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Resumo

O espermatozéide e o évulo interagem num processo denominado fecundagéo. Para
ser capaz de fecundar o 6vulo, o espermatozéide sofre um processo de maturacao
desde a sua formagao nos tubos seminiferos, ao longo da passagem pelo epididimo
e no tracto genital feminino. A regulagao da motilidade do esperma é um passo es-
sencial no processo de maturacao. E no percurso através do epididimo que os
espermatozoides adquirem motilidade.

A fosforilagao reversivel de proteinas € um dos mecanismos mais importantes
envolvidos no controlo da motilidade do esperma. Diversos estudos atribuiram a pro-
teina fosfatase 1 gama2 (PP1y,) um papel vital no controlo da motilidade do esperma
nos mamiferos. A PP1y, € uma proteina fosfatase especifica para a desfosforilagao de
residuos de serina e treonina, cuja especificidade e actividade sao reguladas por
ligacao a outras subunidades proteicas. Estas subunidades reguladoras da PP1y,
sdo alvos atractivos para uma terapéutica direccionada, uma vez que, se forem
especificamente expressas nos espermatozoéides, apenas influenciam a accao da
PP1y, no esperma, ndo afectando outros mecanismos de fosforilacado dependentes
de outras fosfatases ou a ocorrerem noutras células ou noutros tecidos. Assim, dada
a importancia da identificacdo de novas subunidades reguladoras da PP1y, em
testiculo humano, com o objectivo, a longo prazo, de as utilizar como potenciais alvos
para o desenvolvimento de novos farmacos, para o tratamento da infertilidade e para
o desenvolvimento de contraceptivos ndo-hormonais masculinos, procedeu-se ao
rastreio de uma biblioteca de cDNA de testiculo humano pelo Método Dois Hibrido de
Levedura, utilizando a PP1y, como isco. Entre os 155 positivos detectados, identifi-
caram-se nao so proteinas previamente conhecidas, como reguladores da PP1, mas
também varias novas proteinas. Assim, os resultados obtidos indicam que esta
abordagem pode ser bastante produtiva para que no futuro possamos estudar as
novas proteinas identificadas. Serd interessante comparar a expressao destas
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proteinas no esperma de homens férteis com pacientes inférteis, especialmente
aqueles com parametros normais ou quase normais, excepto pela falta de motilidade
doesperma.

Palavras-chave: fosforilacéo, infertilidade, contraceptivos masculinos.
Abstract

The spermatozoon and the egg interact in a process termed fertilization. To be able to
fertilize the egg, spermatozoa undergo a process known as maturation: from their
production in the seminiferous tubules, through their passage along the epididymis
and in the female genital tract. The regulation of sperm maoaitility is a crucial step in the
maturation process. It is during their passage through the epididymis that sper-
matozoa acquire motility.

Reversible protein phosphorylation is one of the most important mechanisms
involved in the control of sperm motility. Several studies have attributed to protein
phosphatase 1 gamma2 (PP1y,) a crucial role in the control of mammalian sperm
motility. PP 1y, is a serine/threonine-specific phosphatase whose substrate specificity
and activity are dependent on its interaction with other regulatory subunits. These
regulatory subunits are potentially attractive targets for directed therapeutics, since if
they are specifically expressed in sperm, they will not affect other phosphorylation
mechanisms dependent on other phosphatases or occurring in other cells or tissues.
Thus, given the importance of the identification of new human, testis-specific regu-
latory subunits of PP1y, with the long-term aim of using them as potential targets for
new drugs to treat male infertility and to develop novel male contraceptives, a human
testis cDNA library was screened by the Yeast Two Hybrid Method, with PP 1y, as bait.
Ofthe 155 positives obtained, several were proteins already known as PP1 regulators,
while others were previously unknown new proteins. Thus, the results obtained pro-
ved the usefulness of this approach, and future work will focus on the new proteins
identified. It will be interesting to investigate how the expression of such proteins
compares in the sperm of normal fertile men and infertile patients, particularly those
with normal or near normal sperm parameters but lacking motility.

