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PART Il: LA PROTEINA PHI 0

I. INTRODUCCIO

I.1.- SNBPs: Grups principals

Durant els ultims estadis de 'espermatogénesi la cromatina de la gran majoria
d’organismes es condensa a mesura que les histones somatiques de les espermatides
son reemplacades per les SNBPs. (Sperm Nuclear Basic Proteins). Aquest
reemplagament pot ser total o parcial depenent de 'espécie.

Les SNBPs constitueixen un grup molt hetegoreni de proteines que hi formen
part desde les histones (tipus H) a les tipiques protamines (tipus P). Les SNBPs de
tipus H estan relacionades (en quan a composici6 i estructura) amb les histones
somatiques, i inclou variants especifiques de I'espermatozoide, principalment de la
histona H1 i H2B (spH1 i spH2B respectivament), com és el cas dels equinoderms
(Zalenskaya, I.A. et al., 1980a; 1980b; Poccia, 1995). El grup de SNBP de tipus P, les
protamines, consisteix en un grup de proteines molt basiques ( riques en Arginina) i de
poc pes molecular (entre 4.000 i 10.000Da aproximadament). Les protamines
desplacen a la majoria de les histones somatiques en el decurs de I'espermatogénesi,
i sOn les principals proteines que interaccionen amb la cromatina de I'espermatozoide.

També hi ha un tercer grup d’'SNBPs, les anomenades de “protamine-like”
(tipus PL), que presenten una composicié aminoacidica intermitja a la de les histones |
les protamines: el seu contingut en Arginina + Lisina representa entre el 35-50%mol
de la molécula (Ausid, 1995). Al igual que les protamines, les PL desplacen a histones
somatiques durant I'espermiogenesi.

l.2.- Les PL son proteines relacionades amb la Histona H1

Totes les PL estudiades fins al moment, estan molt relacionades amb la familia
de la histona H1. La proteina PL-I del molusc bivalve Spisula solidissima va ser primer
estudiada per Bloch per a la classificacié de les SNBPs (Bloch, 1969) i per Ausio,
2004: al igual que una histona H1, PL-1 d’'S.solidissima conté un domini globular
resistent a la
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digestio amb tripsina i presenta similitud en la sequéncia amb una histona H1. Mytilus
sp. (també molusc bivalve) en I'espermatozoide presenta principalment tres PLs: PL-Il,
PL-IIl, i PL-IV; PL-Il i PL-IV son el resultat d’'una delecié post-transcripciuonal de PL-I
on s’ha eliminat la part globular de la molécula (Fig.BI.1.A i B) (Carlos et al., 1993),
mentre que PL-Ill prové d'un gen independent. Sembla doncs, que la tendéncia
evolutiva de les SNBPs en els bivalves és generar proteines més petites i més
basiques i riques en Arginina (PL-Il i PL-IV) a partir duna PL ancestral (PL-I)
relacionada amb la histona H1.

4 5 6 7
= b 4
% &
— () ] '
2 :
1
Ve

Fig.Bl.1: Gel acetic (5%)-urea (2.5M) de les SNBPs d’alguns invertebrats. (Ausio,
J. 1999). A; 4: Crassostrea gigas (Ostra, Filum: Mol.lusc Classe: Bivalve). 5: Spisula
solidissima (Filum: Molusc classe: Bivalve). 6: Mytilus californianus.(Filum: Molusc,
classe: Bivalve). 7: Loligo pealei (calamar, Filum: molusc, Classe Siphonopoda
(Cefalodpode). I, LI, IV representen PL-i, PL-Il, PL-Ill, PL-IV respectivament. B:
Modificacions post-transcripcionals de la PL-l. Aquestes modificacions donen lloc
a PLs més petites i més basiques, sense el domini globular caracteristic del la histona
H1. Potser també altres mecanismes (com slpicing alternatiu.....) poden acabar donant
lloc a les Protamines més riques encara en Arginina.
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En els cordats, I'origen de les protamines es troba a partir d’'una histona H1
especifica de I'espermatozoide rica en I'aminoacid lisina:Ciona intestinalis i Styela
montereyensis son dues especies de tunicats. Styela montereyensis en
I'espermatozoide madur presenten dues proteines relacionades amb la PL-I: P1 i P2
(Fig.BI.2A). La sequéncia animoacidica d’aquestes proteines (Fig. 1.2B i C) indica que
P2 és exactament I'extrem C-terminal de P1. Addicionalment P2 presenta un elevat
contingut en Arginina (58%mol.) caracteristic d’'una protamina. Ciona intestinalis en
canvi, només té en el nucli de I'espermatozoide la forma no precessada de la SNBP:
P1 (Lewis et al., 2004).
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Fig.Bl.2: A: Gel acétic (5%) Urea (2.5M). Les SNBPs dels tunicats Styela
montereyensis (Sm), Ciona intestinalis (Ci) i Mytilus californianus (Mc) com a
marcador d’histones i PL. Fletxes: Indiquesles SNBPs estudiades dels tunicats. B:
Sequéncia de la Ps de S. plicata. C: Sequencia de P1 de S. plicata.
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La comparacié dels gens de la SNBP P1 d’aquestes dues espécies de tunicats
(Ciona intestinalis i Styela montereyensis) indica que la P1 de Ciona intestinalis
presenta una sequencia aminoacidica similar a la de Styela montereyensis excepte
que en I'extrem C-terminal, en lloc de ser rica en Arginina és rica en Lisina ( Fig.BI.3)

L’analisi acurat de nucleotids indica com la transicio de la PL rica en Lisina a
una PL rica en Arginina és resultat d'un canvi de pauta de lectura en el domini C-
terminal d’aquestes molécules. (Fig.BI.3) (Lewis et al., 2004). D’aquesta manera la
transicié d'una PL-| rica en Lisina a una PL-I rica en Arginina hauria tingut lloc molt
rapidament, possiblement en el moment de la modificacié post-transcripcional (
FigBI.3).

