Acad. Sei., USA. 81, 7797-
7081.

107




Towbin, H., Staehelin, T.H., and Gordon, J. (1973). Electrophoretic
trarcfer of proteinse from polyacrylamide ogels to nitrocellulose
sheets: procedure and some applications. Proc. Natl. Acad. Sci., USA.
16, 42524364,

Trimmer, J.S., Trowbridge I.S., and Vacquier V.D. (13800. Monoclonal
antibody to a membrarme glycoprotein inhibits  the acroscme reaction
and asscciated Ca*2 and H* fluxes of sea urchin sperm. Cell 40,
€97-703.

Trimmer, J.S., Schackmann R.W., and Vacquier V.D. (198&). Monoclonal
antib-dies increase intracellular Ca*2 in sea wurchin spermatozoa.
Proc., Natl. Acad. Sci., USA. 83, 9055-9035.

Trimmer, J.S., Ebina, Y, Schackmann, R.W., Meinhof, C.-G., and
Vacquier, V.D. (1387). Characterization of a monoclonal antibody that
induces the acrcsome reaction of sea wrchin sperm. J. Cell Bicl.
105, 1121-1128.

Visconti, P.E., and Tezon, J.G. (1922), Phorbol esters stimulate
cyclic adenceine 37,5’ -monophosphate accunulation in hamster sperm-

atozoa during in vitro capacitation. Bicl. Reprod. 40, Z23-231.

Wahl, M.I., and Carpenter, G. (1983). Regulation of epidermal growth
factor =timulated formation of inocsitol phosphate in A-4G1 cells by
calcium and protein kinase C. J. Bicl. Chem. 263, 7381-7530.

Wahl, M.I., Sweatt, J.D., and Carpenter, G. (1367). Epidermal growth
factor C(EGF) stimulates imceitol  trisphosphate formation in cells
which cverexpress the EGF receptor. Biochem. Biophys. Res. Comm. 142,
688695,

Wang, J. (13985, leclation of antibzdies for phosphotyrosine by
immunization with a v-abl oncogere-encoded protein. Mol. Cell. Bicl.
5, 2E40-3e4C.

Ward, C.R., and B.T. Storey. (1384). Determinatice of the time course

of capacitation 1in mouse spermatczos using & chlortetracycline
flucrescence assay. Devel. Eicl. 104, 287-23¢6.

Wassarman, P.M. (1987). The biclogy and chemistry of fertilization.
Science 235, TEC-550.

Wassarman, P.M. (1988). Fertilization in mammals. Sci. Am. 2599, S2=
o8.

Wassarman, P.M., Bleil, J.D., Florman, H.M., Ereve, J.M., Roller,
R.J., and Salzman, G.S. (13985a). Nature of the mouse eag's receptor
for sperm. In "The molecular and cellular biclogy of fertilization”.
(ed. J.L. Hedrick) pp. 55-78. Plenum Pub. Co., New York.

108




Wassarman, P.M., Bleil, J.D., Florman, H.M., OGreve, J.M., Roller,
R.J., Salzman, G.S., and Samuels, F.B. (198%0). The mouse ega’ s
receptor for sperm: What is it and how does it work®. Cold Spring
Harbor Sym. Quant. Biol. 50, 11-19.

Wray, W., Boulikas, T., Wray, B., and Hancock, R. (19810. Silver
staining of proteins in polyacrylamide gels. Anal. Biochem. 118, 197-
ml

Yanagimachi, R. (1988). Mammalian fertilization. In "Physiclogy of
Reproduction” (eds. E. Knobil and J. Neill) Vol. 1, pp 135-185. Raven
Press. New York.

varden, Y., and Ullrich, A. (1388). Growth factor receptor tyrosine
kinases. Ann. Rev. Biochem. 57, 443-478.

Yatani, A., Codina, J., Brown, A.M., and BEirnbaumer, L. (13987,
Direct activation of mammalian atrial muscarinic potassium channels
by GTP regulatory protein Gw. Science 235, 207-211.




110

APENDICE I

MEDIOS Y SOLLCIONES TAMPONANTES

Medio de cultivo MC, pH 7.4

Medic Krebs-Ringer-bicarbonatc suplementado con:
Piruvato de sodic, 1 mM

Lactato de scdia, 25 mM

Glucosa, S5.56 mM

Albamina sérica de bovino (BSA), 20 ma/ml

Tampén TN: pH 7.2
Tris-OH, 20 mM

NaCl, 130 mM

Tampén de homogenizacién: pH 7.4
Trietanclamina, 25 mM

NaCl, 150 mM

McClz, 1 mM

CaClz, 1 mM

Lima bean trypsin inhibitor (LETI), 1 ma/ml
Nonidet P40, 1 %

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), O.1 %

DNasa, 0.25 ma/ml




im

Hialuronidasa, 0.25 mg/ml

Solucidén para congelar y descarmlér, preparada en MC, pH 7.4
BSA, 0.02 %

NP-40, 0.2 X

Acido de etilendiamino tetraacético (EDTA), 10 mM

PMSF, 1 mM

LETI, 10 pa/ml

Solucién de MC-PVP, pH 7.4

MC sin BSA que contiene polivinil pirrolidona al 0.4 %

Tampén TNC: pH 7.4
Tris-0OH, 20 mM
NalCl, 126 mM

CaClz, 1.7 mM

Solucién de clortetraciclina, preparada en tampén TN, pH 7.8
CTC, S00 pM

Cisteina, & mM

Tampén PES, pH 7.2, 0.15 M
NaCl, O.14 M
KC1, Z.68 mM

NaoHPOe, ©.008 M

KH=PO4, 1.15 mM
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Tampsn PBS-PVP, pH 7.2

Polivinil pirrolidena al 0.4 % en PES

Tampén Tris-Blicina-806, pH 8.3
Trig-0H, 25 oM
Glicina, 192 mM

sDS, 0.1 %

Mezcla desmaturante: pH 6.8
Tris+HCl, 62.5 mM

Glicerol, 10 Z

85, 2 %

Pyronin Y, 0.001 %

Solucién de dilucién para sueros, pH 7.2
Tris-0H, S0 mM

NaCl, .1 M

Tween 20, 0.5 %

NaNe, 10 mM
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