Key words: Phosphorylation, infertility, male contraceptives.

Introducao

Os mecanismos bioquimicos que estao na base
da maturacdo dos espermatozoides e do desen-
volvimento da motilidade suscitam, hoje em dia, um
grande interesse no seio da comunidade cientifica de
todo o mundo. Os espermatozéides de mamifero
adquirem a capacidade de motilidade e fertilizacao
na sua passagem ao longo do epididimo, num pro-
cesso denominado maturacdo. No decorrer deste
percurso observam-se alteragbes nos niveis de
calcio, AMPciclico e pH. Durante o seu transito pelo

epididimo os espermatozdéides sofrem também alte-
racoes na morfologia, na actividade enzimatica e nas
propriedades fisicas e quimicas da membrana plas-
matica’. E de salientar que estas alteracoes durante
a passagem pelo epididimo, bem como durante o
seu transito pelo tracto genital feminino (capacita-
cao e hiper-activagao), ocorrem na auséncia de ac-
tividade transcricional e traducional (i.e. sem haver
sintese de novas proteinas), sendo, portanto, bas-
tante provavel o envolvimento de mecanismos pos-
-traducionais rapidos e reversiveis, como é o caso da
fosforilacao.
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Figura 1: Representacao esquematica do processo ciclico
de fosforilagao reversivel de proteinas. Os sistemas de
fosforilagao proteica sdo compostos por trés
componentes principais: uma proteina cinase responsavel
pela transferéncia de um grupo fosfato do ATP para a
proteina alvo (fosforilagao), uma proteina fosfatase
responsavel pela hidrélise desse grupo fosfato da proteina
alvo (desfosforilagao), e a proteina alvo, o substrato,
também denominada fosfo-proteina, cujas propriedades
sao alteradas em funcao do seu estado de fosforilagao. A
fosforilagao de proteinas é o principal mecanismo de
regulacdo metabdlica das células eucariotas, estando
envolvida no controlo de mecanismos tao distintos como
a neurotransmissao e a motilidade dos espermatozéides.

Tabela I: Classificacdo das proteina fosfatases

A fosforilagdo reversivel de proteinas é um dos
principais mecanismos de controlo que existe nas
células eucariotas. Nao é pois de admirar que muitas
doencas estejam associadas a fosforilagdo anormal
de proteinas-chave especificas (e.g. diabetes’, doen-
ca de Alzheimer®®, etc.). Consequentemente, os di-
versos componentes dos sistemas de fosforilagcdo de
proteinas sdo, presentemente, alvos atractivos para o
desenvolvimento de novas terapéuticas’.

A fosforilacdo de proteinas é um processo
dindmico, controlado pelas proteinas cinases e pelas
proteinas fosfatases, através do qual uma multi-
plicidade de actividades celulares sado reguladas
(Fig. 1). Ao contrario das proteinas cinases, que per-
tencem todas a uma Unica familia génica derivada de
um gene ancestral comum, as proteinas fosfatases
pertencem a varias familias génicas nao relaciona-
das. Na Tabela | estao descritas as familias génicas
das proteinas fosfatases, bem como as caracteris-
ticas utilizadas na sua classificagcdo. As proteinas
fosfatases, que este artigo trata, sdo as proteinas
fosfatases especificas para a desfosforilacdo de
serina e treonina, em particular as proteinas fosfa-

Familia Génica Proteina Fosfatase Inibicao por: Actividade
AO I, 12, DARPP-32
PPP PP1 + + Desfosforilam preferencialmente a subunidade 3

(Fosfoproteina fosfatases)

da fosforilase cinase

PP2A +

- Desfosforilam preferencialmente a subunidade a
da fosforilase cinase
Actividade independente de catides divalentes

PP2B +

- Desfosforilam preferencialmente a subunidade a
da fosforilase cinase
Actividade estimulada pela calmodulina
e dependente de célcio

PPM PP2C -
(Fosfoproteina fosfatases
dependentes de ides metalicos)

- Desfosforilam preferencialmente a subunidade a
da fosforilase cinase
Activadas por Mg+