C—1 ] Ciona |k

C 1 Styrela

Fig.Bl.3: Diferenciaci6 de la P1 rica en Lisina de C.intestinalis com a
consequéncia d’'una mutacié en la pauta de lectura. La mutaci6 vatenir lloc en el
punt que indica 'estrella de I'extrem C-terminal de P1 precursora de Ciona intestinalis.
Els alineaments es mostren a sota. La fletxa indicael lloc de tall en la modificacio post-
transcripcional.
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I.3.- SNBPs de I’equinoderm Holothuria tubulosa. La proteina phi0.

La composicio i estructura de la cromatina espermatica d’ Holothdria tubulosa,
ha estat extensament estudiada: les proteines de I'espermatozoide d’Holothuria
tubulosa consisteixen en la dotacid6 completa de les histones somatiques més una
proteina especifica de mobilitat electroforética més rapida anomenada proteina phi 0
(o) (Subirana, 1970). Tampoc hi ha la preséncia de proteines del grup de HMGs en
el nucli de 'espermatozoide (Azorin et al., 1983).

L’ADN en I'espermatozoide, manté I'organitzacié en nucleosomes (Cornudella
& Rocha, 1979; Azorin, F. et al., 1985). La proteina phi0 s’incorpora al nucli de les
espermatides en les Ultimes fases de [Iespermiogénesi, i s‘acumula en
I'espermatozoide madur; representa un 4% del total de les SNBPs presents en el
nucli. (Subirana, 1970; Casas et al., 1989). La funci6 de Phi 0 en I'espermatozoide és
similar a la funcié de la histona H1, i la seva preséncia en el nucli sembla disminuir la
solubilitat de la cromatina. (Azorin et al., 1983),

La proteina especifica de I'espermatozoide d’holohtdria tubulosa (phi0),
presenta unes caracteristiques intermities entre les histones somatiques i les
protamines. Es tracta d’'una proteina petita, de 78aminoacids (8640 Da, ( Ausio &
Subirana, 1982) basica, rica en els Arginina i Lisina (Arg+Lys= 34 residus). Aquesta
composicié aminoacidica presenta similituds amb I'extrem C-terminal d’una histona
H1.

La seqléncia de cDNA va ser determinada I'any 1989 (Prats, et al., 1989), a
través d’'una llibreria especifica de la gonada (Fig.Bl4). El transcript de phi0 és
poliadenilat i la regié codificant codifica per 77 aminoacis (8550Da) .

Prats & Cornudella, 1995, varen clonar i caracteritzar el gen que codifica per a
la proteina especifica de 'espermatozoide d’Holothdria tubulosa (Fig.Blll.1 capitol de
Resultats): en el genoma el gen es troba en una sola copia, i presenta tres introns que
separen els 4 exons que codifiquen per la proteina. Els introns sén inusualment llargs
(6.8, 4 i 5.4Kb respectivament), interrumpint la zona codificant en 16.2Kb en total,
caracteristiques que fan del gen de la phi 0 el més llarg descrit fins al moment per a
una proteina especifica de I'espermatozoide.
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Fig.Bl.4: Seqliencia de cDNA de la phi 0. (Prats et al, 1989).
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OBJECTIUS DEL TREBALL

PART II:

Aquest treball consta d’'una segona part on hem estudiat una proteina
especifica de I'espermatozoide de I'Equinoderm Holothuria tubulosa. L’objectiu
principal ha estat:

|. Estudiar, amb proposits evolutius, I'estrucutra del gen de la proteina phi0 i
comparar els resultats obtinguts amb estudis previs.
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lll. MATERIAL | METODES

lIl.1.- Material biologic

l11.1.1.- Descripcio de les espécies estudiades

Una segona espécie estudiada en aquest treball és la Holothuria tubulosa, es
tracta d’'un Equinoderm, que pertany a la Classe dels Holoturoideus (Holoturoidea) ,
anomenat també cogombre de mar.

Els Equinoderms

Els equinoderms sén animals exclusivament marins, que formen part d’una
important fauna bentonica de qualsevol tipus de fons i fondaria. S6n un grup d’animals
sense capacitat de regulacié osmotica del seu medi intern, amb el qual la concentracid
salina interna depen exclusivamernt del medi aquds que els envolta.

En el tegument, t¢ una epidermis ciliada continua per tot el cos. Els
microcorrents que crea son per una banda per poder-se alimentar i per l'altre per
respirar. Tots els equinoderms es caracteritzen per la preséncia d’'un exoesquelet
calcari més o menys desenvolupat.

El sistema digestiu és complet, amb boca, esofag, estomac, intesti, recte i
anus. El sistema nervios esta constituit per tres anells al voltant de I'eix oral-aboral.
Els organs dels sentits estan poc desenvolupats, encara que es coneix bé la capacitat
de resposta dels Equinoderms davant de senyals tactils, quimiques i lluminoses.