PTP Transmembranares
(Fosfatases de Tirosina)

- Diferentes dominios extracelulares

Nao transmembranares

- Diferentes dominios nao cataliticos

Dupla especificidade

- Capazes de desfosforilar serina,
treonina e tirosina

AO: Acido ocadeico, Inibidor 1 (I1), inibidor 2 (12) e DARPP-32 séo proteinas que foram identificadas e purificadas pela sua

accao inibitéria da actividade das proteina fosfatases tipo 1.
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Figura 2: Comparacgao
das duas isoformas de
PP1y produzidas por
mecanismos de “splicing”
e PRI alternativo.
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expressas no testiculo dos
mamiferos por “splicing”
alternativo. Os nimeros e
as linhas verticais
representam os exoes
utilizados.

B. Andlise por imunoblot
das isoformas de PP1y
expressas no testiculo
humano utilizando um
anticorpo que reconhece
uma sequéncia comum a
ambas. As duas bandas
detectadas correspondem
as isoformas PP1y1 e
PP1y2 cujas massas
moleculares estao
indicadas.

C. Alinhamento das
sequéncias de
aminodacidos da PP1y1 e
da PP1y2 Os diferentes
terminais carboxilicos
resultantes da utilizacao
de diferentes exdes estao
indicados a negrito.

tases do tipo 1 (PP1)°. No genoma humano existem
trés genes diferentes que dao origem as isoformas
PP1a, PP1p e PP1y. O gene que codifica a PP1ypode
produzir a PP1y,, ubiqua, e a PP1y, especifica de
testiculo®", através de mecanismos de “splice” alter-
nativo (Fig. 2). Estas fosfatases sao inibidas por uma
variedade de toxinas naturais, como o acido ocadei-
co (OA) e a caliculina A (CA), sendo a concentragao
inibitoria caracteristica para cada um dos diferentes
tipos de fosfatase.

A PP1 foi descrita, pela primeira vez, em 1943
como a enzima responsavel pela conversao da fosfo-
rilase a em fosforilase b"” e as suas caracteristicas
enzimaticas foram amplamente estudadas em rela-

13-17

cao ao metabolismo do glicogénio™". No entanto,
mais recentemente, verificou-se que a PP1 esta
envolvida numa grande diversidade de funcoes
celulares para além do metabolismo do glicogénio,
incluindo o ciclo celular, a contraccao muscular, a
morte celular programada, a aprendizagem e, entre
outros'® ®, a memdria. Resultados de Smith et al.”° e
Vijayaraghavan et al.' vieram demonstrar que a PP1 é
também um importante regulador da motilidade do
esperma em mamiferos, pois espermatozéides
imdveis tratados com inibidores de fosfatases, como
0 AO e a CA, adquirem motilidade. Estudos poste-
riores confirmaram e alargaram estas observagoes,
demonstrando a importancia da PP1 e dos seus
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Figura 3: Diagrama
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reguladores no processo de regulacado da motilidade
do esperma®®. Noutro estudo, utilizando ratinhos,
nos quais o gene PP1yfoi inactivado por “knockout”,
ou seja, que nao expressam nem a PP1y, nem a
PP1y,, demonstrou-se que este gene é essencial para
a espermatogénese: os machos eram inférteis, en-
quanto que as fémeas eram férteis®. Por conseguin-
te, diversos indicios indiciam a PP1y, como a principal
fosfatase envolvida no controlo da motilidade do
esperma.

A grande variedade de fungdes atribuidas a PP1
s6 é possivel gracas a formacdo de complexos
especificos entre a subunidade catalitica da fosfatase
e uma ou mais subunidades reguladoras”®. Estas
subunidades reguladoras tém como principais
funcdes modular a actividade e/ou levar a PP1 para
um determinado local da célula, controlando, assim,
a sua especificidade relativamente a um determinado
substrato®. Deste modo, a mesma subunidade cata-
litica pode exercer diversas fungoes, consoante a
subunidade reguladora a que se liga. Até a data, ja
foram identificadas mais de 50 subunidades regula-
doras da PP1%, sendo muitas delas especificamente

expressas num determinado tecido ou célula ou num
dado estadio de desenvolvimento.

Uma vez que, qualquer farmaco que actue direc-
tamente sobre as subunidades cataliticas da PP1
pode potencialmente afectar outros mecanismos
regulados pela PP1 noutros tecidos, dada a elevada
homologia entre as varias isoformas, o nosso objec-
tivo, a longo prazo, é encontrar uma proteina regula-
dora da PP1y, (expressa especificamente no esper-
ma) que possa ser um alvo terapéutico para o tra-
tamento da infertilidade. Tal regulador poderia tam-
bém levar ao desenvolvimento de novas abordagens
anticontraceptivas masculinas. A identificacao de
uma proteina reguladora da PP1y, especifica de
testiculo permitir-nos-ia actuar directamente no con-
trolo da motilidade dos espermatozdides, sem afec-
tar outros processos vitais.

Para encontrar reguladores da PP1 especificos de
testiculo recorremos aos métodos da biologia mole-
cular. Especificamente, o Sistema Dois Hibrido de
Levedura (Fig. 3) foi utilizado para detectar interac-
coes entre uma proteina de interesse (a PP1y,, neste
caso) e uma biblioteca de cDNA de testiculo, que
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expressa a totalidade das proteinas de testiculo hu-
mano”. Este método baseia-se no facto dos factores
de transcricao de levedura possuirem dois dominios
funcionais, um de ligacdo ao DNA (DL), que reconhe-
ce uma sequéncia especifica no promotor de deter-
minados genes, e um dominio de activagao (DA), que
recruta as proteinas necessdrias na transcricao desse
gene. Estes dominios podem ser separados por
técnicas de DNA recombinante e ligados a outras pro-
teinas, originando, assim, duas proteinas de fusao.
Quando estas proteinas interagem, arrastam os dois
dominios e a sua proximidade viabiliza a transcrigao
de genes que possuam no seu promotor uma se-
quéncia nucleotidica reconhecida pelo DL da proteina
de fusdo. Estes genes chamam-se genes reporter,
pois permitem-nos distinguir as colénias de levedu-
ras, em que ocorre a interacgao entre as duas protei-
nas de fusdo, pela cor das coldnias ou pela capaci-
dade de crescer num meio selectivo. O rastreio de
uma biblioteca de cDNA de testiculo humano, através
desta metodologia, resultou na identificagao de varias
proteinas que sao potenciais alvos terapéuticos para
o tratamento da infertilidade masculina e para o
desenvolvimento de contraceptivos masculinos.

Métodos

Sistema Dois Hibrido de Levedura: Para identificar
proteinas reguladoras da PP1 utilizou-se o Sistema
Dois Hibrido de Levedura® (Fig. 3). Assim, o cDNA da
proteina PP1y,, o isco, foi clonado num vector que
possui o DL do factor de transcricao GAL4, produ-
zindo o plasmideo recombinante pAS2-1-PP1y,, o
qual foi, posteriormente, inserido numa estirpe de
levedura (AH109) do tipo sexual mat a. A biblioteca
de cDNA de testiculo humano foi, por sua vez, clona-
da num vector de expressao com o DA e pré-trans-
formada na estirpe Y187 de levedura (mat a). Para
identificar proteinas de testiculo humano com a capa-
cidade de se ligarem a PP1y,, as duas estirpes de
levedura foram conjugadas. A mistura da conjugacao
foi plaqueada em meio selectivo e as coldnias resul-
tantes foram, posteriormente, plagueadas em meio
selectivo com X-o-Gal, tornando azuis as coldnias
dos verdadeiros positivos. Por fim, os clones posi-
tivos obtidos foram identificados por sequenciacao
do respectivo DNA e comparacao com uma base de
dados de sequéncias de DNA, utilizando o algoritmo
BLAST®.