Holothdria tubulosa

La Holothdria té el cos allargat i cilindric, on la boca ocupa I'extrem anterior, i
I'anus el posterior. El seu cos, pot medir des de menys d’'1 cm fins a més d'1 metre. El
seu habitat sol ser prop de zones costeres entre 5-30metres de profunditat . Una
caracteristica particular de la classe Holothuroidea és I'abséncia de simetria radial (a
diferéncia de les classes Asteroidea (estrelles de mar) i Echinoidea (ericons de mar).
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Comportament sexual de les Holothuries

Els sexes son separats, perd no hi ha cap mena de dimorfisme sexual extern,
aixi per saber el sexe de I'espécie fa falta la seva disseccié i identificar-ne el color de
les gonades. Les femelles tenen les gonades d’'un to taronja intens, mentre que els
mascles present en un to més rosat.

L’epoca de I'any en qué les Holohturies es troben madures sexualment s'inicia
al mes de maig i arriba al maxim durant els mesos de Juliol-Agost, quan la
temperatura de l'aigua de mar és més calida. Els espermatozoides sén expulsats al
medi a través de descarregues molt puntuals i concentrades. Els gamets (masculins i
femenins) es dispersen pel medi gracies a les corrents marines, la fecundacio és per
tant externa. A partir del moment en qué els ovuls son fecundats, es crea una capa
protectora a la membrana oocitaria que inhibeix I'entrada d’'un segon espermatozoide.

La fecundaci6 de les Holothdries és externa i presenten un desenvolupament
indirecte, és a dir que el seu desenvolupament passa per estadis larvaris abans
d’esdevenir adult.

Recol-leccid de material i disseccio en el laboratori

Per a la recol-lecta d’Holothuria tubulosa ens varem desplagar a Port de la
Selva (Costa Brava) a finals del mes de Juliol, moment en que les gonades es troben
en el seu punt maxim de maduresa, a punt dalliberar els gamets al medi.
Immediatament després de la recol-lecta es varen transportar els animals en aigua de
mar al laboratori, per processar les mostres.

La gonada d’Holothuria esta localitzada en la part anterior del celoma,
consituida per molts tubuls que s’uneixen entre ells formant un gonoducte que
desemboca en el gonopor. Quan aquesta es troba madura ocupa la gran majoria de la
cavitat celomica de I'animal. La obtencié de gonades es va realitzar doncs, fent una
fissura ventral en l'eix anterio-posterior (boca-anus), i les gonades s’alliberaren
immediatament. La Fig.BIl.1 mostra una imatge on es pot veure la organitzacié interna
d’aquesta espécie.
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Fig.BIl.1: A: Fotografia d’Holothuria tubulosa. B: Organitzacié interna d’ Holothuria
tubulosa, en el dibuix la gonada es troba a la dreta de la imatge (n°), i quan I'animal
esta sexualment madur, ocupa la major part del celoma.

Per a l'extraccio d’'RNA de les gonades es va treballar en tot moment amb
material esterilitzat i es va disgregar i homogenitzar el teixit molt bé amb Trizol
(Amersham Biosciences) i es varen guardar a -80°C fins a la seva utilitzacio.

Per a l'estudi de proteines es va homogenitzar teixit gonadal en sacarosa
0.25M, TrisHCI 10mM pH 7.4, MgCl> 3mM, CaCl, 5mM i Clorur de benzamidina en
fresc 50mM. i es va guardar a -20°C amb glicerol al 40% fins al seu processament.

Addicionalment, per la comparacié en la composicio de les proteines nuclears
espermatiques (SNBPs) de la Holothuria tubulosa amb altres Equinoderms, es van
agafar dues espécies representatives de dues Classes diferents d’Equinoderms:
Pisaster ochraceus, que pertany a la Classe dels equinoideus (Cl.
Echinoidea)(ericons de mar ), i Strongylocentrotus purpuratus , una estrella de mar
que pertany a la Classe dels Asteroideus (Asteroidea).
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Per la purificacid, obtencié de nuclis espermatics i extraccié de les SNBPs dels
equinoderms: Strongylocentrotus purpuratus (Erigdé de mar), Pisaster ochraceus
(estrella de mar) i Holothuria tubulosa (Holothuria) es varen seguir els mateixos
passos descrits per a Sepia officinalis.

l1l.2.-Analisi d’'RNA
l11.2.1.-Extraccio d’'RNA a partir de teixit

Per l'estudi del gen de la phi0 d’ Holothdria tubulosa es va partir de
gonades madures i fresques, i immediatament després de la disseccid es va
procedir a I'extraccio de 'RNA del teixit.

En tot moment es va treballar amb material esterilitzat i amb guants.

1.- Primer varem homogenitzar uns 100mg de teixit i disgregar molt bé
en 1 mlde TRIzol (Invitrogen), utilitzant una ganvieta esterilitzada.

2.- Després es va afegir 200ul de cloroform i sacsejar molt fortament la
mescla. Es deix reposar la mostra entre 5 i 10 min. damunt la poiata, i
centrifugurem,

3.- a 12.000rpm a 4°C durant 15min. Després de la centrifugacié, tenim
dues fases, la superior, blanca i transprent amb 'ARN dissolt, i la capa
inferior rojenca de fenol/cloroform separades per una interfase. Amb
molta cura de no tocar la interfase, traslladem amb una pipeta la fase
superior a un eppendorf net i procedim amb la precipitacié de 'ARN.

4.- Afegim al sobrenedant 1ml d'isopropanol. Sovint al afegir
lisopropanol la solucio adopta una textura gelationsa indicant la
preséncia de 'RNA. Deixem la mostra que precipiti a -80°C durant 2
hores aproximadament.

Nota: En aquest pas de I'extraccio es pot deixar la mostra a -80°C fins
I'endema i proseguir en un altre moment.