Resultados e Discussao

De modo aidentificar possiveis alvos terapéuticos
para o tratamento da infertilidade masculina ou para
o desenvolvimento de contraceptivos masculinos
nao-hormonais, recorreu-se ao Sistema Dois Hibrido
de Levedura®. Para tal, clonou-se o cDNA, que codi-
fica a PP1y, num vector capaz de expressar uma pro-
teina de fusao entre a PP1y, e o DL do factor de trans-
cricao GAL4 de levedura, e introduziu-se na levedura
AH109 (mat a) por transformacgao. Conjugou-se esta
levedura, que expressa a proteina de fusdo GAL4-DL-
-PP1y, com outra, de tipo sexual oposto, expres-
sando proteinas de fusdo entre o DA do factor de
transcricao GAL4 e proteinas de uma biblioteca de
cDNA de testiculo humano (Fig. 3). A confirmacao da
conjugacao fez-se através da visualizagdo, ao mi-
croscopio, da mistura de conjugacao das levedur-
as dipldides, com a sua forma caracteristica de trés
I6bulos (Fig. 4). Em seguida, plaqueou-se a mistura
de conjugacdao em meio selectivo e as colonias
obtidas foram transferidas para meio selectivo con-
tendo X-a-Gal. As coldnias azuis neste meio sao
aquelas em que ocorreu uma interaccao especifica
entre a PP1y, e uma proteina proveniente da biblio-
teca de testiculo (Fig. 5). Assim, obtiveram-se 155
colonias positivas, que foram armazenadas para
posterior analise. Os plasmideos que codificam pro-
teinas da biblioteca de cDNA de testiculo foram
recuperados da levedura por transformacao em
Escherichia coli. Apés purificacdo e andlise com
enzimas de restricdo, os correspondentes cDNAs
foram analisados por sequenciacao (Fig. 6). A com-
paracdo das sequéncias obtidas com o GenBank
permitiu a sua identificagcdo inequivoca. Assim, foi
possivel dividir os 155 positivos identificados em trés
classes: (1) proteinas previamente identificadas
como reguladoras da PP1 (90 positivos); (2) protei-
nas previamente conhecidas, mas nao em relacéao a
PP1 (11 positivos); (3) proteinas previamente desco-
nhecidas (54 positivos). Neste Ultimo caso, encon-
travam-se algumas proteinas nunca antes descritas
em revistas cientificas, nem mesmo presentes na
base de dados como proteinas, mas sim apenas ao
nivel do DNA genémico. A Tabela Il resume os resul-
tados obtidos.

A proteina Nek2 destacou-se neste rastreio por
ser o positivo mais abundante (66 clones positivos). A
Nek2 é uma proteina cinase, anteriormente identi-
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Figura 4: Fotografia obtida num microscépio 6ptico
invertido (Leica DMIL) dos zigotos presentes na “mistura
de conjugacéo”, com a forma tipica de trés lIébulos (40X).
A seta aponta a gemulagao da célula dipléide; os dois
I6bulos sdo as células haploéides (parentais).

A A NNSYAN
Y A AN

Figura 5: Teste de expressao do gene reporter MEL-1, que
codifica a a-galactosidase. Os verdadeiros positivos
obtidos no Sistema Dois Hibrido de Levedura produzem
colénias azuis, enquanto que os falsos positivos
produzem coldnias brancas (indicado pelas setas).

ficada como regulador da PP1¥. Localiza-se nos

centrossomas durante todo o ciclo celular® e regulaa
sua estrutura durante a transigao G2/M. Sabe-se que
a Nek2 interactua com a PP1, que desfosforila a
prépria Nek2 e também outros substratos da Nek2®.
Esta proteina tem uma expressao muito elevada em
testiculo de ratinho, a qual é dependente das varias
etapas da espermatogénese®. E interessante veri-
ficar que a proteina mais abundante no conjunto dos
positivos detectados com a proteina fosfatase PP1y,
foi, precisamente, uma proteina cinase. O papel

exacto do complexo PP1y—Nek2, na regulacao do
metabolismo do espermatozodide, necessita de ser
cuidadosamente avaliado no futuro.

Entre as proteinas do segundo grupo ha a
destacar a RanBPM. A RanBPM é uma proteina de 90
kDa, inicialmente identificada como reguladora da
polimerizagao dos microtubulos®. Esta proteina pos-
sui um dominio SPRY, envolvido na interacgao com
outras proteinas, e dois motivos pouco caracteriza-
dos (LisH e CTLH), presentes em diversas proteinas
envolvidas na regulagao dindmica dos microtibulos.
A RanBPM também tem elevada expressdo em
testiculo e interage com o receptor de androgénio (na
presenca de ligando)*, podendo assim influenciar a
resposta hormonal aos androgénios e/ou regular a
formacgao do axonema.

Relativamente as proteinas designadas 1 e 2 na
Tabela Il, ndo se conhece actualmente as suas fun-
coes na célula, nem podemos inferir qualquer fungao
da andlise das suas sequéncias de aminoacidos,
excepto que sao reguladores da PP1y,, visto possui-
rem uma cépia da sequéncia consenso de ligacao a
PP1 (RVXF). Provavelmente, estao envolvidas no
controlo da motilidade do esperma, sendo alvos bas-
tante atractivos para potenciais futuras terapias
anticoncepcionais ou para o tratamento da infertili-
dade masculina.

Kh =2 3 4 5 6
o -l

il -_—

P i —

LG — —

[ 2

Figura 6: Andlise do DNA plasmidico purificado de
Escherichia coli com a enzima de restricao Hindlll. Coluna
1, marcador de DNA (“1Kb Ladder”); Coluna 2, vector
pAS2-1 (4.6+2.2+0.9Kb); Coluna 3, pAS-PP1y2
(4.6+2.2+1.54+0.9+0.3Kb); Lane 4, vector pACT-2
utilizado para a biblioteca de cDNA (7.4+0.7Kb); Lane 5,
pACT-2+cDNA da biblioteca [7.4+2.2 (0.7 do
vector+cDNA da biblioteca)Kb].
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Tabela IlI: Classificacdo dos clones positivos obtidos com
a PP1y2 como isco.

Classe Ndmero Exemplos
Reguladores da PP1 90 Nek2
NIPP

Outras Proteinas 11 RANBPM

Conhecidas DAPPER1

Novas Proteinas 54 Proteina 1

Proteina 2

Em conclusao, a metodologia acima descrita
permitiu a identificacdo de um elevado ndmero de
proteinas expressas no testiculo humano que ligam a
PP1y,e, assim, constituem potenciais reguladores do
seu envolvimento no controlo da motilidade do esper-
ma. As novas proteinas identificadas sdo potenciais
alvos para o desenvolvimento de novas terapias no
tratamento da infertilidade masculina em pacientes,
cujos espermatozoéides aparentemente sdo, ao nivel
morfolégico, normais, mas com motilidade subnor-
mal ou ausente. Por outro lado, o seu potencial como
alvos, para o desenvolvimento de novas terapias
anticoncepcionais masculinas, também pode, futura-
mente, vir a ser explorado. A “Terapéutica de Trans-
ducao de Sinais”, baseada nos sistemas de fosforila-
¢ao, pode vir a ser uma realidade clinica num futuro
nao muito distante. Varios projectos estdo a ser
desenvolvidos no nosso laboratério com o intuito de
aprofundar o conhecimento acerca destas novas
proteinas e também no estudo da sua relagdo com a
PP1y,.

Agradecimentos

Este trabalho foi financiado pela Fundacéo para a
Ciéncia e Tecnologia (Projecto POCTI/CBO/39799/
2001 e bolsa de doutoramento PRAXIS/BD/13658/
97), com o apoio do Centro de Biologia Celular da
Universidade de Aveiro.

Bibliografia

1. Vijayaraghavan, S., Stephens, D. T, Trautman, K., Smith,
G. D., Khatra, B., da Cruz e Silva, E. F.,, & Greengard, P.
(1996). Sperm motility development in the epididymis is
associated with decreased glycogen synthase kinase-3

10.

12.

13.

14.

and protein phosphatase 1 activity. Biol Reprod, 54, 709-
-718.

Sridhar, R., Hanson-Painton, O., & Cooper, D. R. (2000)
Protein kinases as therapeutic targets. Pharm Res 17,
1345-1353.