5.- Després centrifuguem a 12.000 rpm. Durant 10 min. a 4°. El
sediment que obtenim és 'ARN.
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6.- Eliminem el sobrenedant i fem un rentat del sediment amb 1ml
d’etanol al 75% .

Nota: L'etanol s'ha diluit amb aigua lliure d’RNAsses: DEPC
(Dietilpirocarbonat). Per preparar-la, afegim 1ml de dietilpirocarbonat
(DEPC) al 0.1% a 1000ml d’aigua destil-lada, mesclem bé i ho deixem
1h a temperatura ambient. Després autoclavem la solucié i ho deixem
atemperar abans d'utilitzar.

7.- Centrifuguem a 7.500rpm durant 5 min. a 4°C.

8.- Finalment, eliminem el sobrenedant i resuspenem 'ARN amb 50-
100l d'aigua DEPC.

l11.2.2.-Purificacié d’mRNA poliadenilat.

Seguidament, a partir de 'ARN extret de la gonada varem purificar
I'mARN amb el Kit de purificaci6 dmARN (Amersham Pharmacia Biotech),
seguint el protocol de la casa comercial.

lI.3.- RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends.

Per estudiar TARNm de la proteina especifica de I'espermatozoide d’Holothdria
tubulosa phi0, varem utilitzar la técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends).
(Clontech). Aquesta tecnica permet onbenir la sequencia sencera de TARNm a partir
d’'un sol primer especific per al gen d’interés. La Fig. Il.--- mostra esquematicament els
passos d’aquesta técnica.

Es tracta de dues reaccions de PCR, una on s’amplia el cDNA des del primer
especific del nostre gen (anomenat en 'esquema GSP1 Gene Specific Primer 1) cap
a I'extrem 5 de la molécula d'mARN, anomenada reaccié 5 RACE; i una segona
reaccid, 3' RACE on a partir d'un segon primer especific (GSP2 Gene Specific Primer
2) s'amplific el cDNA cap a l'extrem 3’ de la molécula. Per al diseny de primers
especifics GSP1iGSP2, (apt. 4.7), s’ha de tenir en compte que per tal d’onbenir la
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sequéncia sencera de 'ARNm, és necessari que els dos productes de les reaccions 5’
RACE i 3 RACE presentin una zona de solpament en la sequéncia sencera de
'ARNm de tal manera que la combinacié de les dues reaccions ens donen la
sequéncia sencera del nostre mRNA d'interes.

Per tal que les reaccions de 5 RACE i 3’RACE puguin dur-se a terme amb un
sol primer especific, és necessari primer obtenir el que en I'esquema anomenem
5RACE Ready cDNA i 3RACE Ready cDNA, que consisteix en insertar en els
extrems 5’ i 3’ de la molecula d'mRNA respectivament una sequéncia d’oligonucelotids
coneguda, proveida per al mateix kit, que després en les reaccions 5 i 3 RACE
mitjangant un primer complementari a aquesta sequéncia de nucleotids insertada
(també proiveit pel kit) permet 'amplificaci6 completa del cDNA incloent els extrems 5’
i 3’ de la molécula. (v. esquemes en la Fig. BIl.2)
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Fig.BIl.2: A: Esquema de la reaccié 5 RACE. B: Esquema de la reaccio 3'RACE.
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11.3.1.-Obtencié cDNA “RACE ready”

La reaccio per obtenir el cDNA 5" i 3' RACE Ready, esta catalizada per
una Transcriptassa Reversa on a partir de 'mRNA purificat, i els oligonucelotids
proveits per al kit, se sintetitza el cDNA que utilitzarem en les reaccions de
5'RACE i 3RACE.

Nosaltres a partir de 'mRNA poliadenilat (PoliA) purificat de la gonada
madura d’Holothdria tubulosa varem procedir a la obtencié del cDNA de la
manera seglient: En dos eppendorfs per separant varem posar:

5'RACE Ready cDNA J3'RACE Ready cDNA
3ul mRNA (0,9u9) 3ul mRNA
1l 5’-CDS primer 1l 3’-CDS primer A

1 ul SMART Il A oligo

Seguidament varem incubar els tubs a 70°C durant 2min., i després
posar immediatament en gel. Varem fer un pols de centrifucacié per recollir els
components de la reaccid i seguidament varem afegir els dNTPs i la
Transcriptassa Revesa a les dues reaccions:

2ul 5X First Strand Buffer

1wl DTT (20mM)

1l ANTPs 10mM

1ul Power Script Reverse Transcriptase.

Es van vortejar les reaccions i incubar a 42°C durant una 1h 30min.
Seguidament es va afegir 250ul del tampd tricine-EDTA (proporcionat
per el kit), escalfar els tubs a 72°C durant 7 min. i guardar la reacci6 a -
20°C fins la seva utilitzacio.

l11.3.2.- Reaccions de PCR RACE.

Les reaccions de PCR de 5" i 3 RACE es varen dur a terme en tubs de
reaccié de PCR amb 50l finals de reaccio. Es varen preparar les segients
reaccions:
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5-RACE  controls de SRACE
5'cDNA RACE Ready 2.5l 2.5ul 2.5ul
UPM 10X (Universal primer Sul Sul
Mix)(conté els
primers proveits

per el Kit).
HTR1 (GSP1) Tul Tl
Master Mix 1.5ul 41.5ul 41.5l
H20 ds Sul Tl

Taula ILII.1: Composicid de la reaccié 5’RACE

3-RACE;  3'RACE; controls -
de 3RACE

3'cDNA RACE Ready 2.5ul 2.5ul 2.5ul 2.5ul
UPM 10X (Universal primer oul oul oul

Mix)(conté els

primers proveits

per el Kit).
HTF2 (GSP2) ul
HTF3 (GSP2) Tl Tul
Master Mix 41.5ul 41.5ul 41.5ul 41.5ul
H20 ds 5ul Tul

Taula ILIIL.2: Composicio de la reaccié 3'RACE.