Planel, E., Yasutake, K., Fujita, S. C., & Ishiguro, K.
(2001). Inhibition of protein phosphatase 2A overrides
tau protein kinase I/glycogen synthase kinase 3 beta
and cyclin-dependent kinase 5 inhibition and results in
tau hyperphosphorylation in the hippocampus of star-
ved mouse. J Biol Chem, 276, 34298-34306.

Delobel, P, Flament, S., Hamdane, M., Delacourte, A.,
Vilain, J. P, & Buee, L. (2002) Modelling Alzheimer-
-specific abnormal Tau phosphorylation independently
of GSK3beta and PKA kinase activities. FEBS Lett, 516,
151-155.

da Cruze Silva, E. F,, da Cruz e Silva, O. A., Zaia,C. T., &
Greengard, P. (1995). Inhibition of protein phosphatase
1 stimulates secretion of Alzheimer amyloid precursor
protein. Mol Med, 1,535-541.

da Cruz e Silva, E. F,, & da Cruz e Silva, O. (2003). A.
Protein phosphorylation and APP metabolism. Neuro-
chem Res, 28, 1553-1561.

da Cruz e Silva, O. A. B,, Fardilha, M., Henriques, A. G.,
Rebelo, S., Guerra e Paz, S., & da Cruz e Silva, E. F
(2003). Signal Transduction Therapeutics: a novel ap-
proach in Alzheimer’s Disease. J. Mol. Neurosci. in
press.

Watanabe, T., da Cruz e Silva, E. F, Huang, H. B.,
Starkova, N., Kwon, Y. G., Horiuchi, A., Greengard, P, &
Nairn, A. C. (2003). Preparation and characterization of
recombinant protein phosphatase 1. Methods Enzymol,
366, 321-338.

Kitagawa, Y., Sasaki, K., Shima, H., Shibuya, M., Sugi-
mura, T., & Nagao, M. (1990). Protein phosphatases
possibly involved in rat spermatogenesis. Biochem
Biophys Res Commun 171, 230-235.

Sasaki, K., Shima, H., Kitagawa, Y., Irino, S., Sugimura,
T., & Nagao, M. (1990). Identification of members of the
protein phosphatase 1 gene family in the rat and enhan-
ced expression of protein phosphatase 1 alpha gene in
rat hepatocellular carcinomas. Jpn J Cancer Res, 81,
1272-1280.

. da Cruz e Silva, E. F, Fox, C. A., Ouimet, C. C., Gustaf-

son, E., Watson, S. J., & Greengard, P. (1995). Diffe-
rential expression of protein phosphatase 1 isoforms in
mammalian brain. J Neurosci, 15, 3375-3389.

Cori, G., & Green. (1943). Crystalline muscle phospho-
rylase ll. Prosthetic Group. J Biol Chem, 151, 31-38.
Shenolikar, S., & Nairn, A. C. (1991). Protein phospha-
tases: recent progress. Adv Second Messenger Phos-
phoprotein Res, 23, 1-121.

Bollen, M., & Stalmans, W. (1992) The structure, role,
and regulation of type 1 protein phosphatases. Crit Rev
Biochem Mol Biol, 27,227-281.



www.apurologia.pt

Estratégia para a identificagdo de novos alvos terapéuticos para o tratamento da infertilidade masculina e para... 25

20.

21.

22.

23.

24.

25.

. Brautigan, D. L. (1994). Protein phosphatases. Recent

Prog Horm Res, 49,197-214.

. Shenolikar, S. (1994). Protein serine/threonine phos-

phatases — new avenues for cell regulation. Annu Rev
Cell Biol, 10, 55-86.

. Lee, E. Y. C. (1995). Studies of phosphorylase phos-

phatase:Protein phosphatase 1 - A personal perspec-
tive. Zool Studies, 34, 149-163.

. Oliver, C. J., & Shenolikar, S. (1998). Physiologic impor-

tance of protein phosphatase inhibitors. Front Biosci, 3,
D961-972.

. Amador, F. C., Henriques, A. G., da Cruz e Silva, O. A. B.,

& da Cruz e Silva, E. F.(2003). Monitoring protein phos-
phatase 1 isoform levels as a marker for cellular stress.
Neurotoxicology and Teratology, in press.

Smith, G. D., Wolf, D. P, Trautman, K. C., da Cruz e Silva,
E. F., Greengard, P, & Vijayaraghavan, S. (1996). Prima-
te sperm contain protein phosphatase 1, a biochemical
mediator of motility. Bio/ Reprod, 54,719-727.

Mishra, S., Somanath, P. R., Huang, Z., & Vijayarag-
havan, S. (2003). Binding and inactivation of the germ
cell-specific protein phosphatase PP1gamma2 by sds
22 during epididymal sperm maturation. Biol Reprod,
69, 1572-1579.

Smith, G. D., Wolf, D. P, Trautman, K. C., & Vijayarag-
havan, S. (1999) Motility potential of macaque epididy-
mal sperm: the role of protein phosphatase and gly-
cogen synthase kinase-3 activities. J Androl, 20, 47-53.
Huang, Z., Khatra, B., Bollen, M., Carr, D. W., &
Vijayaraghavan, S. (2002). Sperm PP1gammaz2 is regu-
lated by a homologue of the yeast protein phosphatase
binding protein sds22. Biol Reprod, 67, 1936-1942.
Vijayaraghavan, S., Trautman, K. D., Goueli, S. A., &
Carr, D. W. (1997). A tyrosine-phosphorylated 55-kilo-
dalton motility-associated bovine sperm protein is regu-
lated by cyclic adenosine 3',5-monophosphates and
calcium. Biol Reprod, 56, 1450-1457.

Varmuza, S., Jurisicova, A., Okano, K., Hudson, J.,
Boekelheide, K., & Shipp, E. B. (1999). Spermiogenesis

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

is impaired in mice bearing a targeted mutation in the
protein phosphatase 1cgamma gene. Dev Biol, 205, 98-
-110.

Cohen, P. (1989). The structure and regulation of protein
phosphatases. Annu Rev Biochem, 58, 453-508.

Cohen, P. T. (2002). Protein phosphatase 1—targeted in
many directions. J Cell Sci, 115, 241-256.

Fields, S., & Song, O. (1989). A novel genetic system to
detect protein-protein interactions. Nature, 340, 245-
-246.

Altschul, S. F,, Madden, T. L., Schaffer, A. A, Zhang, J.,
Zhang, Z., Miller, W., & Lipman, D. J. (1997). Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Res, 25,
3389-3402.

Helps, N. R., Luo, X., Barker, H. M., & Cohen, P. T. (2000).
NIMA-related kinase 2 (Nek2), a cell-cycle-regula-
ted protein kinase localized to centrosomes, is com-
plexed to protein phosphatase 1. Biochem J, 349, 509-
-518.

Fry, A. M., Meraldi, P, & Nigg, E. A. (1998). A centro-
somal function for the human Nek2 protein kinase, a
member of the NIMA family of cell cycle regulators.
Embo J, 17,470-481.

Tanaka, K., Parvinen, M., & Nigg, E. A.(1997). The in vivo
expression pattern of mouse Nek2, a NIMA-related
kinase, indicates a role in both mitosis and meiosis. Exp
CellRes, 237,264-274.

Nakamura, M., Masuda, H., Horii, J., Kuma, K., Yoko-
yama, N., Ohba, T, Nishitani, H., Miyata, T., Tanaka, M., &
Nishimoto, T. (1998). When overexpressed, a novel cen-
trosomal protein, RanBPM, causes ectopic microtubule
nucleation similar to gamma-tubulin. J Cell Biol, 143,
1041-1052.

Rao, M. A., Cheng, H., Quayle, A. N., Nishitani, H., Nel-
son, C. C., & Rennie, P. S. (2002). RanBPM, a nuclear
protein that interacts with and regulates transcriptional
activity of androgen receptor and glucocorticoid recep-
tor.J Biol Chem, 277, 48020-48027.