La mescla master mix conté uns components comuns per a totes les reaccions
que es varem mesclar a part per tal de facilitar el pipeteig de les reaccions i evitar
errors de volum. Components de Master Mix per 1 reaccié de 50ul:

-H20 ds 34.5ul

- 10X Adv 2 PCR buffer ~ 5pl

- dNTP Mescla (10mM) 1l

- 50X Adv 2 Polimerase Mix ul
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El programa de PCR utilitzat va ser:

d cicles

94°C 5 segons
72°C 3 min.

5 cicles

94°C 5 segons.
70°C 10 segons
72°C 3 min.

20 cicles

94°C 5 segons
68°C 10 segons
72°C 3 min.

72°C 10 min.
4°C o

l11.4..-Metodes electroforétics

Per l'estudi de I'ARN hem utilitzat principalment gels d'agarosa
convencionals, i en algunes ocasions els gels de formaldehid, que permeten
una millor resoluci6 de les bandes.

l11.4.1.-Gels d’agarosa

El poder de separacié dels gels d’agarosa, esta en funcié de la
concentracié d’agarosa dissolta. La migracio dels acids nucleics a través del
gel d’agarosa, és també dependent del pes molecular de les bandes.

La seguent taula mostra la relacio aproximada de separacid de les
bandes segons el percentatge d’agarosa utilitzat. Nosaltres hem utilitzat gels a
1% d’agarosa.
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Rang de Separacidé de

0 )
% d’agarosa del gel DNA linear( Kb)

0.3 60-5.0
0.6 20-1.0
0.7 10-0.8
0.9 7-0.5
1.2 6-0.4
1.5 4-0.2
2.0 3-0.1

Procediment;

1.- Per preparar un gel d'agarosa a I'1% es va pesar 4g d’agarosa i es
van disslodre en 40ml de tampd TAE1X.

2.- Es va escalfar la mescla al microones fins a la dissolucid de
I'agarosa, seguidament es va afegir 8ul de Bromur d’etidi 1mg/ml, i es
va vertir la dissolucio en el motlle de la cubeta per gels d’'agarosa. Es va
deixar polimeritzar i atemperar sota la campana d’extraccio.

3.- Una vegada el gel polimeritzat, es van carregar les mostres amb el
tampd de mostra 6XNDSB. El tampd de regorregut per als gels
d’'agarosa és TAE1X. Es va tiranr el tamp6 de recorregut fins a cubrir el
gel, i es va correr I'electroforesi a 100V fins que el colorant més rapid va
arribar a 1 cm del final de gel.

4.- Una vegada corregut el gel es van visualitzar les bandes en un
transiluminador amb raigos ultravioleta, i es va procedir a fer una
fotografia del gel.
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Stock 50X TAE

L 200m|
Tris-Base 242¢ 1219
Acid acétic glacial  57.1ml 28.55ml
EDTA 0.5M pH 8.0 100ml 50ml
Tampd de mostres 6XNDSB:

- 30% sacarosa
- 0.25%(w/v) Xylene Cyanol FF
- 0.25% (w/v) Bromo Phenol Blue

lIl.4.2.-Gels de formaldehid

En algunes ocasions, per a I'analisi de les bandes d’ARN hem utilitzat
gels de formaldehid, que permeten una millor resolucié i visualitzacié de les
bandes, especialment si les bandes que vols estudiar presenten una mobilitat
electroforetica similar.

El procediment per a preparar un gel de formaldehid és el seguent:
Procediment:

Tampd de regorrequt 10X (MOPS)

1L concentracio
MOPS 41.86g 0,2M
Acetat sodi (trihidrat) 6.804¢ 0.05M
EDTA (Sal) 2.922q 0.01M

Ajustar el pH del tampé a 7.0 amb NaOH 2N.
Per estarilitzar la solucié, no s’ha d’autoclavar, sin6 que es filtra amb un
filtre Millipore de 0.2um
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Stock 10X del colorant del tampo6 de mostres:

50ml concentracio
Glicerol 25ml 50%
EDTA (sal) 0.015¢ TmM
Blau de bromofenol 0.125¢ 0.25%
Xylen cyanol FF 0.125g 0.25%
Tampo de mostres:
10X MOPS (Tamp6 de recorregut) 10ul
Aigua DEPC 16.5ul
10X colorant oul
Formaldehid 37% 17.5ul
Formamida ultrapura S0ul

Preparacio del gel de formaldehid:

Pesar 0.5g d’agarosa i dissoldre-la bé en 44ml d’aigua DEPC.

Afegir 5ml de 10X MOPS (tamp6 de recorregut)

Deixar atemperar a solucié (a uns 60°C aproximadament), i afegir 1.4ml de
formaldehid

Deixar que el gel solidifiqui sota la campana de gasos.
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Per correr el gel, carregar entre 1-5ug d’ARN amb 8ul de tampd de
mostres, incubar a 65°C durant 15 min. i posar- ho immediatament en gel
durant 1 0 2 min. més. Seguidament fem una beu centrifugada, i carreguem
la mostra en el gel.

Es va cobrir el gel amb tamp¢ de recorregut (MOPS 1X) i seguidament
es va deixar correr a 100V dins que el colorant més rapid va arribar a 1cm
del final.

Per visualitzar les bandes es va tenyir el gel durant 15min. en una
solucio amb Bromur d’Etidi ----- | després es va destenyit durant 10 min. en
aigua de l'aixeta. Seguidament es va mirar a la llum ultraviolada i es va fer
una fotografia del gel.
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IV. RESULTATS

[V.-ANTECEDENTS

Proteines nuclears de I'espermatozoide d’Holothuria tubulosa

L’espermatogénesi de I'Equinoderm Holothdria tubulosa en quan a la transicio
proteica, és un procés relativament simple: I'espermatozoide madur conté les cinc
histones somatiques (en quantitats relatives normals) i una proteina especifica de la
gonada i també especifica d’Holothuria tubulosa; la Phi 0 que s’incorpora en el nucli
durant els ultims estadis de I'espermatogénesi. Phi 0 és una proteina petita (77
residus; 8640Da), que per la seva composicidé aminoacidica, pot ser considerada una
proteina de la familia de les histones H1, ja que la seva sequéncia primaria és molt
similar a I'extrem C-terminal molt basic d’'una histona H1. Degut a la seva basicitat
també pot ser considerada una proteina de tipus “protamine-like”’o bé una proteina de
transicid entre les histones i les protamines. En I'espermatozoide d’Holothlria
tubulosa, la phi 0 representa aproximadament el 4% del total de les histones; se sap
també que s’associa a les histones perd el seu paper fisiologic en I'espermarozoide,
encara €s desconegut.

La Phi0 és una proteina interessant per varis motius (similitud a una histona
H1, preséncia exclusiva només en els Holothuroideus, condensacio de la cromatina), i
és des de ja fa anys, motiu d’estudi i investigacio. A 'any 1989 Prats, E. et al. varen
publicar la seqiencia aminoacidica, i I'any 1995 els mateixos autors varen desxifrar el
gen de la mateixa proteina. La Fig.Blll.1 mostra la sequéncia de nucleotids del gen de
la phi0.(Figura extreta de Prats i Cornudella, 1995). El més sorprenent del gen de la
proteina phi0 és que es tracta d'una sequencia discontinua de 4 exons, interrumpida
per tres introns; aquests introns tenen 6.8Kb, 4Kb i 5.4Kb de llargada respectivament;
fet que fa del gen de la phi0 el gen més llarg descrit fins al moment per a una proteina
especifica de 'espermatozoide.

Fig.I.IV.1. Seqiiéncia del gen de la phi0 d’Holothuria tubulosa (Prats, E. and
Cornudella LI., 1995). Els exons codifiquen per a una proteina de 77 residus, els
introns degut a la seva llargada han estat parcialment eliminats per tal d’entendre amb
més claredat la figura. Les regions no-codificants 5 han estat numerades
negativamernt i les no codificants a 3’ del gen positivament.
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ADVANCES IN SPFERMATOZOAL PHYLOGENY AND TAXONOMY 49

Exon 1
=700 =650
CACTGCTCACGAG TGATAGCGCCCARMACARGCGTOC ARG AGGCOGAACAGACGC TAMGGCTCGCTACGGCGCGTTAGCAT
=600
GT&EALIATTGCCTEGGCGTTWTEHﬂTAETATLEGCGTrTCTAtQGCGATBGAl!tﬂﬂﬂTTﬂHGTllﬂCTﬁlccTnﬂhTE
=550 =500

ACGTGACCTTCCATGATGECTTCACARCARCAC TETGOGATGOGCCTTCC TG TTATATAGTTCAGTGGAGCCGATSCTTA

=450
:gﬂEﬂE:eTAATTTGGTGT&GﬁAﬂTETLGTCCAETGCAEnTTTEClhlCGEGAAEAAAEGETTTGAEHCEGA&TC&&ATG

=400 =350
CATTTTTC T TACCAGC T T ACCGOGCTCTEEAATACSATGAG TATGTATGC ARTCCTCASTTCARAGC ARAGTGEACGCAC
=300 =250
TACGTTTGCACACTGTACCTASCOTAC AT AT TCATE TTC T TG TTCCC TTTATGCACGTARGGACGC AMCCOGATGOGALC
=200
GTTTCTEAAaEGGGEhETTAEhDﬁ3KIﬂﬂﬁxTTGTlhTCAEﬂmTTAllTCATHBThTTTGGTGCGCETREET&TAEETH
=150 =100

COTTTATGCGCCTCAC TT IO TAMA LT CARRAAARTARC ARATATTGTTTTCAGT TTTTAARGAACCGTTACTTGATCGE

=50
TTACAGCCGRGCARC TARGACGT TG T TACGC ACTGCOCAGTTTTGATTCCCOC T TG TG TCGGARATTCCARC TAC AR

f-l 5 b =%
TCAATAATC ATG GTA GOC AGA CGA CAA ACA ARG ARA G/CTAAATAAMGGGRACAATATATGCAAGGCGTT

ini val Ala Arg Arg Glan Thr Lys Lys A

Exon 2
. A 10 A4 Al 1Y 1R iS5
TTTTATTTCTTCTTTCTCACTTCACAS CT AGG AAG CCT GOA GCC AG/GTGAGTGAATACAATTTAAATTTTAT
la Arg Lys Pro Ala Ala Ar

Exon 3

e I+ 1t 11 20 "”Jéc“‘ 14 25
ARATGCTTTGTCCTTCCTOCCCAS G AGA COC AGC GCA GCOC AAA GCA GCOC CCA
g Arg Arg Ser Ala Ala Lys Arg Ala Ala Pro

1) ‘L?Aﬂﬁsu}! 3B Hh 35 % IF O 37 004y
GCC GOG ARG GCT GCG AGT CGC OGT gﬁ: t:: AGT GOT AAG AAG/GTAGGTAATAAGATGT
Arg

T.

i
CGC

Ala Ala Lys Lys Ala Ala Ser Arg Arg Ser Ala Lys Lys
Exon 4

41 &3 4% 45 4% 4r 4y 24 50 5)
AATT AATATN AAG COC GCA GCA AGG AGG CGC AGC AGC

Ala Lys Pro Ala Ala Arg Arg Arg Ser Ser
ﬂgﬁssﬂﬁilﬂsnﬁﬂﬂﬁssa& cﬂ?a;:
GTC AMA CCT AAR GCA GCA AMA GCA GCC ACC CAA GTC COT CGC AGS ATT CGC
val Lys Pro Lys Ala Ala Lys Ala Ala Thr Gln Val Arg Arg Arg Ser Arg Arg Ile Arg
NI W P +1 +50

COT GOG TOC GTG TOA AAS TAA TTCAATGGAAGACTGATCATTAAATCOTAACCCCTTOSARAGATTARACTTA
Arg Ala Ser Val Ser Lys *
P +100
TCAMATTTCATTTTCT T TTTCTAGAATAT TGO AGAACTOAACATTTARRACACATCCAAATTCGTAR
+150 «200
GoGAACAAGT ARGCAACGATGACCTAC AR T T TACAGTCGTTTC TTATTATTTCAAGTTTGCOCTTTATTCAGTTTCAGTTT
+250
CAGT I AT T TACTC T T TAATACCTCCTOGGAGG TETCAGAG TCARAACATACAATTAGATACACAGARATATAC ARARAG
+300 +350
CAGCAAGATCAACHATARACARAARCARAAAACARAAATCATGCARGCARATCAGTACARTCARARAACTARCTTCARCT
+400 +450
TAGTCACCAGACCCANTTGARAT AARTARATCC AGARCAGAAATTGEATAGGCATGCATGARC TAGACGTARCACARACA
+500
TACGCACAACACAACGAGCAACCTACG TATGCACTAATGCCTAGCTATACACACTACATCATCARATCAM TACGGCACT
+550 +600
CATTAMCGATGATATACACTACAGARG TGECCAGG TT TCT T TGCACC TCCTTATTTCTAGACTTTARANGC TOGGOCATT
+650
TP TAARG AT T TGGACCCACCCTATAATAATGC TTCAAATAGTATTTCCGATC TGAGTTGARAGCCTTACATTGAANARG
«T00 +750
ATAATGAAAT TACATC TCC TATCAGCCCAC TAGTAC ARAG TTCACARAGTC TATCATTARAGTCAATATTARGAMTCST
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IV.2.-HIPOTESI DE TREBALL

De les sis classes en que es divideixen el grup dels Equinoderms, trobem tres
classes que contenen un nombre d’'espécies molt superior a les altres: els
Equinoideus (Ericons de mar), els Asteroideus (Estrelles de mar) i els Holoturoideus
(les Holoturies o també conegudes com a cogombres de mar).

A continuaci6 comparem les SNBPs presents en els espermatozoides
d’aquestes tres especies. Es va fer primer una extracci6 amb HCI 0.4N de les
proteines basiques de la gonada d’'una espécie representativa de cada classe:
Strongylocentrotus purpuratus (ericd de mar), Pisaster ochraceus(estrella de mar) |
Thyone briareus (Holothuria). El resultats es presenten en un gel GPAU en al figura
Blll.2. Si ens fixem en la mobilitat electroforética de la histona H1, observem que en
els dos primers grups la mobilitat d’aquesta proteina és similar i que es tracta d'una
proteina de pes molecular elevat (250-270 aminoacids); en canvi, en el cas de la
Holothdria, la histona H1

|
—
N
W

|1

Hl—— e H| e

H3 — <—H1
N e =
H2B —» -+———H2B
H2A—» 2A — --——H2A
Hd—a S {4 s —_—— -4

s ~<—Phi0
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Fig.Il.IV.2: Gel GPAU de les SNBPs dels equinoderms: Erigd de mar, estrella de mar, i
Holotharia. Carril 1: Extraccié amb HCI 0.4N de les proteines nuclears basiques de la
gonada de Strongylocentrotus purpuratus (Ericé de mar). Carril 2: Proteines nuclears
basiques de la gonada de Pisaster ochraceus (estrella de mar). Carril 3: Proteines
basiques de la gonada de Thyone briareus (Holothuria).

Aquest fet, més la similitud de la proteina phi0 en I'extrem N-terminal d’'una
histona H1, ens podria fer pensar en la possibilitat d’un origen comu entre la histona
H1 i phi0 d’Holothdria tubulosa, de manera que fossin el resultat d'una moficicacié
post-transcripcional de les histones H1 de la resta dels Equinoderms.

Aquesta hipotesi, es contraposa amb el fet que la proteina phi0 tingui el seu
propi gen independent tal i com varen descriure E.Prats i LI.Cornudella I'any 1995; és
per aixd que en aquest capitol ens dediquem a fer una reexaminacié del transcript
original de la ptoteina phi 0 d’Holotdria tubulosa mitjangant RACE (Rapid Amplification
of cDNA Ends).

IV.3.-RESULTATS
IV.3A.- cDNA de la Phi 0: RACE.

Varem partir de gonades masculines madures d’Holothdria tubulosa i en
varem extreure 'RNA i purificar els transcrits poliadelilats mRNAs.(veure Material i
métodes apt.2.1i 2.2). Amb 'mRNA Poliadenilat varem procedir a la sintesi de cDNA
(5" i 3 RACE ready) amb el Kit SMART ™ RACE cDNA Amplification Kit (Bd
Biosciences) i procedir a la reaci6 de PCR.

Donat que coneixeiem la sequéncia del cDNA per a la phi0 ( Prats,E. et al.
Nucelic Acid Research, vol. 17, number 23, 1989) varem poder disenyar uns primers
proxims als extrems 5’ i 3’ de la proteina per poder aplicar la técnica de RACE. La Fig.
BlIl.3. mostra els primers utilitzats per a fer les reaccions de 3 RACE (HTF2 i HTF3)
(“Holothdria tubulosa Forward 2 i 3”) que es correspondrien al GSP2 (Gene Specific
Primer 1) en 'esquema del procés de Material i Métodes, Fig.BIll.2; i 5 RACE (HTR1)
(“Holothdria tubulosa Reverse 1) , anomenat GPS1 en la Fig.BIIl.2 .
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Fig.IL.IV.3: Primers utilitzats per a Is reaccions de PCR . Per a la reaccio de
5'RACE es van utilitzar dos primers: HTF2 i HTF3, i per a la reaccié 3’RACE un sol
primer : HTR1.

Met
tcceectigtgtcggaaaticcaactacaatcaataatc ATG GTA GCC
HTF2
AGA CGA CAA ACA AAG AAA GCT AGG AAG CCT GCA GCC AGG AGA

HTF3
CGC AGC GCA GCC AAA CGC GCA GCC CCA GCT GCG AAG AAA

GCG GCG AGT CGC CGT CGT CCA AAG AGT GCT AAG AAG GCT AAG
CCC GCA GCA AGG AGA CGC AGC AGC GTC AAA CCT AAA GCA GCA

AAA GCA GCC GCC CAA GTC CGT CGC AGG AGC CGA CGA ATT CGC

HTR1 End
CGT GCG TCC GTG TCA AAG TAA
TCCAATGGAAGACTGATCATTAAATCGTAACCCCTTCAAAAGACTAAATTTATTAAT
TTTAGTTTGTAGAACTGTCCAAATTTTCTAGAATATTGCAGAACTGAACATTTAAAA
CACATCCAAATTCGTAAGCGAACAAGCAAGCAACGATGACCTACAAAAAA

La reaccié de PCR per a 5’ RACE es va fer sota les seguents condicions:

Els resultats es mostren en la Fig. Blll.4, on es pot veure que el primer HTR1
(juntament amb el primer a 5 proveit per al Kit) déna un unic producte de reaccid
(carril 2), clar, nitid i intens d’uns 400 parells de bases aproximadament. Els controls
negatius utilitzats consistexen en deixar de posar un dels dos primers que fan possible
la reaccio, en el carril 3 hem precindit del primer a 5’ proporcionat per al Kit , i en el
carril 4 hem deixat de posar el primer a 3’ HTR1, tant en un cas com en l'altre no
s’obté cap banda
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1 2 3 4

bp

2300
1900

1300
1200

TO0
reaccio
S'RACE

Fig.Il.IV.4: Reaccié de PCR de 5’RACE: Carril 1 : Marcador de pes molecular ADNA-
BstEll digest (Biolabs). La PCR utilitzant el primer HTR1 (i el propi primer reverse que
proporciona el Kit) dona una sola banda neta, nitida i intensa (carril 2). Carril 3:
Control negatiu de la reaccié 5’RACE (sense primers proporcionats per al Kit.). Carril
4: Control negatiu sense primer utilitzat per a nosaltres (HTR1).

Quan amb els altres dos primers HTF2 i HTF3 fem la reaccié cap a 3'de la
molécula (3'RACE) obtemin en ambdds casos un producte, clar, nitid i intens
d’aproximadament els mateixos parells de bases (400bp) (Fig.BlIl.5), que quan fem
I'amplificai6 de la molécula cap a 5'(Fig.Blll.4).

El segient pas immediat a fer va ser clonar les bandes obtingudes en aquestes
tres reaccions i sequenciar-les per poder comparar-les amb la sequéncia de la phi0. El
resultat de la clonacié i seqlienciacié de les bandes es mostra en la figura seglent:

342



Holothuria tubulosa IV.RESULTATS

Fig.IL.IV.5: Reaccié de PCR de 3’'RACE (Pagina seguent). Carril 1: Marcador de pes
molecular Low Molecular Weight (Biolabs). Reaccié de PCR 3'RACE amb el primer
HTF2 (carril 2) i amb el primer HTF3 (carril 3). Carril 4. Control negatiu sense
primers subministrats per al Kit. Carril 5: Control negatiu sense un dels nostres
primers : HTF2. Carril 6: Marcador de pes molecular ADNA-BstEIl digest (Biolabs)

En els resultats de seqlenciacié de les bandes, podem idenficar clarament, el
primer a 5’ del Kit, la cua de poliadenines del transcript, i la sequéncia de la proteina
phi0 proteina.

En consequéncia, com a conclusié final d’aquests experiments podem dir que
tal i com havien confirmat Prats et al., la proteina phi0 en Holothuria tubulosa té el seu
propi gen indenpendent, i el seu transcript codifica exclusivament per la proteina.
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PART II:

I. La proteina especifica de I'espermatozoide d’Holothuria tubulosa té el seu
propi gen independent del de la histona H1, i el seu transpript codifica
exclusivament per la propia proteina phi0.
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